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INTRODUCCION

Este trabajo comprende dcs partes relativamente dife-
rentes.

Hemos ensayado en la 1.2 parte dar una descripcién
citolégica del rinén de la Rana temporaria; hemos estu-
diado en la 2.2 las modificaciones que esta estructura
histolégica nos demuestra durante ciertos estados funcio-
nales. Después de la morfologia estatica, la morfologia
dindmica.

Como todos los resultados de las investigaciones biol6-
gicas no tienen valor mas que por los métodos empleados;
antes de ninguna descripcién haremos una relacién deta-
llada y critica de nuestros procederes técnicos, tanto
experimentales como citolégicos.

Las investigaciones que constituyen la base de este
trabajo fueron ~verificadas en el Laboratorio de Histologia
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de esta Facultad de Medicina, al que estoy adscrito como
interno honorario. Aprovecho, pues, este lugar para dar
mis mds respetuosas y sinceras gracias al Dr. D. Carlos
Calieja y Borja-Tarrius por sus provechosos consejos.

CAPITULO I

RELACION CRITICA DE LAS TECNICAS

Examinaremos en este capitulo las diferentes condi-
ciones de nuestra técnica experimental y citolégica.

I. — TECNICA EXPERIMENTAL

1.0 Antmales de experimentacion. — Las ranas suje-
tos de nuestros experimentos, suponemos que fueron cap-
turadas en el Prat del Llobregat, punto de los alrede-
dores de Barcelona, donde son en extremo abundantes;
eran conservadas en el Laboratorio en wun terrarium
durante un minimum constante de tiempo, y practicado
siempre el examen de la sangre para cerciorarnos de la
existencia de parésitos.

2.0 Via de introduccion de las substancias experimen-
tadas. — Las substancias que desedbamos introducir en el
organismo eran, o bien administradas por via estomacal
(utilizando una fina sonda uretral introducida por el eso-
fago), o bien inyectadas en los sacos linfaticos dorsales
o en la gran vena subcutdnea abdominal.

3.0 Oblencién de orina. — Pudimos sondar facilmente
las ranas, introduciendo por el orificio cloacal una canula
de inyecciones intraarteriales para perros. Es una opera-
cién féacil, a condicién de que se haga muy poco a poco
dirigiendo la canula hacia arriba y paralelamente al plano
de la superficie dorsal del animal. La cantidad de orina
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asi obtenida excede corrientemente de un centimetro cu-
bico, y en casos no excesivamente raros obtuvimos 2 y
3 cm3. Con estas cantidades, estamos naturalmente muy
lejos de podernos permitir un andlisis completo y sobre
todo cuantitativo; pero siempre fueron suficientes para
poder verificar ciertas reacciones o caracterizaciones qui-
micas definidas.

II. TfeNicA HISTOLOGICA

Ya en los primeros esbozos de nuestro trabajo se nos
impone un. estudio prejudicial de nuestro método. ¢Hasta
qué punto debemos considerar como a exactas y confor-
mes con la realidad las figuras, las disposiciones morto-
logicas que las preparaciones nos ofrecen?

Hasta estos tltimos afios olvidaban frecuentemente los
hist6logos el hacer de sus métodos una critica suficiente;
y asi velamos aparecer un numerosisimo conjunto de
detalles morfologicos, a los que sus autores daban una
desmedida importancia fisiolégica, y que no eran real-
mente mas que artificios creados por una técnica defec-
tuosa y que venian a ocultar, a encubrir de un modo mas
o menos directo la verdadera, la realmente importante
estructura citolégica del elemento objeto de estudio.
Este es, pues, uno de los grandes méritos que debemos
reconceer en FEmil Fischer (1894) por haber sido ¢l el
primero en lanzar el grito de alarma contra tales errores.
Se puede decir en términos generales que los fisiblogos
se fian muy poco de los métodos histoldogicos; la falta
aparente de precisiéon en los mismos, la necesidad de nu-
merosos reactivos, etc., toda esa técnica complicada hace
absolutamente necesario un estudio critico precedente,
basado en experiencias precisas, de todos los procedi-
mier tos empleados. En histofisiologia, méds que en parte
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alguna, el valor de los resultados depende siempre del de
los métodos. Es, pues, éste el estudio, somero a nuestro
pesar por nuestra insuficiencia, el que vamos a empren-
der en las lineas que siguen.

1.9  Fijacion. — El primer acto de la técnica que se
debe primeramente estudiar — el de la fijacién — es funda-
mental.

En primer lugar, nos ocuparemos de la composicitin
del fijador. Hemos empleado dos categorias generales de
fijadores: los unos liquidos, los otros en vapores. Estos
ultimos son mucho més convenientes que los primeros;
en efecto: empledndolos no nos exponemos en modo al-
guno al peligro de que intervengan factores vulnerantes
de orden osmético.

La fijacién «tipo» consiste en una coagulacién, es decir,
en una modificaciéon del estado coloidal, sin transforma-
cién alguna de la estructura aparente. Realmente, siem-
pre hay una modificacién en la estructura propiamente
dicha; pero ésta no pasa del grado micelar o de las parti-
culas coloidales y no puede nunca afectar la disposicion
de agrupaciones més elevadas que para nosotros ya ccns-
tituirfan una estructura aparente. Es evidente que una
célula fijada es siempre una célula modificada en su cons-
titucién molecular (quimica) y coloidal; pero es necesario
que las modificaciones que haya sufrido no excedan del
orden de las particulas coloidales. Si la agrupacién de
estas micelas es afectada, sobreviene inmediatamente la
rapida y més o menos intensa alteraciéon de la fina estruc-
tura citoldgica.

En la practica dos causas perturbadoras importantes
pueden tener lugar en el acto de la fijacién.

La primera causa de error reside en la intervencion
de fenémenos de orden osmético. Cuando se emplea un
fijador liquido, que nunca es rigurosamente isoténico

9
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para con el contenido celular, se producen corrientes de
difusion entre el liquido y el contenido celular, a través
de la membrana de cubierta, revistiendo todos los ca-
racteres de una verdadera osmosis, y come es de supener,
estas corrientes ocasionan rupturas en la disposicion
mecéanicamente estructurada del protoplasma y, por tanto,
un considerable trastorno en la morfologia. Es por demas
evidente que esta causa de error no tiene lugar cuando se
emplean fijadores gaseosos.

La segunda causa de error consiste en los cambios
morfolégicos consiguientes a las transformaciones auto-
liticas que se producen en la célula inmediatamente des-
pués de la muerte. Estas modificaciones, imperceptib'es
por los procedimientos quimicos actuales, llevan consigo
consecuentemente cambios morfolégicos sobre los que
conviene prestar mucha atencién.

Estos cambios consisten esencialmente, al principio,
en ciertas fragmentaciones de algunos organitos proto-
plasméticos diferenciados: los condriosomas. Estudiare-
mos mas adelante los detalles exactos de este fenémeno,
limitdndonos tan s6lo aqui a citar la realidad de su exis-
tencia.

Cuando un fragmento recién extirpado de rinén se
coloca en una camara hiimeda bajo la accién de los vapo-
res Osmicos, las células de la superficie del organo se
fijan perfectamente; pero esto no sucede asi mas que en
las células de las primeras capas superficiales (0’5 mm.
como maximo). Las capas mas profundas no experimen-
tan sino mucho mas tarde la accién del fijador; presentan
modificaciones de orden autolitico y, por tanto, son mal
fijadas. Las células del centro del segmento a fijar estin
por completo indemnes de la accién del fijador y, por lo
tanto, los trastornos y transfiguraciones que hallamos
en la morfologia son enormes. Es éste el gran inconve-
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niente de la fijacién por los vapores ésmicos; fijan admira-
blemente bien, pero tan sélo la superficie de las piezas de
estudio. De este hecho dicen los histélogos que los va-
pores Osmicos «penetran maly.

Cuando se emplea un fijador compuesto liquido, acon-
tece un fenémeno sobre el que muy pocos se han fijado.
El liquido fijador penetra siempre mas que el vapor;
pero esta penetracion es mds o menos rapida segtn la
naturaleza quimica del cuerpo considerado. En los liquidos
fijadores compuestos es muy disimilar para sus diferentes
componentes; una determirada substancia quimica pene-
trara en el fragmento mucho mas de prisa que otra cual-
quiera. Lo que hace que a una cierta distancia de la
superficie ya no serd el mismo liquido el que obrara, sino
que sus proporciones estaran por completo alteradas; los
cuerpos facilmente difusibles son relativamente mas abun-
dantes que los que difunden con dificultad. Esto es par-
ticularmente importante para los fijadores liquidos a base
de dcido 6smico, como el liquido de Flemming; la tota-
lidad de dcido ésmico se deposita en los primeros «tra-
tums» de células, hasta unos 0’5 mm. de la superficie; en
un plano inferior, ya nc obra més que la mezcla cromo-
acética, de modo que si en la parte superior el acido
Osmico ha desempenado perfectamente la funcién que le
estaba encomendada, en el centro de la pieza objeto de
estudio no encontraremos mas que la accién del agua satu-
rada de acido acético; podemos, pues, facilmente pensar
en qué condiciones de perfeccién se operard la «fijacion»
en este nivel.

He aqui el principal inconveniente de los fijadores
compuestos; y es por lo que creemos mucho mas perti-
nente emplear tanto como nos sea posible fijadores muy
difusibles y, a ser posible, simples.

Uro de los mejores es el aldehido férmico. Es casi sin
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disputa el mejor y mas practico fijador de que podemos
disponer hoy dfa; empleandolo liquido, en solucién con
suero fisioldgico, en frio o en caliente (40°), o en vapores
en la camara humeda encerrada en la estufa, nos ha dado
siempre excelentes resultados. Asi, pues, nos adherimos
en todo al parecer de Sjobring (1904), que fué uno de
los que primero y con mds vigor preconizaron el uso de
este fijador.

Verificando las pruebas necesarias para comprobar las
propiedades de los fijadores en lo referente a las modifi-
caciones estructurales de la morfologia celular, pudimos
claramente observar:

12 Que la fijacion exagera la diferente refringencia
del complejo coloidal que compone el protoplasma.

2.2 La fijacién hace aparecer y resaltar detalles que
casi 0 en absoluto eran imperceptibles al examen del te-
jido en fresco y no disponiendo de otros medios que los
ordinarios, pues sabido es que utilizando la iluminacion
por los rayos ultravioletas, con pantalla de cuarzo e ilu-
minacién lateral, parecen éstos con casi igual limpidez y
claridad que utilizando una fijacion previa y un procedi-
miento de tincién cualquiera (sistema empleado con éxito
ya hace diez afios por Kohler).

29 Coloracién. — Los cortes histologicos de las pre-
paraciones se hicieron siempre en las mismas condiciones
técnicas y fueron coloreados por los diferentes mé-
todos.

Ademas de los procederes corrientemente usados en
los laboratorios, que no haremos sino citar, hemos uti-
lizado asimismo algunos métodos especiales con lacas fé-
rricas de hematoxilina.

Hemos empleado muy a menudo los métodos deriva
dos de la célebre técnica de Martin Heidenhein, con la
hematoxilina. Particularmente el método de Regaud nos
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ha dado excelentes resultados, y es el que hemos empleado
la mayoria de veces como procedimiento comparativo.

Entra en nuestros propoésitos el emplear, para escla-
recer algunos puntos que dejamos a medio tratar en este
trabajo y comprobar otros debidamente, el magnifico
procedimiento, que estamos actualmente ensayando, de
la impregnacion argéntica (Método de Achiicarro con las
variantes indicadas por P. del Rio Horlega).

No insistiremos sobre los procedimientos microquimi-
cos sobradamente de todos conocidos, para caracterizar
las grasas (acido ésmico, Sudan III, Scarlach, etc.).

3.2 Coloraciones vitales. — Hemes usado muy fre-
cuentemente este proceder siempre cor. halagiiefios resul-
tados; sin entrar en consideraciones gererales sobre el
mérito de este método, cosa que nos apartarfa en abso-
luto del camino trazado para el desarrollo de nuestro
tema, creemos sin embargo util el consignar en breves
palabras lo que opinamos de este procedimiento.

El mecanismo intimo de las llamadas «coloraciones
vitales» es hoy dia, si no por completo conocidc, en una
buena parte supuesto. Conforme ha demostrado reciente-
mente Beauchamps (1913), debemos explicarnos y repre-
sentarnos a la vez esta coloracién, en una gran parte,
por las leyes que rigen las acciones coloidales. En efecto:
encuéntranse los dos coloides, la materia colorante de una
parte y los proteicos del protoplasma por otra. Pero si
bien es cierto que esta teorfa de las coloraciones vitales
nos explica un cierto numero de hechos de observacida
de una manera bastante satisfactoria, quedan un conjunto
bastante numeroso de fendmenos que no se explican muy
claramente por esta teorfa: la razén fundamental, el
«porquér de esta insuficiencia estriba en el desconocimiento
relativo de las leyes por que se rigen las acciones inter-
moleculares de las complejas meléculas proteicas.



134 Publicacions de IInstitut de Ciéncies

Hemos empleado en estas coloraciones dos substancias:
el rojo neutro en todos los casos y el azul de toluidina més
raramente, pues en contra de las aserciones de Gurwitsch
n0s ha parecido que esta substancia era bastante toxica.
Al contrario, el rojo neutro (de Griibler) es un excelente
medio de tincién vital, de uso muy sencillo, y, contraria-
mente a lo que se haya podido decir, muy constante en
sus resultados.

Empleamos estos colorantes, er solucién muy débil,
redisueltos en la solucién salina fisiologica; tenfa entonces
el liquido empleado una coloracion ligeramente rosicea
0 azul palida muy poco visibles, y observandolo al micros-
copio aparecia completamente incoloro.

DATOS TECNICOS
A)  Fijacion

Vapores dsmicos. — Se fija con parafina o colodiéon un
pequefio hilo de platino a la parte inferior del tapén de
un bocal, hilo del que se cuelga el rifién recién extirpado;
inmediatamente se cierra el bocal a fin de imposibilitar
la produccién de fenémenos autoliticos u otras alteracio-
nes. Se deja unos 15 minutos colgado el rifion objeto de
estudio dentro de este recipiente, el fondo del cual hemos
llenado, hasta la altura de 0’50 m., con una solucidén de
acido 6smico y agua destilada al 1 por 1000. Se coloca
el 6rgano inmediatamente después en un liquido fijador
como el formol al 5 6 10 por 100, el bicromato potdsico
al 3 por 100 0 aun también el alcohol de 8o°.

Formol. — Empleado en soluciéon al 5 6 10 por 100,
con agua salada fisiolégica o combinado con el bicromato
potasico bajo la forma de bicromato-formol, modificacion
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indicada por Regaud (bicromatc potasico al 3 por 100
adicionado de 10, 15, 20 por 100 de formol puro).

Bicromato potdsico. — Empleado bajo la fcrma de Ii-
quido de Regaud, o bajo la de liquido de Tellyesniczky
(bicromato al 3 por 100 acetificado al 5 por 100).

El bicromate desempena un papel fundamental como
mordiente y agente de cxidacién: su accién es més lenta
que la del dcido crémico, pues tiene que obrar durante
cerca de ocho dias, pero la fijacién se hace mejor y sin la
mencr alteracién en la estructura celular.

B)  Coloracion

1. Hemalun eosina.

2. Hemateina safranina, método preconizado por Re-
gaud: después de un «nordancage» por el bicromato y
como coloracion de conjunto, ningtin método puede su-
perarle.

3. Hemos empleado muy a menudo los métodos de
la hematoxilina férrica, ensayando siempre un gran ni-
mero de variantes al método fundamental. De todas las
investigaciones que en este sentido hemos verificado,
hemos podido cbtener un numercso conjunto de conclu-
siones:

a) La concentracion del alumbre de hierro amoniacal
empleado como mordiente no tiene la mas ligera influencia
sobre los resultados finales de la coloracion. Hemos em-
pleado alumbre al 2, 3, 4, 6 y 10 por 100, obteniendo
siempre los mismos resultados.

b) El elemento verdaderamente importante del «mor-
dangage» es su duracion: debe de ser al menos de 24 horas:
cuanto més largo es el «@nordancage», mds precisa es la
cleccion de la laca hematoxilinica; consignaremos también
que la estancia en la estufa, a 380, activa mucho este
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proceso, pero, aun y empleando la estufa, la estancia del
elemento bajo la influencia del mordiente no debe bajo
ningin pretexto ser inferior a 24 horas.

¢) La mejor solucién colcrante es la mas sencilla, es
decir, la solucién acucsa de hematoxilina al I por 100
sin ninguna adicién de alcohol; es preferible que la solu-
cién colorante haya sido ya hecha bastante tiempo atras,
perc sin haber sidec empleada nunca. Por otra parte, no
hay ya mas que algunos pequenos detalles al emplear las
innumerables soluciones de hematoxilina propuestas por
los diferentes autores, pero siempre los resultados obte-
nidos difieren muy poco entre si. La coloracién pudiéra-
mos decir que no es sino un punto en cierta parte secun-
dario, por decir asi: el punto realmente fundamental es
el @anordancager. Cuando éste se ha llevado a términos
rigurosamente, la coloracién encuentra ya el camino tra-
zado y no tiene mds que actuar en los lugares que el pro-
ceso anterior ya ha determinado con una precisa seleccion.

4. Hemos utilizado algunas veces el método de
Benda, y nos parece que es bastante inferior al método
férrico de Regaud. Es evidente que puede dar, si se ejecuta
con puleritud, resultados idénticos a los de este ultimo,
pero los da muy costosamente; no es un procedimiento
muy claro. Algunas veces, ejecutandolo todo igual que
siempre, da resultados muy mediocres o francamente
malos.

En el escasisimo tiempo que llevamos dedicados a la
histofisiologia y a la técnica histolégica, nos hemos podido
hacer ya un cierto nimero de ideas generales sobre esta
parte tan impcertante de la ciencia bioldgica. Y vemos
sobre todo que, en general, se ha mirado mucho, hasta
demasiado quizas, la parte de las coloraciones, y en
cambio muy poco se ha estudiado y hecho por parte de
la fijacién. Y esto es en absoluto fundamental. Si no
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pareciese paradéjico dirfamos que los descubrimientos
de los innumerables colorantes de anilina han perjudicado
quizds mdas que beneficiado a la ciencia histolégica. Un
examen en estado vital,.«en fresco», como actualmente
se dice en términos de laboratorio, demuestra muchas
mds cosas exactas que una preparacién espléndidamente
coloreada, pero deficientemente fijada. Todo lo dicho hasta
ahora podrad parecer por completo banalmente insubstan-
cial, pero es de tal modo exacto y ocurren a cada paso
fracasos en las investigaciones debido a ello, que no nos
cansaremos en repetir insistentemente estas ideas.

CAPITULO 1II

EL TUBO URINARIO DE LA RANA
(ESTRUCTURA ANATOMICA)

I. 1LOS SEGMENTOS SUCESIVOS DEL TUBO URINARIO

El tubo urinario comprende un cierto nimero de seg-
mentos que se distinguen los unos de los otros por su es-
tructura citolégica y por su situacién topogrifica en el
rinon.

Distinguiremos seis partes principales en el tubo uri-
rario, que enumeraremos sucesivamente partiendo del
glomérulo y siguiendo el curso de la orina:

1.2 El corpusculo de Malphigio comprendiendo el glo-
mérulo propiamerte dicho dentro de la capsula de Bow-
mann (I).

(1) Es frecuentemente observado el hecho de confundir los térmi-
nos de: glomérulo y corpiisculo de Malphigio. Es una forma inexacta de
expresion, pero de tal manera entrometida en la co.tumbre que es muy
dificil el poderlo modificar. Cometeremos, para hacernos mdas facil-
mente entender, la falta de denominacién de llamar glomérulo al cor-
pusculo de Malphigio entero, tomando asi una parte por el todo.
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2.9 Un segmento de epitelio cubico con potentes for-
maciones ciliares que viene inmediatamente después del
glomérulo y antes de la primera parte del tubo urinario,
y que por ser mds estrecho que estos dos, recibe el nom-
bre de «uelloy; no haremos mdas que enumerarlo en razén
de su escasa importancia.

3.9 Un segmento de didmetro mas considerable con
células recubiertas por una formacién especial denominada
bordura estriada.

4.9 Un segmento de diametro mas pequeno con célu-
las cubicas o achatadas. Es el segmento delgado.

5.9 Un segmento censtituido por células que no estan
revestidas por la bordura estriada, pero presentando un
aparato protoplasmatico diferenciado y muy particular, los
bastoncillos.

6.0 Un segmento excretor que conduce la orina hasta
los grandes canales colectores, ramificaciones del uréter.

Como ya hemos dicho anteriormente, ¢l cuello inicial
ciliado no constituye un verdadero segmento. Desde el
punto de vista de la anatomia general, representa una
adaptacién particular, y no tan siquiera especial para los
Batracios, de la regién que une la capsula de Bowmann
y la parte inicial del tubo urinario propiamente dicho.

Los otros cuatro segmentcs son, por el contrario,
fundamentales y constantes, con algunas ligerisimas e
imperceptibles variaciones en todos los grupos de Verte-
bradcs. He aqui, pues, la rapida enumeracion de estos
segmentos y sus principales caracteristicas:

Segmento I: células que presentan bordura estriada
(1.°* tubo contorneado).

Segmento II: células planas, segmento delgado (asa
de Henle).

Segmento III: células que poseen bastoncillos (2.9 tubo
contorneado).
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Segmento 1V: células cubicas sin caracteres secretores
(tubo colector).

En lo que se refiere especialmente a la situacién topo-
grafica del tubo urinario en el rinén de los Batracios,
es necesario que hagamos notar la situaciéon ventral, en
relacion con la totalidad del 6rgano, del glomérulo y del
segmento III; y por el contrario la posicién dorsal del
segmento I.

Esta disposicion es importante, experimentalmente
considerada.

Los segmentos més largos del tubo urinario, aquellos
que reunidos constituyen la parte fundamental del 6rga-
no son los segmentos I y I1I; en una preparacién micros-
copica cualquiera siempre las secciones de estas porciones
del tubo urinario son las que mas abundan en el campo
del microscopio.

La vascularizaciéon del rinén presenta una muy inte-
resante disposicién, sobre la que més tarde ya hablaremos
al tratar del glomérulo.

Las primeras investigaciones verificadas en el tubo
urinario de los Batracios datan de fecha muy lejana.
Segtn  Stanius y Gruby, Swammerdam (1738) fué el pri-
mero que estudié este organo.

Huscke (1828) comprobé la direccion transversal,
dorso-ventral, de los canaliculos urinarios de la rana.

Bowmann (1842) descubrio las relaciones fundamenta-
les entre el tubo urinario y el glomérulo, utilizando entre
otros sujetos de estudio, el rifién de la rana. Fué el pri-
mero que puso en evidencia el movimiento ciliar de la
porcién inicial del tubo urinario de este animal.

Después Hiifner (1866) determiné, por inyeccién de
azul de Berlin, la anatomia topogréifica y la sucesion de
las diferentes partes del tubo urinario.
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Después de este investigador, R. Heidenhein (1873)

Nussbaum (1878), Adami
(1887), Beissner (1896), etc.,
estudiaron particularmente
las tres clases de epitelio
secretor que revisten al tu-
bo urinario. Estos trabajos
serdn varias veces citados
en el curso de este trabajo.

Couforme puede verse
mds abajo, hemos hecho un
cuadro resumiendo los ca-
racteres generales de los
diversos segmentos funda-
mentales del tubo urinario
de los Vertebrados. Como

D/

Fig. 1.»— Esquema del tubo urina-
1io de la rana segin Hiifner (1866.)

punto de comparacion, reproducimos otro semejante que
da Vignon (1899). Se puede notar, a primera vista, el
cardcter muchisimo mas generalizado de la divisién que

Fig. 2.2 — El tubo urinario de la Rana fusca
segin Beissner.

nosotros proponemos y que es el fruto de numerosos
trabajos de histologia comparada. Hemos podido aislar,
en térmiros generales, las disposiciones del tubo uri-
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naric fundamentales y caracteristicas, de los caracte-
res de simple adaptacién, desarrollados bajo la in-
fluencia de ciertas condiciones fisiol6gicas particulares a
una determinada clase de animales. El ejemplo mas cla-
ramente perceptible es el descubierto por Regaud (1911),
de una adaptacién del segmento III del tubo urinario
de los Ofidios machos, a ciertas funciones sexuales, hecho
ulteriormente confirmado por nosotros (Boletin de la Real
Sociedad Espasiola de Historia Natural, 1916).

Citaremos atn en este género de ideas los hechos
descubiertos por Mdbius sobre la transformacién muci-
para de un segmento del tubo urinario del pez espinoso
(Spinachia vulgaris Flem.), a fin de poder ayudar coa
esta secrecién a construir su nido, por otra parte muy
caracteristico de esta especie tan comun en todos los rios
de Espana.

Comparacion de los segmentos del tubo wurinario de los

Vertebrados
[ ) | |
SEGMENTOS J MAMIFEROS | AVES ANFIBIOS ! REPTILES PECES
|
|Sin cuello inicial ciliado| Con cuello inicial ciliado
I |
‘ Segmento con cé¢lulas de bordura estriada
|
Segmento con células aplanadas sin bordura estriada
II . iones ciliares :
Sin cilios [ Fo-maciones ciliares en algunos
puntos
I Segmento de células con bastoncillos y sin bordura
estriada
v Segmento de células cibicas ; papel excretor
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Cuadro de Vignon

|
SECCIONES E MAMIFEROS ! AVES ANFIBIOS |SERPIENTES LAGARTOS
|
[ Cuello muy corto Cuello mas largo con grandes
1a i y no cilado pestafias vibratiles
i
|
| Epitel'o ci-
2. lindrico con S n bastoncillos
bastonc 1los
Epitelio ctibico claro | Grande; | .
: = : sstafi ribratiles
8a v 1o cilado & Ti6s Sin pestailas vibratile
Epitelo [Ep‘telo ci-
Za o ) ctbico |lindrico con
Ep telio cilindrico claro (id.) | bastonc'llos
| .
con bastoncillo;
Ba | Células gigantes

El cuadro de Vignon tiene algunos puntos erroneos.
No existe en modo alguno en los Mamiferos ninguna re-
presentacion que se asemeje al cuello ciliado que tan clara-
mente aparece en los Anfibios. Y en vez del cuello ro
ciliado que dice Vignon que alli aparece, hay siempre una
region de transicion de apariencia més o menos infundi-
buliforme entre la cipsula de Bowmann y el tubo urinario.

Luego también, en las serpientes, el 3.” segmento de
Vignon estd provisto de apéndices vibratiles; y no existen
en les Anfibios.

Dejando a un lado las Aves, cuya citologia renal ha
sido poco estudiada, se puede admitir que hay en los
Vertebrados tres tipos de modificaciones del esquema fun-
damental del tubo urinario; aunque si bien es cierto que
estas modificaciones nc vienen a representar més que
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adaptaciones a determinados actos funcionales poco co-
nocidos o indeterminados todavia a causa de deficientes
estudios.

1.2 En los mamiferos, de un modo mas o menos
acentuado, los segmentos delgados se retinen todos en una
determinada regién de vascularizacion especial, de tal
modo, que la casi totalidad de la substancia medular del
rifion estd constituida por la reunién de todos estos seg-
mentos; esta disposicién particular es el origen de la
formacion bien conocida bajo la denominaciéon de «Asa
de Henley (fig. 3).

2. En los animales de sangre fria aparecen en el
origen del segmento I (cuello ciliar) y a veces al nivel del
segmento delgado, unas potentes formaciones ciliares.

3.° Ea ciertos casos, no muy frecuentes, hay una di-
ferenciacién sexual (principal o secundaria) de los seg-
mentos III y IV (Ofidios, Pez espinoso, etc.).

El mismo glomérulo no es una formacién fundamental.
Puede faltar (Peces), Huot, Policard y Mawas (1912);
(Ofidios), Regnaud y Policard (1909); o bien. estar profun-
damente modificado (caso de Cicléstomos), Renaut (1899)
y Regaud y Policard (1912).

II. ErL corrUScUuLO DE MALPHIGIO

El examen de un corte transversal de rifién, a poco
aumento, nos permite comprobar en seguida el hecho de
que los corpisculos de Malphigio estin dispuestos en
medio de las dos partes, ventral y dorsal, y siguiendo
en conjunto una linea ligeramente coéncava hacia ade-
lante.

La totalidad del corpasculo tiene un volumen de
unas 150 ., y el glomérulo aislado de 100 a 120 p.
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El corpusculo es piriforme: su eje mayor, que es ver-
tical, tiene una direccidén ventro-dorsal. El glomérulo es
habitualmente esférico.

En la extremidad ventral del eje principal se encuentra
el polo vascular, o punto por el cual penetran los vasos
sanguineos en el glomérulo; la extremidad opuesta, o dor-
sal, es el polo urinario, punto de salida del canaliculo.

El polo vascular estd constituido por el vaso aferente
v el eferente. Asi como el primero posee un rudimento
de tnica muscular lisa, el segundo esta por completo des-
provisto de esta disposicidon anatémica; no es mas que
un enorme capilar.

Los Anfibios presentan, en cuanto al origen y destino
de estos vasos, una notable disposicién anatémica. El vaso
arterial aferente proviene de la arteria renal, rama de la
aorta en su porcién abdominal; el vaso eferente va a des-
embocar a la vena renal mediante un trayecto absoluta-
mente directo, sin participar en modo alguno de la for-
macién irrigadora de los segmentos de bordura estriada,
puesto que esta irrigacién estd efectuada exclusivamente
por ramas de la vena porta renal. Esta vena, o vena
aferente del rifion, nombre bajo el que también se la
conoce, aborda al rifion por su borde externo, da nume-
rosos ramitos sobre la cara dorsal, ramillos que se hun-
den luego y se hacen profundos formando redes vasculares
alrededor de lo que nosotros denominamos segmento I,
o segmento con bordura estriada. La sangre que ha pa-
sado ya estas formaciones gana en seguida las ramifica-
ciones de la vena renal, en la cara ventral del riidn. Las
otras porciones: glomérulo, cuello ciliado, segmento del-
gado y segmento III con bastoncillos, estan irrigados
por la arteria renal y sus ramas.

Al meterse el vaso aferente en el corptisculo de Mal-
phigio, pierde sus fibras musculares, pero no parece que
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se forme en modo alguno aquella especie de esfinter rudi-
mentario descrito en el rién de los Mamiferos.

Es muy importante el determinar la posicion de los
vasos para constituir el glomérulo. Es necesario saber si
realmente estd constituido por un solo vaso, arrollado so-
bre si mismo como un oviilo (opiniéon de Rotk), o bien si
se ha formado por muchos capilares, ramificacicnes del
vaso aferente (glomérulo de los Mamiferos). El glomérulo
estd realmente constituido a base del tipo simple del de
los Ofidies : es un glomérulo por apelotonamiento, por
arrollamiento desigual de un capilar tnico, un ovillo, en
el verdadero y amplio sentido de la palabra. Este pro-
blema no tiene solamente un sencillo valor anatémico,
morfolégico mejor dicho, sino que es muy importante el
saber la disposicion de los capilares en el glomérulo para
poder luego elucidar bien la presidon de la sangre en este
organo. Es por demds evidente que un simple capilar por
apelotonado y retorcido que sea no equivaldrd nunca a
una «ed admirabley, como es la del glomérulo de los
Mamiferos.

No existe en el glomérulo de los Batracios un niucleo
conjuntivo central tan claro como en los Reptiles. El
tejido conectivo glomerular es muy reducido, no hallan-
dose representado més que por finisimas l4minas conecti-
vas intercapilares; hay pocos elementos conjuntivos con
nucleos hemateinodfilos fuertemente crométicos, un poco
irregulares; a veces no es nada raro el hallar algunos leu-
cocitos polinucleares emigrados a este niticleo conjuntivo.

Las preparaciones hechas por el método tricrémico
del Dr. Calleja dan muy claras y hermosas representa-
ciones de este conectivo glomerular.

Los capilares sanguine.s estan constituidos por un en-
dotelio separado del epitelio glomerular por una membrana
basal.

10
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El conjunto de estas tres formaciones: endotelio vas-
cular, basal y epitelio glomerular, constituye el dializa-
dor glomerular, 6rgano fundamental desde el punto de
vista fisiolégico.

III. EL SEGMENTO CON BORDURA ESTRIADA

Nos atendremos especialmente al estudio de esta divi-
sion del tubo urinifero, pues parecen ser en este nivel y
en el del segmento III donde tienen lugar los fendémenos
secretorios mas importantes de todo el funcionalismo
renal.

Este segmento se caracteriza por su epitelio uniestra-
tificado (1), compuesto de células cilindricas, con bases
groseramente exagonales, con limites intercelulares cla-
10s y perfectamente visibles y con los extremos superio-
res recubiertos por una formacion cuticular denominada
bordura estriada, y sin presentar en el interior del proto-
plasma ningtn dispositivo que rememore los bastoncillos.

Dados, pues, estos caracteres especificos, comenzare-
mos inmediatamente por el estudio analitico de estas cé-
lulas:

1.0 Protoplasma. — Cuando se examina una célula

(1) Dos discipulos del Prof. Holmgren de Stockho!m, Victor Wigert
y Hjalmar Eckberg (1913), han descrito en el tubo urinario de la Rana
sculenta una especialisima disposicion de las células. Distinguen estos
autores, en el tubo contorneado dos clescs de células: unas que tienen
acceso a la luz con bastoncillos y pestaiias vibratiles. Su aspecto es ho-
mogéneo. Dichos autores las comparen a las células que bordean las
glandulas pépsices. Y otr s que no tienen acceso a la Juz y que son
comparables a las células principales de las glandulas del estémago.

Nosotros no hemos podido nunca comprobar, ni tan siquiera de un
modo ligeramente aproximado, los resultados de estos autores. Puede
ser que estas células que ellos tom"ron como principales no fuesen més
que elementos p-rasitados por Mixosporidios, hinchados y un poco re-
chazados hacia la periferia del tubo. — Pero esto tan solo lo indicamos
a via de hip6tesis.



Treballs de la Societat de Biologia. 1919 147

viva en una disociacién con suero fisiolégico, por ejemplo,
el protoplasma aparece claro, homogéneo en la parte
supernuclear, y finalmente granuloso en la parte infra-
nuclear de la célula. Los vapores de 4cido ésmico dan un
tinte ligeramente ahumado y un aspecto ligeramente
granuloso a todo el protoplasma. En cortes micrométricos,
después. de fijacion con reactivos liquidos (alcohol-formol),
por ejemplo, nos damos cuenta de que el protoplasma se
presenta como una substancia de estructura fundamental
idéntica en todos los puntos de la célula, pero dispuesta
de un modo variado; o bien limitando vacuolas en la
zona subcuticular, o bien englobando formaciones filamen-
tosas, los condriosomas en la region basal. La substancia
fundamental es de la misma constitucién por todas par-
tes; tan solo varfa la dispesiciéon estructural.

El protoplasma aparece en general como muy finamente
granuloso. ¢Es esto una disposicién vital? gencuéntranse
ya en la célula viva estas formaciones? Sin aportar aqui
una demostracién crucial del fenémeno, pensamos que en
el elementc vivo el protoplasma es perfectamente homo-
géneo; el aspecto muy finamente granuloso visible e las
preparaciones, se origina por la accién del fijador, de con-
formidad con las experiencias bien conocidas de Emil
Fischer.

El protoplasma contiene un cierto nimero de nclu-
siones y presenta diferenciaciones. Mucho se podria discu-
tir sobre la diferencia que existe entre estas dos clases
de formaciones celulares: segtin nuestro concepto, una
diferenciacion protoplasmdtica es una formacién hasta
cierto punto auténoma en lo referente a su vitalidad,
pero siempre y cuando esté bajo la égida del elemento
anatémico; ea cuanto éste se deshace, muere, se acaba
ala vez la vitalidad de la diferenciacién plasmatica. Son
formaciones vitales que estan contenidas en el espesor del
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protoplasma. Una inclusién es una substancia no viviente
contenida en el protoplasma.

En la préctica hallamos en el interior de una ganga
protoplasmética fundamental, un cierto nimero de edi-
ficaciones que resumiremos asi:

1) El maicleo.

2) Vacuolas subcuticulares, facilmente demostrables
(colorantes vitales). '

3) Condriosomas.

4) Vacuolas lipoides y grasosas, que necesitan para
ser vistas métodos més complejos.

5) Granulaciones no constantes, que estudiaremos en
el capitulo III, y

6) Una formacién caracteristica de revestimiento, la
bordura estriada.

2.0 Niicleo. — El nucleo de las células del segmeato I
ofrece un cardcter muy especial: su extremada irregula-
ridad. Su forma no es comparable ni a una forma geomé-
trica ni a objeto conocido.

La membrana nuclear relativamente gruesa, recortada
profundamente como si hubiesen grietas, lobulada a veces,
presenta estos mismos detalles mucho més exagerados en
ciertos estados fisiolégicos, como en seguida veremos.

La cromatina, poco abundante, se encuentra escasa-
mente repartida en pequefias plaquetas, como adheridas
a la membrana nuclear.

Hay un gran nucleolo central acidofilo.

El jugo nuclear es incoloro: a veces, en algunas prepa-
raciones coloreadas con la hemateina-safranina, esté lige-
risimamente tefiido en rosa. La razén de esta colorabilidad
nos es en absoluto desconocida.

39 Vacuolas subcuticulares. — La regién subcuticular
de Ia célula renal siempre contiene vacuolas. Su presencia
es constante. Sobre los cortes fijados por reactivos liqui-
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dos, 1o més a menudo no aparecen. Bajo la accién per-
turbadora de influencias osméticas, se han vaciado por
efraccion o por didlisis viacuticular.

Empleando los vapores ésmicos se pueden observar
perfectamente sobre el fondo obscuro del protoplasma.
En estas preparaciones se puede comprobar la no existen-
cia de ninguna membrana limitante diferenciada (con-
trariamente a la teoria del tonoplasto); no parecen sino
ser agujeros, lagunas en el espesor del protoplasma.

El método «tipo» para evidenciar estas formaciones es
la coloracién vital mediante el rojo neutro. Este colorante
se condensa electivamente en rojc cacba, y no en rojo
cereza. Este hecho nos indica que el contenido de estas
vacuolas no es dcido, como las vacuolas digestivas de un
leucocito en via de fagocitosis. No se puede, pues, hacer
intervenir la reaccién dcida de estas vacuolas para explicar
su coloracién electiva.

Las vacuolas no tienen todas el mismo tamaifio: hay
algunas muy pequefas, otras mds grandes; pero existe
siempre una dimensién maxima que generalmente no acos-
tumbran a sobrepasar nunca.

Estas vacuolas no contienen ningan granulito. Cuando
presenciamos en una disociacién cualquiera el estallido de
una célula, hecho por otra parte muy frecuente, vemos
romperse asimismo a las vacuolas, y como su contenido
se esparce por el medio de observacién; no queda ningtn
granulito ni brizna alguna de contenido sélido que nos
pudiera indicar algo sobre el contenido granular de estas
vacuolas.

Las vacuolas pueden presentar variaciones de ntmero
y de reparticién, segtn los estadios por que pase el proceso
secretorio; pero como que este hecho es tan frecuente en
histofisiologia, no podemos més que hacer constar estas
variaciones sin poderlas relacionar de un modo preciso
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con tal o cual estadio. Como en muchos otros detalles ce-
lulares, estas variaciones se producen de un modo idén-
tico en todas las células de un mismo segmento; las va-
riaciones tienen lugar de tubo a tubo, y no de célula a
c€lula en un mismo tubo.

1) Las variaciones de cantidad de las vacuolas apare-
cen muy claramente: se traducen por el hecho bien visible
de que ciertos tubos tienen muchas vacuolas, y en cambio
otros muy pocas; pero nunca ningun tubo esta por com-
pleto desprovisto de estas formaciones.

2) Las wvariaciones de reparticion aparecen tan solo
cuando se examina la superficie de un segmento, de un
modo tangencial, y no por una seccién 6ptica que pasase
por su eje. Siguiendo esta disposicion, se ven perfectamente
los «campos de vacuolas», segun la expresion clasica de los
histélogos. Tan pronto éstas ocupan la superficie apical
de la célula, y no hay libre de vacuolas mds que la peri-
feria celular, de donde resultan dibujos exagonales sepa-
rados por limites claros, como otras veces el centro y la
periferia de la superficie apical estan por el contrario
libres de vacuolas: éstas forman como un anillo. Entre
estos dos términos opuestos y extremos hay toda una
gama de estados intermediarios.

Estas variaciones de situacion de las vacuelas son in-
teresantes; pero nunca hemos podido relacionarlas con
ningin otro fenémeno celular microscépicamente visible.

4.9 Condriosomas. — El protoplasma muy finamente
granulcso que ya hemos descrito contiene unas formaciones
filamentosas o filamentogranulosas, con reacciones cro-
maticas caracteristicas que las hacen en todo identificables
con los condriosomas de Meves o mitocondrias de Benda.
A estos elementos u organitos protoplasméticos diferen-
ciados se les ha dado una gran importancia: asi, pues,
nosotros tenemos la obligacién de estudiar un poco mas
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detenidamente la disposicién de esta variedad especifica
de «protoplasma superior» en la célula, durante su funcio-
nalismo normal, y haremos ademas todo lo posible para no
alejarnos demasiado del objeto de este trabajo, la célula
renal.

Debemos dar en primer lugar una definicién de las
formaciones mitocondriales. En conformidad con los datos
de Regaud nosotros pensamos que no reside en la simili-
tud del dispositivo estructural el caracter comun de estas
formaciones; es en el conjunto de reacciones quimicas
en donde se tiene que buscar este criterio. No hay una
reaccién caracteristica, sino més bien toda una serie;
una formacion mitocondrial podrd no poseer todo este
conjunto de reacciones microquimicas, y sin embargo
deberd formar parte de este grupo de protoplasma supe-
rior. Tendremos ocasién de tratar més adelante este
mismo punto, al hablar de los condriosomas del seg-
mento III.

Las reacciones histoquimicas que caracterizan las
mitocondrias son las siguientes:

a) Sensibilidad para con el alcohol, antes de la im-
pregnacién metdlica.

b) Sensibilidad para con el acido acético.

¢) Afinidad fisica (adsorcién) o quimica (combina-
cién) para ciertos metales como el cromo, el osmio, la
plata, el platino, etc.

Los recientes trabajos de Mayer y de sus colaboradores
Rathery, Schaeffer y - Fauré-Fremiet tienen un interés
considerable. Mediante investigaciones microquimicas, es-
tos autores han demostrado de un modo preciso y con-
cluyente lo que los citélogos (Fauré-Fremiet, Regaud y
Policard) ya sospechaban: la naturaleza lipoide de estas
formaciones.

Los acidos grasos libres, adsorbidos por determinados
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proteicos o combinados, como en los fosfatidos, por ejem-
plo, dan las mismas reacciones cromaticas que las mito-
condrias; es necesario, pues, el atribuir a la presencia de
estos dcidos las propiedades que ellas presentan (Fauré-
Fremiet).

No es éste el sitio mas indicado para exponer estas
investigaciones; pero era absolutamente necesario el sub-
rayar Ja importancia que realmente tienen, cosa que hemos
intentado hacer en los parrafos que preceden. Es muy
probable que dentro de poco tiempo se pueda dar una
definicion precisa y quimica de las mitocondrias; hoy dia
es imposible; y para no decir los mismos conceptos, algo
reformados quizas, que el lector podra ver en todos los
tratados de Histologia, preferimos abstenernos en abso-
luto de enunciar definicién alguna.

Disposicién general. — En un corte de rindén fijado y
coloreado segun los procedimientos de Benda o de Regaud,
se puede comprobar que los dos tercios externos contie-
nen filamentos ma: o menos regulares o granulosos y
tefiidos por estos métodos.

Examinados individualmente, cada uno de los fila-
mentos aparece como de diametro regular, de constitu-
cién a primera vista homogénea y de trayecto mas o menos
sinuoso. Los filamentos parecen tomar su origen en un
manojo bastante abundante y enmarafiado que se en-
cuentra por debajo del nicleo; muy a menudo este peloton
tiene el aspecto de un cesto de filamentos que contiene
al ntucleo en su concavidad como en un unido.

De este conjunto, salen divergentes a los lados del
nucleo numerosos filamentos que entre <i se parecen
mucho; ascienden luego en variadas y multiples trayec-
torias entre el nicleo y la pared celular, hasta la region
media de la célula, en donde acaban a niveles variables.

Los condriosomas llegan a veces a contactar con la
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membrana nuclear: es el caso de los mas internos. Al con-
trario sucede con los més externos, que no llegan nunca
a ponerse en contacto con la membrana celular lateral:
hay siempre un espacio libre entre la membrana y el
paquete de formaciones mitocondriales.

Esta disposicién aparece muy claramente en los cortes
que han interesado tangencialmente el tubo urinario.
Fijando particularmente la atencién en estos cortes tan-
genciales del segmento I, se puede comprobar la existen-
cia de profundas modificaciones entre las relaciones de
los condriosomas y la porcion lateral de la membrana
de cubierta de la célula segtn los diferentes estados fun-
cionales en que se haga la observacion.

Variaciones. — Son en efecto muy frecuentes, y se
refieren al ntmrero, a la forma, a la cromaticidad y al
modo de agruparse (véase el capitulo III).

Estructura intima. — Cuando sometemos una prepa-
racion a una lenta diferenciacion progresiva, podemos fa-
cilmente comprobar que la decoloracién no se hace de un
modo uniforme en todo el filamento; la porcién central
decolérase mucho mas rapidamente que la parte perifé-
rica. Cuando esta decoloracion ha sido convenientemente
verificada, entonces el filamento toma el aspecto de un
tubo vacio. De aqui que se debe suponer que los fila-
mentos no son homogéneos; presentan un eje central y
una corteza periférica que son ligeramente diferentes en
cuanto a sus reacciones microquimicas. Por otra parte,
este fenomeno que es perfectamente cierto para los con-
driocontes (1), lo es asimismo para los mitocondrias:

(1) De conformidad con los datos de Mecves, emplearemos la si-
guiente terminologia :
Lcs condriosomas comprenden :
los condriocontes o filamentos,
los condriomitos o filas de granulos, filamentos granulares,
los mitocondrias 0 granulos.
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éstas ofrecen una parte central, que toma mucho menos
enérgicamente la hematoxilina, que la parte periférica;
de donde su aspecto de esférulas vacias.

Si la reaccion «mitocondrial» se ha verificado con toda
correcciéon y puleritud, de conformidad con los trabajos
de Mayer con lipoides o lipoproteidos, es la corteza del
filamento, o la zona media entre ésta y el protoplasma,
la que ofrece esta composicion quimica.

Nos hemos fijado particularmente en el estudio de las
variaciones y modificaciones de los condriosomas durante
el curso de diferentes estados funcionales del rifién. La
generalizacion de estas formaciones a todas las células
de los Protozoarios y Metazoarios constituye una prueba
en pro de su importancia bioldgica fundamental.

Transformaciones autoliticas de los condriosomas. — Los
condriosomas son edificaciones protoplasméticas de una
sensibilidad extremada. Algunos minutos después de la
muerte del animal (de diez minutos a un cuarto de hora
en los Batracios y aun menos en los Mamiferos), ya em-
piezan a iniciarse las primeras modificaciones. Como que
no existe ningtn criterio preciso de la muerte de la célula,
tampoco sabemos cuanto tiempo es necesario que trans-
curra para iniciarse ya estas alteraciones; es, por otra
parte, muy razonable creer asimismo que esta alteracion,
o cuando menos sus comienzos, son agoénicos y preceden
a la muerte del elemento.

Pero sea del modo que se quiera, las alteraciones au-
toliticas de los condriosomas son muy precoces, y es
por lo que nos ha parecido necesario el determinarlas
bien.

De un modo general, al principio, los condriosomas,
aun y conservando sus reacciones histolégicas (probable-
mente por su origen lipoide), cambian de forma; se frag-
mentan en granulos.
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La fragmentacién que se produce no es un proceso
sencillo; el filamento no se rompe en un cierto ntimero
de granulitos, teniendo cada uno de ellos el didametro del
filamento primitivo, sino que hay fragmentacién en cortos
segmentos baciliformes y retraccién de cada uno de ellos
en una esferita, cuyo didmetro es entonces superior al
didmetro primitivo del filamento.

Esta transformacion es bastante rapida y asimismo su
mecanismo intimo aparece bastante confuso.

Después de estas transformaciones de forma, y después
de un cierto tiempo de reposo, los condriosomas se modi-
fican entonces quimicamente, pierden sus reacciones
histoquimicas y poco a poco se van haciendo coloreables
por los colorantes dcidos: eosina, fuchsina, etc. Es el prin-
cipio del estado patolégico bien conocido con la designa-
cion de tumefaccion confusa.

Hemos creido util hacer esta descripcion de las altera-
ciones autoliticas de Jes condriosomas antes de empezar
el estudio de sus variaciones fisiologicas.

5.0 Formaciones lipoides y adiposas (exceptuando los
condriosomas). — Podemos distinguir dos variedades de
cuerpos grasos desde el punto de vista citolégice:

1) Los que reducen el 4cido 6smico; son las grasas
neutras.

2) Los que no lo reducen pero que son asimismo
demostrables por otros métodos epseciales y en particu-
lar por la hematoxilina cuprica. Este procedimiento co-
lorea electivamente la mielina de los elementos nerviosos.
Se debe también pensar que estas formaciones que tifie
asi también en la célula renal, deben de parecerse qui-
micamente mucho a la substancia anterior. Este hecho
es confirmado por otros que le son afines.

Pero es evidentemente mucho mas practico y razona-
ble el que no edifiquemos muchas teorias que realmente
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no tengan un fundamento estable, siendo asi que pudieran
ser facilmente derrocadas por cualquier trabajo mas
minucioso y de mayor valor cientifico que el nuestro.

Nos limitaremos tan soélo, pues, a la sencilla exposi-
cién de los hechos sin ningin comentario.

Estudiaremos sucesivamente:

A) Las formaciones adiposas que reducen el acido
6smico, y

B) Las formaciones lipoides que no lo reducen.

A) Las formaciones adiposas que reducen el dcido 0s-
mico. — Estas son muy raras, se las puede hallar espar-
cidas por todas partes, en células que aparte de este de-
talle, no ofrecen ningtn otro caricter particular.

Son unos granitos muy pequefios, coloreados en negro.
Después que el acido 6smico se ha depositado en estas
formaciones, son completamente insolubles en el xilol.

Su extremada rareza hace que nos limitemos tan sélo
a sefialar su existencia.

B) Las formaciones lipoides que no reducen el dcido
dsmico. — Estos elementos hicense resaltar de un modo
evidente y selectivo, mediante los métodos de coloracion
de la mielina. Empleando el método de la hematoxilina
cuprica de Weigert-Regaud, se pueden comprobar en el
protoplasma tres clases de formaciones coloreadas.

1) Una especie de charccs de una substancia que
parece estar alojada en vacuolas. Esta substancia se tiile
uniformemente en un ligero tono gris claro. Los limites
de la vacuola no se colorean: la vacuola no aparece mas
que por la existencia de una zona clara entre el proto-
plasma y la substancia cupréfila. Nos da la impresion de
un producto de exudacion, normal o patoldgico, coagulado
y tefiido. Esta masa estd situada muy cerca del ntcleo
y casi todas las células suelen contener en mas 0 menos
cantidad.
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Segiin nuestro concepto, se trata en este caso mani-
fiestamente de producciones artificiales; que su constancia
hace en este caso interesante el estudio de su produccion.
En preparaciones medianamente fijadas se puede com-
probar casi constantemente la formacién cerca del nucleo
de una vacuola de exudacién: es esto, por otra parte, un
fenémeno perfectamente conocido por la mayoria de
histélogos. En las condiciones corrientes de la técnica,
el contenido de esta vacuola queda completamente inco-
loro y tan sélo el método de la hematoxilina ctprica im-
pregna este producto de exudacién. Y es éste un hecho
interesante, por dar un producto de transformacién qui-
mica del protoplasma la misma reacci6n microquimica
de los lipoides como la mielina.

2) Unas granulaciones muy finas, coloreadas en azul-
regruzco y situadas por debajo de la bordura estriada.
Parece que estas granulaciones hubieran de corresponder,
por su ndimero, situacién y manera de agruparse, a las
vacuolas subcuticulares mds internas. Pero ahora bien:
¢es la pared de la vacuola la que se tifie 0 es su conte-
nido? Esto ya nos es por completo desconocido.

3.2 Debajo y alos lados del nucleo se encuentran gra-
nulaciones mas gruesas que las precedentes. Tienen las
mas pequefias el aspecto de granulillos llenos, y las mas
voluminosas, el de vacuolas cuya tnica parte tefiida fuera
su pared. Es de notar que estas granulaciones no existen
en la periferia del corte; parece pues que sea necesaria una
fijacion deficiente para que éstas se pongan en evidencia.

Segtn nuestro criterio, se trata aqui de mitocondrias
mal fijadas, transformadas en vacuolas y refundidas en
una gran vesicula.

6.9 Granulaciones. — En algunos animales recién cap-
turados se pueden hallar, algunas veces, en la regién supra-
nuclear, entre el ntcleo y la bordura estriada, algunos gra-
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nulitos alojados en el interior de vacuolas, y coloredndose
electivamente por idénticos procedimientos que la croma-
tina nuclear. Estcs granulitos ya son de por si ligeramente
coloreados, tienen un matiz amarillo-verdodo muy ténue.

Estos son formaciones normales, pero no constantes, se
hallan ligadas a ciertas condiciones fisioldgicas, y ante la
imposibilidad de escoger un sujeto de estudio, sin haberlo
antes sometido a un determinado régimen, las estudiare-
mos con mayor detenimiento al hablar de las variaciones
fisiolgicas del mismo segmento en el capitulo I1I.

7.9 Bordura estriada. — Por el lado de la luz, la célula
renal estd limitada por una formacién especial bien cono-
cida con la designacion de bordura estriada, o, con la mas
significativa aun, de bordura en cepillo. Mucho se ha dicho
acerca de la naturaleza y valor morfoldgico de esta forma-
cién; no reemprenderemos estas discusiones, en parte muy
exageradas y desprovistas de la proporcion necesaria para
la verdadera importancia del asunto a tratar.

Nos contentaremos tan solo con exponer la estructura
de la bordura estriada en la célula renal de la rana.

Esta formacién viene a constituir un verdadero reves-
timiento cuticular de la superficie apical de la célula. Este
revestimiento es de un grosor variable segtn los diferentes
estadios de la secrecion. Estas dimensiones oscilan entre
5y 8 w. Su aspecto varia con frecuencia inusitada; tan
pronto se nos aparece con su estriaciéon perceptible y carac-
terfstica, mereciendo entonces con razon su nombre, como
otras veces es por completo homogénea a la mas detenida
y perfecta observacién. Estudiaremos mas de cerca estas
modificaciones.

Por su parte interna o celular, la bordura estriada esta
limitada por una linea clara; diremos que nunca, en célu-
las perfectamente fijadas hemos podido poner en evidencia
las granulaciones basilares o corptsculos basales, que tan
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caracteristicos son del epitelio vibrétil, y que muchos auto-
res han descrito también en este lugar. Pero trabajando en
células manifiestamente autolizadas, hemos encontrado
de un modo admirablemente claro estos corpusculitos.
Aparecen bajo la forma de guiones muy claros, habiendo
siempre un numero infinitamente mayor de estrias que de
corpusculos; evidente es pues que no habrd un granulo en
la base de cada estriacion. Segtin nuestra opinién, los guio-
nes que se pueden hallar entre la bordura estriada y el
cuerpo celular resultan de una fragmentacién de una zona
particular, verdadera pelicula eldstica situada entre la
bordura estriada y el protoplasma. Cuando la célula ha
sido bien fijada, la seccién de esta pelicula aparece bajo la
forma de unalinea de trazado limpio, y perfectamente ma-
nifiesta. En cambio, cuando esta fijacion se haya hecho
deficientemente, o hayan intervepido acciones de orden
osmotico, esta pelicula se encuentra rasgada, fragmentada,
y los segmentos dobldndose sobre si mismos dan el aspecto
de una linea de puntos o guicnes.

Por su parte superior, la que da a laluz celular, la super-
ficie es clara. El conjunto de todas las borduras apicales
constituye un verdadero revestimiento cuticular interno
del tubo urinario. En cortes, la forma de este tubo cuticu-
lar interno varfa segtn la disposicion de la luz canicular,
que puede ser estelar o lineal.

Si se examina el dispositivo cuticular en un corte trans-
versal del tubo urinario, nos podemos facilmente dar cuen-
ta de que esta formacion es eldstica dentro de muy estre-
chos limites. Si esta elasticidad fuese perfecta, cuando la
luz canalicular fuese estrecha, la cuticula se retraeria sobre
si misma, conservando una configuraciéon circular. Y no
pasa absolutamente nada de esto, sino que el dispositivo
cuticular de un segmento corresponde a la forma de ua
tubo circular, cuando la luz es amplia, no sucediendo lo
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mismo cuando es estrecha. La retraccion del didmetro del
tubo se verifica por otro procedimiento. Las dos caras de
la cuticula aplicaindose la una contra la otra hacen la luz
del tubo lineal, a veces estelar, pero nunca puntiforme. Las
paredes opuestas del tubo se cierran como un libro, en vez
de comportarse como un tubo eldstico hinchado por in-
suflacion, que al deshincharse se retrajera sobre si mismo.

La estriacion de la cuticula. — Des opiniones han sido
emitidas en lo que se refiere a la significacién de la estria-
cién de la cuticula.

A) Esta estriacion es consecuencia de Ja misma arqui-
tectura de la cuticula. Esta no serfa exactamente una cu-
ticula propiamente dicha (y los autores que preconizan esta
teoria rehuyen este término), sino una bordura de pestanias
vibratiles mas o menos modificada.

B) El aspecto estriado de la cuticula no es sino con-
secuencia de un factor actual: el paso de las substancias
a su través. Cuando nada la atraviesa, esta cuticula apa-
rece homogénea, no estriada; en cambio, si hay dialisis
vuelve a recobrar su aspecto estriado.

La discusién de estos hechos ha provocado numerosas
controversias; pero como que el estudio de esta cuestion
doctrinal no estarfa en sulugar en este trabajo, remitimos
al lector a las publicaciones de Studnicka (1901) y Prenant
(1910).

Nuestras investigaciones nos han demostrado de un
modo fundamental que la bordura estriada no era una for-
macién invariable; en ciertos momentos aparecia perfec-
tamente homogénea, y en otros, en cambio, apareciasenos
como estriada. No hacemos més que confirmar ain una vez
mas, lo que ya numerosos autores habian comprobado hace
bastante tiempo, en particular Tornier (1899) y Gurwitsch
(x903), en la rana.

Ensayaremos, en nuestras investigaciones experimen-
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tales, determinar los factores de aparicién del estado es-
triado. Pero ¢s necesario que digamos ya que la estriacién
cuticular no nos ha parecido nunca un aspecto, y tampoco -
hemos podido ver nunca aislada e individualmente, las pes-
tanas vibrdtiles de que estaria compuesta segtin el criterio
de ciertos autores.

IV. EL SEGMENTO DELGADO

Al segmento de bordura estriada le sigue una seccién
que, al revés de la anterior, parece morfolégicamente, no
tener grandes funciones secretoras: es el segmento delgado
o estrecho. Conforme ya se ha visto ea la primera parte de
este trabajo, la existencia de un segmento de células planas,
sin caracteres secretores, siguiendo a un segmento activa-
mente secretor y peseyendo bordura estriada, es constante
en todos los vertebrados. Al paso que en los Mamiferos,
este segmeato (rama estrecha del asa de Henle), es excesi-
vamente delgado y con células tan aplanadas, casi, como
las endoteliales de un capilar; en los Batracios estos carace
teres no estin tan marcadamente acentua-
des.

El epitelio uniestratificado estd com=
puesto por células cubicas, con membranas
basales, intercelulares y apicales muy cla-
ras. El protoplasma es muy finamente gra-
nuloso, con formaciones mitocondriales
muy escasas, practicamente ninguna; sin
granulos ysin vacuolas tingibles por el rojo
neutro; y con un nucleo esférico regular.

Un estudio detenido de este segmento
no- revela la menor modificacién secretoria.,
Fig. 3..— Esque- 1, 1y central de este segmento, esta en

ma representa- ”
tivo de Henke. absoluto libre de granulos que provengan

11
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de su epitelio; cuando se encuentran formaciones de esta
clase, provienen de segmentos superiores mds o menos
alterados.

En la Rana temporaria, este segmento delgado no con-
tiene, como en ciertos Vertebrados de sangre fria: Peces,
Reptiles, y otras especies de Batracios, células con meca-
nismos ciliares.

En resumen: que este segmento parece, morfologica-
mente, ser muy poco activo y desempefia un papel minimo
durante la secrecion del rifion de la rana.

V. EL SEGMENTO CON BASTONCILLOS

En los cortes histolégiéos ordinarios el segmento 111
es facilmente caracterizable por su amplia luz canalicular
y su epitelio compuesto de células sin limites celulares
claros, y sin bordura estriada. En cortes tefidos por la
hematoxilina férrica, los segmentos III son en absoluto
caracteristicos; sus células en efecto no contienen forma-
ciones mitocondriales espaciadas como en las células del
segmento I, sino al contrario, dispuestas en paquetes de
bastoncillos. Esta disposicién absolutamente tipica, apa-
rece también, pero menos claramente, en los cortes teii-
dos por la hemateina-safranina o la hemateina-eosina.

Disposicion general. — Este segmento estd siempre si-
tuado en la region ventral del rifién: algunos de ellos inter-
puestos intimamente entre los cordones de la suprarrenal
y la gran vena de la cara anterior del rifior. Esta disposi-
cién anatémica nos ha hecho siempre admitir como evi-
dente la imposibilidad de destruir la suprarrenal, por abla-
ci6n o ignipuntura, sin alterar un gran nimero de segmen-
tos III.

Experimentalmente, la ablacion de la suprarrenal en
la rana nos parece pues como irrealizable. Una de dos: o -
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bien la ablacién es incompleta, o bien forzosamente se han
de destruir un gran nimero de ramas (sino un gran tronco)
de la gran vena renal anterior, y sobre todo destriyense
asimismo las continuidades de un sinntimero de canalicu-
los urinarios, por seccién del segmento 111 en el punto pre-
ciso donde ofrece su curvadura ventral. Segtin nuestro
criterio, es por estas razones, el que todas las deducciones
fisiologicas que se basan en experiencias de ablacién de
suprarrenales en la rana (Kruian, Von Helm, De Beule, et-
cétera), han de ser comprobadas por las experiencias de
otros investigadores, y por otros diferentes procederes. La
ablacién completa, sin lesion alguna de los 6rganos vecinos,
€s una operacion anatémicamente imposible.

El epitelio uniestratificado esta compuesto por células
menos altas que anchas. Son células aplanadas, verdaderas
losas celulares.

1.0 Membranas. — Su base de implantacién es irre-
gular y no comparable a forma geométrica alguna ni a
objeto conocido. Las células reposan sobre una membrana
basal bastante delgada, sin caracteres citolégicos bien dife-
renciados.

Los limites laterales de las células no son visibles en los
Y/, basales o externos de su extension; en su cuarto interno
0 apical se los distingue a veces; y muy a menudo bastante -
mal.

Se puede pensar que debe pasar en este caso un feno-
meno analogo al sefialado ya hace mucho tiempo en el
rifion de los Mamiferos, en el cual los bordes celulares
serfan ondulados, acanalados, etc. Pero no creemos que
esta explicacion pueda ser vilida, puesto que nuestras pre-
paraciones de impregnaciéon no nos han demostrado nunca
ninguna formacién que pudiera llamarnos la atencién para
elucidar, si realmente se trataba de esta estructura. Por
otra parte, si en los Mamiferos el aspecto recortado de la
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base de las células es un hecho histolégico indiscutible,
creemos que la conclusién que se saca afirmando la ausen-
cia de limites celulares no esta en modo alguno justificada.
La membrana celular, por muy ondulada que fuese, seria
siempre interesada por el corte, y asi en el caso de un corte,
perpendicular a la superficie aparecerfa ésta bajo la forma
de lineas claras y perfectamente demostrables; y en caso
de ser una seccién oblicua o tangencial, se presentaria
como un conjunto de guiones mas o menos espaciados
segtin sus ondulaciones y la oblicuidad del corte. La expll-
cacién dada habitualmente en lo referente a esta ausencia
de limites celulares no es exacta. La membrana, si no apa-
rece en las preparaciones, no es por razoén de su forma, sino
debido a su misma naturaleza. Es extremadamente del-
gada y no se impregna por las substancias que ordinaria-
mente dan a la membrana su colorabilidad habitual. Resu-
miendo: que la pared celular, es a los lados muy delgada, y
tan sélo constituida por una zona protoplasmatica atin no
perfectamente condensada.

Parece también que, aloslados, las celulas no contacten
exactamente: hay entre ellas un espacio en el cual prefe-
rentemente se reduce el cromato argéntico en las prepara-
ciones ejecutadas por el método de Golgi. La existencia de un
espacio asf es bastante importante desde el punto de vista
fisiol6gico: es un paso entreel plasma intersticial yla célula,
cuya importancia debe de ser realmente considerable.

En el tercio o cuarto internos de la célula, los limites
intercelulares aparecen bajo la forma de una linea clara
excesivamente delgada; tinese después a la membrana que
reviste la superficie apical de las células y que es asimismo
muy delgada. En el punto de unién delas dos membranas,
Ja intercelular y la apical, no hay ningln engrosamiento
notable, asi como tampoco se puede observar un verda-
dero Kittleisten.
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En resumen: aparte de la membrana basal, de origen
conjuntivo, las células epiteliales de este segmento no se
“hallan recubiertas por una membrana citolégicamente dife-
renciada como tal.

2.0  Protoplasma. — El protoplasma tiere una estruc-
tura algo dificil de precisar. Es extremadamente claro, sia
apariencia alguna reticular, vesicular o granulosa; parece
homogéneo; en las preparaciones fijadas con los vapores.
Osmicos, estd ligeramente coloreado en gris.

Hay alojados en este protoplasma los bastoncillos ca-
racteristicos, y algunas veces, en la base de las células, raras
formaciones grasosas demostrables por el dcido ésmico.
No contiene ni granulos ni vesiculas de ninguna clase, colo-
reables por los métodos histologicos conocidos. No obs-
tante, en ciertas condiciones, el método de la hematoxilina
cuprica consigue colorear, a veces, unas gruesas vesiculas
de aspecto irregular y con pared, muy a menudo, incom-
pleta. Creemos que se trata en este caso de modificaciones
de los bastoncillos mitocondriales absolutamente asimila-
bles a las que ya hemos descrito en el segmento 1. En las
coloraciones vitales el rojo neutro no tifie absolutamente
nada.

3.° Bastoncillos. — Los bastoncillos constituyen el
detalle que primero llama la atencién. Mientras que en el
segmento I, los condriosomas no aparecen mas que en cier-
tas condiciones de técnica bien definidas, en este.caso estas
formaciones, que les son homologas, son mucho mas facil-
mente visibles. Después de una fijacion cualquiera, con
tal que sea buena, son conservables y coloreables por la
eosina y demds reactivos plasméticos, igual que con los
vapores 6smicos. Pero en estos casos no estin definidos
individualmente por el colorante, como con la hematoxi-
lina férrica; es casi mas bien el protoplasma quien coloredn-
dose intensamente, los dibuja méas o menos. En estas con-
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diciones no hay una vision clara de cada uno de los fila-
mentos, sino la impresién de una disposicion estriada del
protoplasma. Para estudiar estos filamentos mitocondria-
les con todo su detalle, es necesario el empleo de los méto-
dos de Benda o de Regaud.

Mediante estos procedimientos técnicos se llegan a poner
en evidencia un conjunto de filamentos muy estrechos, muy
finos, que partiendo de la base suben siguiendo una tra-
yectoria ligeramente paralela al gran eje de la célula. Nunca
estos filamentos se anastomosan entre si ni se bifurcan;
no se poren nunca en contacto ni tan siquiera en los puntos
de cruce: siempre estan separados los unos de los otros, por
un poco de protoplasma no diferenciado.

Los bastoncillos se encuentran siempre agrupados en
paquetes més o menos paralelos; y esto no es, como a pri-
mera vista podria creerse, una disposicién artificial: pues
efectivamente, en trozos fijados por los vapores ésmicos y
sin iotervencion ninguna de fenémenos osméticos pertur-
badores, la misma orientaciéon aparece claramente.

La situacién de los bastoncillos mitocondriales es muy
interesante examinada detenidamente. Esta situacién es
variable segin las diversas fases secretorias; ya tendremos
mds adelante ocasién de tratar de nuevo estos hechos, en
el capitulo III de este trabajo.

A pesar de estas variaciones de una bastante grande
amplitud, se puede comprobar que en todos los estadios
los bastoncillos no se ponen nunca en inmediato contacto
con el nucleo: se suelen colocar, casi siempre, en las regio-
nes periféricas de la célula. Este hecho se ve particular-
mente bien en cortes tangenciales de los tubos urinarios.
Los bastoncillos seccionados, casi todos perpendicularmente
a su eje, ofrecen en conjunto la disposicion de campos
de fibrillas contrictiles en un musculo cortado transver-
salmente. Se puede comprobar ademas que entre las célu-
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las hay un espacio libre por completo de mitocondrias: este
espacio es mas o menos grande, pero constante. ¢Qué
representa? ;Se trata de un espacio intercelular, o biea
solamente de la parte cortical del protoplasma despro-
vista de bastoncillos? Es dificil el decirlo. En todo caso es
interesante el saber que hay una zona del tubo urinario que
hasta ahora era desconocida y cuya importancia fisiol6-
gica debe de ser grande, en razoén proporcional con las
variaciones que ésta experimenta durante ciertos momen-
tos funcionales.

Desprendiéndose de la base de la célula, suben hacia
arriba, pero al nivel de la membrana apical o mas frecuen-
temente, a alguna distancia de ésta se terminan clara-
mente sin diferenciacion particular.

- La cromaticidad de los bastoncillos no varia por asi
decir; y asimismo tampoco ofrecen transformaciones gra-
nulosas de ningdn género, ni de orden autolitico; este hecho
es importante de sefialar.

Ahora bien: de lo que hemos expuesto se deducen las
siguientes diferenciaciones entre mitocondrias y baston-
cillos:

SEGMENTO SeemeNTO IIT
Colovabilidad Idéntica en embo: casos
Variaciones Transformacién granu- |Nunca h2y transformacion
de forma losa en ciertos casos granulos1

Transformacién
autolitica

No hay aparicion

Granulos .
: de granulos
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Estas diferenciaciones son muy importantes, segiin
nuestro concepto para demostrar que estas formaciones no
son de la misma naturaleza; pero acaban ya en este punto
las referencias que nos da la morfologia.

Benda (1904) suponia que los bastoncillos, serfan en el
rifién embrionario, absolutamente idénticos a las mito-
cordrias. En resumen: que no serfan méis que mitocon-
drias adaptadas a ura determinada funcién. Nosotros no
hemos hecho personalmente ninguna experiencia que
pueda sostener ri derrocar esta teorfa, realmente muy
plausible, y que por ahora nada contradice.

4.2 Niicleo. — El ntcleo es siempre regular, con mem-
urana muy manifiesta y con jugo nuclear claro; contiene
bn gran nucléolo centra], y algunos copos o briznas ais-
ladas, de cromatina casi siempre en grupos periféricos. Se
halla generalmente en ranas a ayuno y eliminando una
débil cantidad de agua, en la regién externa de la célula;
esta situacion estd sujeta a variaciones que més adelante
estudiaremos de cerca.

5.2 Inclusiones. — Exceptuando, algunas veces, gra-
nulaciones adiposas muy escasas, no se puede descubrir
en las células de este segmento ninguna inclusién proto-
plasmética.

6.0 Luz. — La luz de este segmento es siempre muy
amplia, nunca es virtual o muy estrecha como en el caso
del segmento I.

7.2 Resistencia de las células. — Las células epiteliales
son mucho mds resistentes en este caso, que en el segmento
L. Los reactivos fijadores, que en otros sitios del tubo renal
(células con bordura estriada, por ejemplo), producen
trastornos morfolégicamente importantes, no causan en
este segmento ninguno aparente para cualquiera observa-
cién minuciosamente practicada.

8.2 Vascularizacion. — La vascularizacion de este seg-
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mento estd asegurada mediante capilares que provienen
del vaso sanguineo glomerular, y que van a desagiiar en la
gran vena renal anterior.

En resumen: debemos retener los siguientes detalles
citologicos:

Espacios intercelulares de mucha superficie;

Bastoncillos protoplasmaticos cuya periferia parece
estar constituida por un lipoide;

Sin granulos ni inclusiones de ningin género; y

Célula desnuda, sin bordura estriada.

VI. EL SEGMENTO EXCRETOR

Sigue directamente al segmento con bastoncillos. La
transiciéon se hace de un modo repentino, no progresiva-
mente: el epitelio disminuye de altura y pierde su carac-
ter esencial, los bastoncitos.

Al principio del segmento, las células se parecen mucho
a las del segmento II (e‘a‘trecho): idénticos limites celulares
claros, la misma ausencia de detalles citolégicos que pu-
dieran inducirnos a sospechar un funcionalismo secretor
importante, etc. Algunas veces se han hallado en estas cé-
lulas algunas raras formaciones mitocondriales excesiva-
mente tenues. Estas observaciones son comparables a las
de Regaud y Dubrewil, sobre el hallazgo de formaciones
filamentosas en los tubos de Bellini del rifion de los Mami-
feros. A :

En toda su extensién intrarrenal el tubo excretor no
presenta otra modificacién, sino un aumento de altura de
sus células, aumento por otra parte, de débil amplitud.

No se puede descubrir a nivel de este segmento, la mas
ligera modificacién citolégica durante la secrecion.
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CAPITULO III

LAS MODIFICACIONES MORFOLOGICAS DURANTE
LAS VARIACIONES FUNCIONALES DEL RINON

Nos hemos propuesto investigar las modificaciones pre-
sentadas por la estructura normal, que ahora acabamos
de describir, cuando se hace variar el régimen de la secre-
cion. '

Siempre nos colocamos en casos muy sencillos, pues la
imposibilidad de obtener datos cuantitativos precisos sobre
la composicién quimica de la orina, nos ha impedido por
completo el poner en relacion ura determinada modifica-
cién citoldgica con el predominio de un cuerpo quimico bien
evidenciado en la orina. Este hubiera sido nuestro deseo;
pero, por desgracia, estd muylejos de ser factible para nos-
otros.

Las condiciones de régimen urinario que hemos estu-
diado son las siguientes: ;

1.2 Secrecién aburdante de los productos de desasi-
milacién, realizada, o por una alimentacién casi exclusi-
vamente albuminoidea, o por una exageracién del papel
emunctorio del rifién.

Comparacién con animales normales (capturados el
mismo dia de ser sacrificados), y animales sometidos a
ayuno absoluto desde bastante tiempo.

23 Secrecion abundante de agua, y comparaciéon con
animales en estado de anuria.

3.2 Accién de ciertas substancias medicamentosas:
floridzina, por una parte, y atropina y pilocarpina, por otra.

Nos hemos esforzado siempre, en el curso de estas in-
vestigaciones, el determinar los estados bien claros, de-
jando aparte los detalles, no, insignificantes, pues nada hay
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insignificante en citologia, sino aquellos cuya presencia no
era constante, y por ende, cuya aparicién pudiera dar
lugar a torcidas interpretaciones; es decir, que hemos des-
echado cualquier detalle por debajo de los limites probables
de error. Preferimos dar hechos concluyentes poco nume-
1T0s08, pero claros.

I. AUMENTO DE LA ACTIVIDAD ELABORATRIZ DEL RINON

El fin que hemos intentado conseguir en esta parte de
nuestras investigaciones, ha sido el aumentar la actividad
elaboradora del rifién, el hacer eliminar a este 6rgano ua
méximum de productos nitrogenados.

Este procedimiento es muy antiguo, y desde que los
bidlogos empreadieron el estudio de estos problemas de
histofisiologfa, ha sido muy a menudo empleado. No deja-
remos de notar, sin embargo, su imperfeccién, sobre todo
a causa de su escasa precision.

El procedimiento que consiste en introducir en el orga-
nismo un cuerpo quimico definido para estudiar después
su eliminacién, quizds sea mejor desde el punto de vista
quimico, pues se pueden investigar y dosificar en la orina
el cuerpo introducido o sus derivados. Pero en cambio,
desde el punto de vista citolégico, esta precision ya no es
mas que aparente, yademds, con este modo de operar po-
driamos muy facilmente introducir un elemento pertur-
bador. Siempre hemos querido experimentar en condicio-
nes 1o més similares a la funcién normal.

Para aumentar el trabajo elaborador del rifion some-
timos a las ranas a regimenes casi exclusivamente com-
puestos por proteicos (carne de buey sin grasa, o mas sen-
cillamente, albimina de huevo). Como términos de compa-
racién tenfamos ranas, unas a dieta absoluta desde un tiem-
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po ya conocido, y otras que acababan de ser capturadas y
sometidas por consiguiente ala alimentacién mixta normal.
Al lado de este medio, en cierta parte normal, para au-
mentar el trabajo fisiologico del rifién, hemos procedido
también de otra manera. Pudimos examirar los rifiones
de numerosas ranas, a quienes ya anteriormente habiamos
extirpado el higado, total o parcialmente. En estas con-
diciones, uno de los emunctorios mas grandes del orga-
nismo (sobre todo por su accién antitoxica), habiendo sido
suprimido, el trabajo que tiene que desempefiar el rifion
estd pues evidentemente aumentado; este érgano esta en
sobrefuncionamiento, pues casi se puede decir que €l sélo
tiene que eliminar todo lo que el higado no puede fijar o
transformar. Se ve claramente después, que.el érgano renal
no puede, €l solo, cumplir esta funcién, y no habiendo tiem-
po suficiente para una adaptacién a la hiperseccién, y a
causa de la toxicidad de los productos catabélicos del me-
tabolismo proteico, y otras transformaciones que obran
muy rapida y mortiferamente sobre el organismo, se pre-
sentan un conjunto de manifestaciones patolégicas que
conducen riapidamente a la muerte al animal sujeto de la
experiencia. Hay crisis tetanicas e incoagulabilidad de la
sangre (hecho ya citado por Doyon y Gauthier en 1910);
en resumen: que el animal muere intoxicado. Cuando una
parte, tan so6lo, del higado ha sido extirpado, el tercio por
ejemplo, el animal sobrevive, y se pueden entonces com-
probar en el rinén interesantes fenémenos que ya estu-
diaremcs mas adelante con todo ¢l detalle necesario.

1.0 RANAS SOMETIDAS A REGIMEN PROTEICO. — Suje-
tamos las ranas a regimenes particularmente abundantes
en proteicos utilizando dos clases de procedimientos: o
bien por irgestién forzada de carne de buey reducida a
pulpa e introducida en poca cantidad en las primeras vias
digestivas, o bien por inyeccién en el estomago, mediante
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una jeringa de Roux y un trozo de fira sonda uretral adap-
tada al calibre del eséfago, de una cantidad conocida de
clara de huevo bien batida a fin de hacerla perfectamente
homogénea.

Las modificaciones reveladas en el rifién en estas
condiciones de régimen, se refieren exclusivamente a los
segmentos 1 y III. Ni el glomérulo, ni el segmento del-
gado, ni el segmento excretor ofrecen ninguna sensible
modificacién en ninguna fase de la experiencia: las forma-
ciones vibréitiles tienen absolutamente el mismo aspecto
en las ranas a“dieta absoluta, que teniamos como anima-
les testigos, que en aquellas que sometimos a un régimen
exclusivo en proteicos. Algunas veces han parecido reve-
larse algunos dispositivos que podrian parecer no normales.
Pero éstos son detalles cuya inconstancia nos prueba que
no estan en relacién con las condiciones experimentales.
Fieles a nuestra creencia de no tener en cuenta mas que los
hechos claros y constantes, dejaremos a un lado, al menos
provisionalmente, estos detalles cuya causa efectiva aun
no hemos podido averiguar. ]

Modificaciones del segmento I. — En este nivel, el hecho
capital es la aparicion de granulos en la mitad interna de
las células. En las ranas que ayunaron no hallamos nunca
granulos supernumerarios. En las ranas capturadas en su
medio de vida natural, con el estomago lleno, y sacrifica-
das inmediatamente, la_presencia de estos granulitos es
posible, aunque generalmente rara. En cambio, en las ranas
nutridas casi exclusivamente con proteicos es un hecho
constante su presencia.

Su disposicién es absolutamente caracteristica: se en-
cuentran siempre situadas entre la extremidad interna del
ntcleo y la zona de pequefias vacuolas subcuticulares
coloreables por el rojo neutro. Son irregularmente esféricas.

Sus reacciones son las de la cromatina nuclear; tifiense
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electivamente por la hematoxilina ferruginosa de Heiden-
hein y los colorantes basicos de anilina; el hemalun los
tifie menos bien que a la cromatina. En resumen: que aun
pareciéndose mucho a la cromatina por ciertas reacciones
histoquimicas, se diferencian sin embargo claramente; el
unico nombre que en justicia les corresponde es el de
granulos cromatoides, designacion que no nos da mas
que un solo cardcter sin prejuzgar nada sobre su funcion
y probable naturaleza, aun insuficientemente determi-
nadas. :

Estos granulitos no se encuentran directamente sub-
mergidos en la masa protoplasmatica, sino contenidos en
una vacuola: son granulaciones invacuoladas. Esta dis-
posicion, muy clara en cortes fijados satisfactoriamente,
ne es la imagen de ninguna medificacién artificial. Se
puede, en efecto, pensar que podria esta vacuola resultar
de una retraccién del granulo sobre si mismo en el mo-
mento de la fijacién: el plasma de quien estaria impreg-
nado saldria como el agua al escurrir una esponja, y for-
marfa una capa circular que tendria la apariencia de una
vacuola. Y esto es un fenémeno tan corriente en histologia
que no hay por menos que examinar aqui detenidamente
este caso especial. Pero en este caso se trata verdadera-
mente de una vacuola preexistente a la fijacién y no en-
gendrada por ésta. Examinando células vivas en una
disociacién cualquiera, se pueden ya ver estas formaciones
vasculares aunque con una cierta dificultad; cuando fija-
mos la atenciéon en una célula que se haya roto en el trans-
curso de la disociacion, se pueden comprobar unas gra-
nulaciones libres que se presentan esparcidas por todas
partes de la preparacion y no adherentes al resto del pro-
toplasma. La vacuola que rodea al grinulo es, pues,
una manifestaciéon perfectamente «vital». Pero esto no
quiere decir, como es natural, que en el acto de la fijacion
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se exageren un poco las proporciones de la vacuola, debido
a la ligera contraccion del granulito central.

El contenido de la vacuola es incoloreable. Su super-
ficie externa esta constituida por el mismo protoplasma,
que no parece haberse diferenciado en este lugar para
constituir una membrana tonoplastica, conforme tendria
que ser, de cumplirse la ley, segin Holmgren universal,
conocida por «teoria del tonoplaston.

En una misma célula los diversos granulos cromatoi-
des estdn muy distantes de poseer el mismo aspecto y
las dimensiones; luego, algunas son mdas facilmente des-
coloreables que otras: retienen meros enérgicamente la
laca fina férrica, por ejemplo, en el caso particularmente
tipico de la coloracién por la hematoxilina férrica. En el
caso de doble coloracién, por ejemplo, la hemateina-
safranina después de un «@nordangage» prolongado en el
bicromato, se pueden comprobar las diferencias de cro-
maticidad entre los diversos granulos: los unos toman la
hemateina y tienen una coloracién violeta-azulado y los
otros la safranina y aparecen de un tono rosiceo. Entre
los dos tipos hay toda una serie completa de intermedia-
rios. No nos ha sido posible discernir el porqué de estas
diferencias de cromaticidad entre los diversos granulos;
pero es muy probable que esto sea debido a una modifi-
cacién en su estructura coloidal. Mas, en verdad, ignora-
mos cudl pueda ser la razén de este fenémeno. En todo
caso la comprobacién de su existencia debe hacemos ad-
mitir la realidad de una «maduracién» de estos granulos
cromatoides, entendiéndose de este modo que experimen-
tan en el transcurso de su evolucién una serie de modifi-
caciones fisico-quimicas que les hacen asimismo variar su
composicion.

Tampoco dejamas de notar que un cierto nimero de
vacuolas estin completamente vacias; no hay en el inte-
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rior el granito que antes habfamos descrito; hay algunas
de ellas muy pequefias; parece entonces que el granulo
no se hubiese formado todavia (véase mas abajo). Otras
son més voluminosas y de tamafio absolutamente idéntico
al de las que contienen granulos en su interior; nosotros
pensamos que en este caso puede que se trate de va-
cuolas cuyo contenido haya sido arrastrado por la navaja
del microtomo; fenémeno por otra parte muy frecuente
y perfectamente conocido en técnica histologica, sobre
todo tratiandose, como en este caso, de cortes muy finos.
Sucederia aqui un fenémeno analogo al que tiene lugar
al cortar a 5 p. bloques de testiculo, que después en las
preparaciones se comprueba una falta casi completa de
las cabezas de los espermatozoides debido al arrastre
mecanico por la navaja del microtomo. No son realmente
mas que vacuolas vaciadas artificialmente.

Hemos intentado seguir la evoluciéon de estos granu-
litos. Nos ha parecido muy claro que su aparicion se
inicia en la formacién de una vacuola, primero muy pe-
quefia, que se agranda progresivamente luego. Esta evo-
lucién es siempre mucho mas clara en las ranas a las que
se extirpa el higado total o parcialmente.

No hemos podido discernir claramente ain el modo
de desaparicién de estos granitos. En el caso de régimen
proteico, podiase comprobar que en muchas células, y de
una manera uniforme en la secciéon de un mismo tubo,
los granulos son muy pequefios dentro de sus correspon-
dientes vacuolas, bastante grandes cada una de ellas:
parece que el granulo central se haya disuelto poco a
poco en el liquido vacuolar. Decimos «parece», pues €s
necesario no deducir demasiado de prisa una conclusion
fisiologica de detalles morfoldgicos claros pero dificiles de
interpretar: en este lugar, mds que.en otro alguno, es
preciso recelar de las explicaciones demasiado simplistas.
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Estas reservas deben de hacerse en todo trabajo en el
que intervengan investigaciones citolégicas.

Debemos plantear una cuestién en cuanto a lo que al
origen de estos granulitos se refiere: es la de sus relaciones
con las formaciones mitocondriales.

Las mitocondrias sufren pocas modificaciones durante
el régimen proteico. Hay, sin embargo, un punto perfec-
tamente claro: y es que son siempre mucho mas faciles
de distinguir individualmente en estas condiciones; estin
mas claramente aisladas las unas de las otras, y parecen
ser al mismo tiempo menos numerosas. La determinacién
de su aumero aproximado es hoy dfa considerada como
practicamente imposible. Pero consideramos proporcionales
su aumento o disminucién en correspondencia a su mas o
menos intensa apariencia en el campo del microscopio.

Pero hecho fundamental desde el punto que nos ocupa
es que no hay el mds leve paralelismo entre la cantidad
de mitocondrias y la presencia mas o menos abundante
de granulos. No hay el menor balance entre estas dos
formaciones: lo cual debe hacernos pensar que no hay
entre ellas ninguna relacién genética constante.

Y es por lo que queremos decir que en el funciona-
miento normal de una célula toda mitocondria no tiene
que dar un grdnulo de un modo constante y en cierta
parte fatal. Lo tinico posible es que en las condiciones de
régimen que hemos empreadido, haya tenido lugar esta
evolucién para un numero limitado de mitocondrias.

Se pueden concebir dos maneras diferentes de rela-
ciones entre condriosomas y granulitcs cromatoides.

Puede haber transformacién directa de los condrioso-
mas en granulillos; es éste un mecanismo ya descrito muy
a menudo en ciertas glandulas. Pero no podemos en este
caso afirmar la existencia de un tal procedimiento para la
génesis de los granulos objeto de nuestro estudio.

12
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Habiamos admitido en un principio la posibilidad de
este mecanismo: pensibamos que en el rifién todo debia
ocurrir como en las demas glandulas ya conocidas. Pero
buscando la exacta filiacion de cada uno de los estadios,
nos dimos cuenta de que nunca podiamos sorprender el
transito exacto entre mitocondria y grinulo de secrecion.
Hicimos varias investigaciones encaminadas a este fin, y
nunca pudimos hallar esta fase.

Es absolutamente exacto que el condriosoma pueda
fragmentarse en granitos; esto no es dudoso. Pero este
granulo no es un grano de secrecién tal como nosotros
lo consideramos. Cuando el condriosoma se transforma en
granulos, ¢stos son: o bien mitocondrias propiamente di-
chas, o bien granulos de autolisis (granitos resultantes de
la transformacién autolitica, a menude muy precoz, de
los condriocontes). Particularmente hay entre el granu-
lito cromatoide y el grano de autolisis diferencias funda-
mentales: el grianulo cromatoide estd siempre contenido
en una vacuola, al pasc que el de autolisis estd alcjado
directamente en el protoplasma sin mediacién alguna de
vacuola.

Otro punto de vista debemos sefialar, y es que en el
rifion mismo, si se admite que los granulos cromatoides
provienen de las mitocondrias, se debe considerar que
esto no es mas que una rara modificacion de estas for-
maciones: no serfa mas que una evolucion de un escasi-
simo ntmero de ellas, pues comparado con el numero de
granulos de secrecion, el numero de mitocondrias es in-
menso. Ademas, ya hemos visto que los granitos cromatoi-
des no existen méds que en ciertos momentos funcionales.

La constante existencia de condriosomas y la pre-
sencia no constante de granulos, nos demuestran que la
evolucién de los segundos es por completo independiente
de la de los primeros.
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Por otra parte, en los estadios en que hay existencia
de granulos y condriosomas, no hemos podido hallar nunca
un balance entre estos dos tipos de formaciones. Si real-
mente tienen entre si alguna relacién, ésta no se nos ha
traducido nunca por hechos precisos e indiscutibles.

En resumen: que no habiendo podido hallar filiacién
directa entre un condriosoma y un granulo de secrecion,
pensamos que esta filiacion no existe. Por otra parte, no
existiendo correlacién ninguna entre el ntimero, el volu-
men y el aspecto de los granulos y de los condriosomas,
creemos que si existen relaciones indirectas entre estas
formaciones, quedan en absoluto por determinar y de-
mostrar. :

Parece, pues, que desde este punto de vista el rifion
de los Batracios funciona de un modo diferente al de las
demas glandulas.

¢Provienen estos granitos del niicleo? — Estudiando la
cronologfa de su aparicién, se les ve aparecer de una
manera un poco brusca por debajo del ntucleo, a una
clerta distancia de la membrana nuclear. Ya esta dispo-
sicién debe hacernos pensar en que su origen no es intra-
nuclear: si cada granulo proviniese de un nucléolo o de
un granulo intranuclear que hubiese salido del nicleo,
observariamos una disposicién totalmente diferente: los
granulos no harfan su aparicién tan repentinamente y
ligeramente apartados del nicleo: y no tan sélo verfamos
figuras de corpisculos intranucleares en ¢l momento de
desprenderse del ntcleo, sino que ademas también halla-
riamos estos corpusculos en las inmediaciones de la mem-
brana de cubierta. Y ahora, conforme ya se ha visto, la
aparicién de los granulos se hace de una manera que pu-
diéramos muy bien Ilamar «explosivar. No admitiremos,
pues, que los granitos provengan directamente del niucleo,
segun el mecanismo descrito ya por muchos autores.
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Perc Ja aparicién de estos granulos en sus proximidades
nos hace suponer que nacen del protoplasma bajo la
direccion e influencia particulares del nucleo.

La irregularidad en las formas nucleares puede estar
en relacion con los fenémenos secretorios intensos de las
células; pero no parece estar ligada al proceso de forma-
cion de los granulos. En efecto: en una rana alimentada
exclusivamente con carne desde mas de diez dias, y con
granulos muy caracteristicos y extremadamente abun-
dantes, el nucleo era regularmente esférico.

La cuestion del origen nuclear de ciertos granulos
citoplasmicos es una de las mas discutidas en citologia.
Podremos preguntarmnos si son emisiones nucleares directas;
pero como no es éste el lugar mas oportuno para la solu-
cion de este problema, remitimos al lector que quiera co-
nocer mas detalles al trabajo de Launoy (1909).

Seglin nuestros conceptos, la salida de corpusculos
fuera del nucleo nos ha parecido siempre un fenémeno
extremadamente raro. Es tan facil el comprobar el arran-
camiento de particulas celulares durante los cortes, aun-
que se verifiquen con el microtomo mas fino y la navaja
mejor afilada, que debemos siempre considerar con escep-
ticismo todos los hechos de salida por efraccién de corpus-
culos fuera del nticleo. No negamos la posibilidad del
hecho, pero lo conceptuamos como extremadamente raro.

¢Hay alguna relacion entre los gramitos que ahora estu-
diamos y las vacuolas situadas por debajo de la bordurd
estriada? (vacuolas que s tifien por el rojo neutro). — No
hay ninguna evidente: primeramente la existencia de
vacuolas no esta ligada a la presencia de grdnulos, puesto
que los granulos ya sabemos que son formaciones incons-
tantes que no aparecen més que en ciertas condiciones
bien determinadas de nutricién. Por el contrario, las va-
cuolas son constantes en todos sentidos. La aparicion
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de aquéllos es, pues, independiente de la existencia de
éstas.

Las demas modificaciones observables en las células
son menos aparentes ya a primera vista. El protoplasma
propiamente dicho, exceptuando las mitocondrias, no esta
modificado. El ntcleo esta profundamente recortado y es
muy irregular: estd hendido muy frecuentemente y pre-
senta 16bulos y surcos bastante profundos en su membrana
de cubierta. La bordura estriada es poco estriada y las
vacuolas subcuticulares no parecen modificarse en lo mas
minimo en ninglin periodo secretorio.

En resumen: la principal transformaciéon que sufren
las células del segmento I durante el curso de ia elimina-
cion de los productos de desintegraciéon catabdlica de los
proteicos consiste en la aparicion de granitos cromatoides:
éstos parecen formarse directamente en el espesor del
protoplasma y no proceden directamente del nucleo o de
los condriosomas (I).

Modificaciones del segmento III.— Los rifiones que
poseen muchas granulaciones en el segmentc I presentan
en los segmentos I1I todos los signos de una intensa acti-
vidad secretoria. La disposicién de los bastoncillos en series
paralelas es absolutamente clara y tipica; éstos ofrecen

(1) Se ha sefizl:do desde hace mucho tiempo la existencia de vo-
luminosos granulos supra-nucleares en ¢l rifién de los Batracios Solger
(1885) notd su coloraciéon mas o menos amarillenta en la rana. Cham-
Py (1908), en el Bombinator igneus, encontré gruesas granulaciones si-
tuadas por encima del nicleo y coloreables por el método de Benda, la
hematoXilina, férrica y el método de Altmann, Weigert y Eckberg (1903),
hablan de granulaciones tingibles, en la Rana esculenta, por el azul de
toluidina. Courmont y André (1905), pudieron teflir por un procedimiento
inédito muy ingenioso, unos granulos que ellos consideraban como de
naturaleza purica o pirimidica.

Por el contrario, Mercier (1904), describe una serie de formaciones
segregadas o figuradas, en la célula renal de la rana, pero nada que se
pareciese a los granulcs cromatoides.

Nuestras experimentaciones nos han demostrado las razones d= di-
vergencia en los resultados de los autores.
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una disposicién periférica en cada célula; el nicleo esta
situado en un hialoplasma desprovisto en absoluto de for-
maciones de este género.

2.0 EFECTOS QUE CAUSA EN EL RINON LA ABLACION
TOTAL O PARCIAL DEL HfGADO. — Con la colaboracién de
nuestro amigo José M.2 Piera, pudimos examinar numero-
sos rifiones de ranas a las que previamente ya habiamos
extirpado el higado, en su totalidad o parcialmente. Con-
forme ya han explicado Moleschott (1852) y Roger (1892),
el que sobrevivan los animales se explica por la presencia
de un sistema anastomoético que une la vena porta a la
vena cava, a través del rifion. La ablacion del higado
lleva consigo como inmediata consecuencia, en la rana,
la incoagulabilidad de la sangre (Doyon, Morel y Gauthier
1906) y crisis tetanicas (Doyon, Gauthier).

Las transformaciones del tubo urinario son muy pro-
fundas y tanto més intensas cuanto mas haya sobrevivido
el animal; inmediatamente después de la ablacion y en
las primeras horas que siguen, las modificaciones visibles
son minimas; 24 horas més tarde, aun son poco considera-
bles; pero a partir de este instante aumentan mas y mas
para alcanzar una méxima intensidad en el momento de
aparecer las crisis tetdnicas, es decir, alos 3 6 4 dias de la
operacion.

Cuando la ablacién no ha sido mas que parcial (por
ejemplo, ablacion de un tercio de higado solamente), las
modificaciones aparecen mas lentamente y no sobrepasan
de un cierto limite.

Nuestra opinién es que las unicas lesiones verdadera-
mente interesantes son las del principio, las mas aproxima-
das al estado fisiologico.

Para dar mayor claridad a la descripcion, expondremos
de un modo en cierta parte sintético la marcha de los fe-
némenos.
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Aparecen primeramente todos los signos de una in-
tensa actividad celular. Los ntcleos son extremadamente
irregulares. Los condriosomas pierden la disposicion en
condriocontes: se hacen finamente granulosos, aun conser-
vando sus caracteristicas reacciones histoquimicas. Casi
al mismo tiempo aparecen en la zona supranuclear, va-
cuolas primeramente muy pequefias y vacias. Aumentan
luego poco a poco, y en medio de cada una de ellas aparece
un granito de una substancia de refringencia particular,
que puede tener en ciertos casos una coloracion ligeramente
amarillenta; esta substancia tiene aproximadamente la
misma colorabilidad que la cromatina. Vacuola y granulo
tienen entonces la misma disposicion que los que hemos
ya descrito en el caso de régimen proteico.

Fig. 4. — Esquema demostrando las tases sucesivas de acumula-

cion y de estado granular patoldgico en el caso de la extirpacion
d=1 higado.

Pero en este caso de ablacién del higado la evolucion
de estos granulos es completamente diferente. Mientras
que en el caso de que ya nos hemos ocupado, estos gra-
nulos no traspasan un cierto limite y en un momento
determinado, cuando cesan las condiciones que habian
motivado su aparicién, van poco a poco desapareciendo,
y en este caso los granulos no desaparecen en nin-
gun momento, se hipertrofian todos de un modo per-
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fectamente regular, disminuyendo de ndimero por fusio-
namientos entre ellos mismos, pero aumentando claro
estd, su volumen; de modo que en un momento determi-
nado la célula se encuentra llena de grdanulos voluminosos
que pueden muchas veces ser de un tamafio mayor que
el niclec. Esta hipertrofia de los granulos normales se
hace de una manera extremadamente regular en todas las
células de un mismo tubo.

La aparicion de estos granulos invacuolados es seguida
por modificaciones protoplasmicas poco aparentes morfo-
logicamente, Jo que sin embargo no quiere decir no sean
muy importantes fisiolégicamente. Las formaciones mito-
condriales conservan durante un cierto tiempo su dispo-
sicién normal en condriocontes; pero més tarde, por un
proceso especial que pudiéramos llamar de desgranamiento,
pues realmente se van como difundiendo en unos finisimos
granulillos que se pueden hallar entre los gruesos granos
cromatoides. Este desgranamiento especial de los condrio-
somas tiene lugar, generalmente, en el momento en que
estos granulos son mas volumincsos. Pero no hay la menor
relacion entre este desgranamiento de las mitocondrias y
la génesis de los granulos, puesto que son fenémenos
cronologicamente diferentes.

La transformacion granulosa de los condriosomas es
un fenémeno tardio que coincide generalmente con una
transformacion de la cromaticidad de los granulos. Estos,
al principio, presentan todas las reacciones de la cromatina;
pero muy pronto se hacen coloreables por los colorantes
plasmadticos, como la eosina.

La bordura estriada nos ha parecido siempre como
perfectamente homogénea.

La luz canalicular era siempre muy estrecha. Los nu-
cleos muy irregulares y sin diferenciaciones apreciables con
los de las células normales.
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3.9 CONSIDERACIONES GENERALES. — Los datos que
acabamos de adquirir nos sugieren un cierto nimero de
deducciones en lo que concierne a la naturaleza, origen y
papel de estos granos cromatoides, que aparecen en tan
intima relacién con determinadas condiciones fisiolégicas.

No creemos en modo alguno que estos granulos sean
edificaciones celulares motivadas por la excrecién de agua,
puesto que en ranas con una activa poliuria no pudimos
iunca observarlas. Estdn en manifiesta relaciéa con la eli-
minacion de los residuos de la asimilaciéon de los proteicos.

Estas granulaciones hemos visto que asimismo apa-
recen cuando el rifién estd en sobrefuncion, esto es, cuando
también elimina productos que normalmente son fijados
o transformados por el higadc. Y puesto que en este
ultimo caso se puede comprobar que el volumen de los
granulos aumenta proporcionalmente al déficit funcional
del organo, agotado ya por este exceso de trabajo, coa
razén podremcs pensar que estos granulos son un modo de
funcionar del rifién; que aun funcionando como rifién de
eliminacion, admitiria también el cargo de rifion de
acumulacion, absolutamente igual que el de un laverte-
brado, un Molusco, por ejemplo. Lo que el 6rgano no.
puede eliminar porel procedimiento ordinario,lo acumula,
y a este proceso de acumulaciéon corresponden justamente
estas granulaciones. Si no hubiésemos observado este fe-
némeno mas que en el caso de extirpacion del higado,
podriamos creer que este proceso de formacién de granulos
no era sino un hecho patolégico, una lesion de las células;
y no es asi, puesto que el estudio del rifén después de
ablaciéon parcial del higado, o después de dietas abundan-
tes, o casi exclusivamente compuestas por proteicos, nos
demuestran que no es méas que la exageraciéon de un
fenémeno normal. Los grinulos cromatoides aparecen
siempre que el rifidon tiene una gran cantidad de substan-



186 Publicacions de I Institut de Citncies

cias a eliminar. Nc parece sino que ¢l rifién no pueda
funcionar sino muy lentamente, para eliminar los pro-
ductos catabdlicos, quimicamente complejos, del meta-
bolismo proteico; estos productos serfan acumulados en
estas granulaciones.

Estos hechos son parecidos a los que ocurren en los
Mamiferos hibernantes. En estos animales, durante el
suefio hibernal, el rifion contiene abundantes granulacio-
nes que desaparecen al despertar cuando la micciéon vuelve
a restablecerse normalmente. Nosotros creemos que estos
granos representan una forma de eliminaciéon por acumu-
lacidéa. Durante el suefio hibernal los productos de des-
integracion se acumulan bajo el aspecto de granulaciones,
verdaderos condensadores. Al despertar, estos materiales
son definitivamente eliminados y los granulos desaparecen.

Ya hemos visto que en la rana estos fenémenos eran
idénticos; pero sin estar habitualmente localizadcs en la
hibernacién, puesto que siempre podemos provocar su
aparicién, exagerando la eliminacion de productos de des-
asimilaciéon de los proteicos. En el caso de ablacion del
higado los fenémenos aun son més claros: el rifion fun-
ciona como 6rgano de acumulacion, y en estas condiciones
los granulos toman un incremento y proporciones enormes,
sin aparicion de lesiones celulares propiamente dichas.

Esto debe hacernos admitir igualmente el no-parale-
lismo entre la excrecién del agua y la eliminacion de las
materias elaboradas. Mientras que la primera se hace
rapidamente, la segunda es una operaciéon que parece ser
mucho mas lenta.

La eliminacién del agua parece ser independiente: ea
las ranas sometidas a ayuno esta eliminacion se hace muy
de prisa. Pero la eliminacién de las substancias elaberadas
depende ciertamente de la excrecion de agua: cuando
ésta falta no hay excrecion, sino tan sélo acumulacion.
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Los materiales acumulados bajo el aspecto de granula-
ciones seran definitivamente eliminados cuando se reanude
la excrecién de agua. El conjunto de la funcién urinaria
comprende, pues, dos clases de fenémenos: la excrecion
propiamente dicha y la acumulacién. Sucede en este caso
un fenémeno muy similar, hechas todas las reservas conve-
nientes, con la glucogenia hepética. En este caso tenemos
una funciéa en un todo constante; la glucogenia, formacién
continua que transforma y fija la glucosa de la sangre en
glicégeno, asimilable a la formacién igualmente continua
de orina; y una funcién que no toma lugar mas que secun-
dariamente como regulador de la primera, verdadera fun-
ci6n de acumulacién de un producto que llega al 6rgano de
un modo irregular, discontinuo, y que debe de ser liberado
de una manera regular y continua: para el higado seria la
formacion del glicégeno, y para el rifion la formacién de
estos granulos cromatoides. Si bien los productos formados
son muy diferentes por su naturaleza quimica, su apa-
ricién revela dos procesos formativos muy semejantes en
sus rasgos generales.

Seria necesario, para redondear (] problema que tra-
tamos aqui, un conjunto numeroso de trabajos que acla-
rasen ciertos puntos fundamentales. Entre ellos, en primer
lugar, la determinaciéon de la naturaleza quimica exacta
de estos granulos cromatoides. El problema es dificil de
resolver, pues exige extensos conocimientos de quimica.
Hemos intentado para ello diversas reaccicenes histoquimi-
cas sin resultado ninguno. Tenemos poca confianza en el
valor de las reacciones histoquimicas hasta aqui propuestas.
En todo caso,los granos cromatoides no son grasa propia-
mente dicha (grasa neutra): la reaccion de Saint Hilaire (1)

(1) Saint Hilaive ha propuesto dos reacciones/para caracterizar el
acido trico. Hemos utilizado la primera indicada en su memoria. Com-
prende esencialmente las operaciones siguientes : tratamiento del corte
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no nos ha dado ningtn dato preciso que pueda hacernos
admitir o rechazar la naturaleza urica de estas forma-
ciones. Un andlisis quimico sélo podria darnos datos
exactos: pero para ello se necesita una cantidad dema-iado
considerable de un material que nos seria dificilisimo pro-
curarnos. Los caracteres generales de coloraciéon deben
hacerno= pensar que se trata aqui de una substancia qui-
micamente muy compleja: muy probablemente nicleo-
proteinas (analogia de¢ caracteres histoquimicos con la
cromatina). Pero éstas son razones que pueden en rigor
satisfacer a un histélogo, no a un quimico; mas, a falta de
otras, nos debemos contentar con ellas, al menos provi-
sionalmente.

II. AUMENTO O DISMINUCION DE LA SECRECION DE AGUA

1.0 Consideraciones generales. — Nos hemos propuesto
investigar:

1) el lugar;

2) el mecanismo citologico de la eliminacion de la
parte liquida, «l agua» de la orina.

Asimismo es necesario conocer el lugar exacto en el que
la eliminacién de agua se verifica, o al menos el segmento,
o segmentos que presiden especialmente esta funcién. Es
16gico admitir que el aguano pasa unicamente por un punto
bien determinado, del rifién, puesto que la eliminacién de
sales y de productos elaborados necesita también del paso
de una cierta cantidad de agua. Pero, puesta ya esta can-
tidad aparte, ;cudl es el segmento por el que se elimina la
mayor parte del agua de la orina?

por el sulfato de cobre al 10 por 100; reduccién en una solucién de bi-
sulfato sddico, lavado en agua destilada; tratamiento por el ferrocianuro
potasico (Zeitsch. f. physiol. Chemie, XXVI, 102-109).
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Investigaremos igualmente si el paso del agua provoca
a nivel de las células glandulares la aparicién de actitudes
protoplasmicas suficientemente constantes para que se las
pueda, l6gicamente y con razon, atribuir a este paso. Por
otra parte, ya sabemos que estas actitudes protoplasméti-
cas no seran mas que la resultante, visible, de acciones mo-
leculares complejisimas.

Creemos 1til, para el desarrollo de este capitulo, recor-
dar aqui de un modo sumario las experiencias clasicas de
Nussbaum, y al propio tiempo discutirlas en ciertos puntos.

Ya conocemos (cap. I) la doble vascularizacion del rifién
de la rana. Ligando la arteria renal, se suprimirfa la irriga-
cién, el funcionamiento de los glomérulos. La experiencia
ha demostrado que, efectivamente, esta ligadura ocasio-
naba el cese de la secrecion de orina; de lo que se ha dedu-
cido siempre que el glomérule es quien segrega el agua de
la orina.

Se hizo a esta experiencia ya famosa una objecion ana-
témica (Adami 1887). Una parte tan sélo del rifién estaria
irrigada conforme al esquema de Nussbaum. En particular,
en los extremos del rifién, la rigurosa distincién entre los
dos territorios no existiria. Pero nosotros creemos que la
experiencia de Nussbaum, sin tener quizas todo el rigor que
su autor ha querido darle, es sin embargo fundamental.
Que haya algunos glomérulos que funcionen todavia, poco
importa. El punto esencial de la experiencia es el siguiente:
la ligadura de la arteria renal produce la supresion funcio-
nal de un gran nimero de glomérulos y una disminucion
considerable, si no total, de la secrecién de la orina. (La
inyeccién de un diurético hace aparecer un poco de orina,
procediendo probablemente de la secrecion delos «tubuli».)
Halsey (1go1) ha repetido un sinntimero de veces las expe-
riencias de Nussbaum y las ha comprobado siempre.

Gurwitsch (19o4) ha realizado la contra-prueba de la
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experiencia de Nussbaum. Ligé la vena porta renal y ob-
servo, no una supresion, sino una disminucién de la secre-
cién de la orina: de donde dedujo que los «tubuli» segre-
gaban una parte del agua: no segregarfan toda el agua de
la orina; los glomérulos se encargarfan de verificar el resto
de la funcién.

Estos son los hechos.

Si su realidad estd en absoluto fuera de duda, en cam-
bio su interpretacion, segin nuestro criterio, no es exacta.

La arteria renal irriga ademds de los glomérulos los
segmentos 111 con bastoncillos. Los autores han olvidado
siempre este punto. Cuando se liga la arteria renal se su-
prime pues el funcionamiento de los glomérulos y de los
segmentos I1I. Las experiencias de Nussbaum nos prueban
pues una cosa: que el agua dela orina esta segregada a nivel
del glomérulo o del segmento 111 con bastoncillos, o a nivel
delos dos ala vez. Nada nos pueden probar mis que esto,
asi como tampoco nos permiten discernir el papel del glo-
mérulo del que desempefia el segmento III con baston-
cillos.

2.0 Técnica experimental. — Hemos puesto ranas nor-
males, sometidas a ayuno desde unos ocho dfas aproxima-
damente, unas en estado de anuria por desecacion rela-
tiva, otras en estado de poliuria por inyeccién de agua en
los sacos linfaticos o en las venas, o bien por inyeccion, asi-
mismo, de soluciones fuertemente azucaradas.

A)  Ranas con anuria. — Las ranas, bien secadas con
un parfio, envueltas en papel secante y después de un son-
daje para que la vejiga quedase completamente vacia, se
colocaron debajo de una campana de vidrio con un poco
de cal en una capsula para asegurar la desecacién del aire.

Los animales experimentaron una desecacién media
de 24 horas. Cuando estas desecaciones eran prolongadas
las ranas sometidas a la experiencia no tardaban mucho
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en morir en tiempos muy variables segin los animales (30
a 40 horas en las condiciones de nuestras experiencias).

Al cabo de 24 horas, el aspecto de las ranas es bien ca-
racteristico: la piel estd plegada, arrugada, adherente a los
musculos, cuyos contornos resaltan. No hay una gota de
orina en la vejiga.

B) Ranas con poliuria. — Inyecciéon de suero fisiol6-
gico (2 cm.?) en los sacos linfaticos dorsales.

Inyeccion de suero fisiolégico (hasta T cm.3) en la vena
abdominal anterior.

Inyeccion de solucion al 8 por 100 de sacarosa en los
sacos linfaticos (2 cm.3)

Inyeccién en la gran vena abdominal anterior de 1 cm.:?
de la misma solucion.

Al cabo de un cuarto de hera hallamos, por sondaje, que
la orina ha sido abundantemente segregada. No hay glu-
cosa en la orina.

3.2 Ranas con anuria. — El estudio detenido de los
rifiones de ranas sacrificadas a las 24 horas nos ha dado los
resultados siguientes:

Glomérulo. — Ninguna modificacién aparente en la
constitucion del glomérulo propiamente dicho. Los movi-
mientos ciliares de los cilios vibratiles en la capsula de
Bowmann son, si se quiere, menos activos, pero esta dismi-
nucién de movilidad es tan poco aparente que no hay razén
alguna para instituirla en modificacion.

Segmento I de bordura estriada. — Se observan a' su
nivel modificaciones importantes. En las preparaciones
hechas con los vapores 6smicos, se puede ver que la luz
canalicular es muy estrecha, casi virtual, de forma lineal
o estelar. En las células, la zona estriada nos ha parecido
como homogénea: la zona subcuticular contenia vacuolas
muy pequefias y con contenido no coloreable; sin granu-
laciones; condriosomas no visibles; ntcleos homogéneos:



192 Publicacions de I'Institut de Ciéncies

Empleando los demds métodos, se puede ver que las
condriosomas, se hallan bajo el aspecto de condriocontes
baciliformes, muy claros, bastante agrupados y muy colo-
reables, pero no presentando modificaciéon particular al-
guna. Los nucleos tienen una cromatina poco abundante:
dos nucléolos, por lo general de forma extremadamente
irregular. Al igual que en las preparacicnes hechas por los
vapores Osmicos, la luz canalicular es muy estrecha, pero
nunca, como en el caso anterior, es realmente virtual, pues
la fijacidn provoca, por un mecanismo que ya hemos indi-
cado, el paso a la luz, de una pequeia cantidad de coloides
celulares; de este fonémeno depende asimismo el aspecto
ligeramente estriado de la bordura.

Segmento II delgado. — Sin modificaciones aparentes.

Segmento III con bastoncillos. — En las preparaciones
hechas con los vapores 6smicos, los bastoncillos mitocon-
driales son claramente visibles. En estas preparaciones se
puede ver muy bien la reparticion de estas formaciones en
la célula: estan alojados en las capas periféricas del proto-
plasma; en el centro el nicleo estd rodeado por un poco de
protoplasma claro y libre de condriosomas. La luz cana-
licular es siempre amplia, libre de ningun residuo: su dia-
metro es menor que en una rana en funcionamiento normal;
los nicleos son bastante irregulares y muy frecuentemente
situados en la parte media de la célula. Cuando se colorean
los condriosomas, por el método de Regaud, por ejemplo,
se comprueba de un modo indudable una variacién en la
reparticion de los condriosomas; parecen estar mas indi-
vidualizados en unas células que en otras.

Segmento IV excretor. — Sin modificaciones aparentes.

En resumen: que la anuria no parece provocar modi-
ficaciones notables en la morfologia celular.

El tnico punto que hay que observar es la ausencia de
espacios intertubulares. Los tubos urinarios estin estre-
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chamente apretados unos contra otros. No existen entre
ellos los amplios espacios conjuntivos que ya hallaremos
mas adelante al hablar de la poliuria.

4.2 Diuresis por inyeccion de agua (poliuria). — Ni el
glomérulo, ni los segmentos delgado y excretor presen-
tan modificaciones apre-
ciables. Tan solo los seg-
mentos I y III ofrecen
variaciones notables.

Segmento I.— Los di-
ferentes tubos presentan
variaciones secretorias
muy acentuadas. Vemos
pues con esto una prue-
ba de su gran actividad
funcional.

Los condriosomas son Fig. 5.2— Rinén en estado de anuria
muy aparentes, en forma  (Esquematica).
de condriocontes. Su No hay espaciamiento de los tubos.
abundancia es variable;
cuando son numerosos, tienen generalmente el aspecto de
condriocontes muy aparentes; cuando hay pocos, tienden
a formas granulosas.

Ninguna inclusion se presenta en el protoplasma.

En la zona subcuticular hay menos vacuolas que en los
animales testigos y asimismo de contornos no tan biea
limitados. La zona subcuticular es, en general, de menos
espesor que en las preparaciones de rifiién normal.

Los nucleos son muy irregulares. El jugo nuclear pre-
senta variaciones de cromaticidad notables (con la hema-
teina-safranina, particularmente). Uno o dos nucléolos
centrales; costras de cromatina periféricas; la membrana
nuclear aparece muy a menudo con nddulos y espesa-
mientos especiales.

13
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Las células son bajas, con bordura estriada intacta, pero
no més estriada que en las ranas testigos.

Segmento 111. — Los bastoncillos mitocondriales estan
reunidos, mejor dicho, apelotonados en las regiones perifé-
ricas de la célula. En el centro hay un espacio claro, de
protoplasma homogéneo, sin condriosomas, dispositivo que
recuerda un poco el que Mayer y Rathery han consignado
en el rifién de los Mamiferos.

Los nicleos no son jamds irregulares; al contrario: siem-
pre regularmente esféricos, con un jugo nuclear claro y con

. cortecitas de cromatina periféricas; no hay nucléolo cen-
tral. El nticleo estd siempre colocado en la zona interna de
la célula, casi junto a la membrana apical. Este desplaza-
miento del nticleo nos ha parecido constante. Hay pues, en
este caso, un fenémeno de anteropulsion nuclear, relacio-
nable con los que Launoy (1903) sefialé en las glandulas

venenosas. Es posible
que esto sea, confor-
me su autor opina, un
fenémeno puramente
pasivo.

En un corte de ri-
fién, a poco aumento,
se ve que los tubos
estin muy apartados

\O unos de otros. Este fe-
némeno es aqui par-

: s I ticularmente claro.

FI%ES(;J;I::::.?J.I; con activa diuresis En resumen, duran-
Espaciamiento Ce los tubos. te la poliuria provoca-
da por el agua,las mo-

dificaciones fundamentales son:

1.2 Un espaciamiento de los tubos;

2.2 Fendémenos secretores particulares a nivel del seg-
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mento III; aumento de tamaifio (altura) de la célula; apa-
ricion de una vacuola perinuclear; anteropulsion del niicleo;

5.° POLIURIA POR INYECCION DE SACAROSA. — Al
igual que en el caso anterior no hay modificacién alguna
en los glomérulos ni en los segmentos delgado y excretor.

A nivel del segmento I, se pueden observar hechos ana-
logos a los ya observados en la diuresis puramente acuosa,
pero con algunas ligeras diferencias que ya indicaremos.

No hay modificaciones en el protoplasma propiamente
dicho; tampoco hay granulaciones de ninguna clase. Los
condriosomas aparecen muy abundantes, elevandose muy
por encima del niicleo; son granulosos, no aparecen jamas
en forma de condriocontes y son siempre extremadamente
pequenios y finos.

Vacuolas subcuticulares muy reducidas.

Nicleos menos irregulares que en el caso de diuresis
acuosa pura; sin embargo, estin hendidos y lobulados.
Tienen un gran nucléolo central.

Bordura estriada bastante elevada y poco estriada rela-
tivamente. Células bajas, por lo general.

A nivel del segmento I11, 1as modificaciones son mas pro-
fundas. :

Los condriosomas son poco abundantes: siempre un
poco granulosos y poco coloreables. Aparecen esparcidos
en la célula, limitando entre sf vacuolas analogas a las que
Mayer y Rathery han descrito en las diuresis salinas.

Hay variaciones funcionales muy claras entre los dife-
rentes tubos, en lo que concierne a su riqueza en condrio-
somas.

Los niicleos son regulares, con poca cromatina; hay uno
0 dos nucléolos. El niicleo estd siempre situado en la mitad
interna de las células. Hay pues la misma disposicién que
en el caso de diuresis acuosa.
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Los tubos estin muy fuertemente apartados unos de

otros.

En sus caracteres generales, 1os fenémenos morfol 6gicos
observados son los
mismos que en el caso
de diuresis por inyec-
cion de agua. Hay
quizas algunas peque-

B flas diferencias en lo

3 concerniente al aspec-
to de los condriosomas
del segmento I, pero
estas variaciones son
muy ligeras. A nivel
del segmento I1I, exis-
ten vacuolas entre los
condriocontes.

Fig. 7.* — Rifién con activa diuresis ‘por 6.9 CONCLUSIONES.
una inyeccion de una solucién de sacarosa. : o
Espaciamiento de los iubos. N De estas investiga
(Esquematica). ciones que hemos ex-

puesto aqui, creemos

poder enunciar un cierto nimero de hechos precisos y
constantes:

1) Durante la excrecién de agua, el glomérulo no ex-
perimenta ninguna modificacién aparente.

Confirmanse pues en los Batracios los resultados que
Lamy, Mayer y Rathery han observado en los Mamiferos.

2) La secrecién abundante de agua se traduce por un
notable espaciamiento de los tubos. Parece que este fené-
meno esté ligado al almacenamiento de agua en los espacios
intertubulares.

3) Sélo el segmento III ofrece modificaciones aprecia-
bles en su morfologia durante la secreciéon abundante de
agua.
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No es pues aventurado el afirmar, que el funcionamiento
de este segmento con bastoncillos esta ligado a la secrecion
de la mayor parte del agua de la orina. Las experiencias
de Nussbaum pueden explicarnos por este hecho, el que la
ligadwa de la arteria renal suprima la irrigacién, y por
tanto suspenda el funcionamiento de este segmento con
bastoncillos.

IIT. AccCION DE CIERTOS CUERPOS QUIMICOS SOBRE

.

EL RINON

A manera de ensayo y sin siquiera intentar hacer un
estudio un poco completo de la accién fisiolégica de estos
cuerpos, hemos ensayadeo la acciéon que ejercian en el rifién,
dos diuréticos, la floridzina y a pilocarpina, y la substancia
antagonista de esta ultima, la atropina.

La caracterizacion general de estos cuerpos, es su enor-
me toxicidad celular. Aup a dosis muy débiles, estas subs-
tancias provocan ya en los tubos renales la aparicién de
fenémenos patoldgicos. Es pues un error utilizarlos, sobre
todo la pilocarpina, como «excitantes de la secrecién» para
mejor poner en evidencia ciertos detalles morfolégicos.
Es por esto que Bouillot (1886), por haber obrado asi, des-
cribi6 minuciosa y concienzudamente como normales fené-
menos estricta y manifiestamente patolégicos.

Pero es interesante, desde el punto de vista de la fisio-
logia celular, el estudiar el modo de alteracion patolégica
de la célula renal por estos cuerpos. Y es con esta intencién
que los hemos utilizado.

De un modo general y salvo en lo que concierne a la
floridzina, hemos inyectado estos cuerpos a dosis muy ele-
vadas en los saces linfaticos dorsales. Los animales eran
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sacrificados, poco tiempo después de la inyeccion, de diez
minutos a cuatro o cinco horas.

1. FroripziNA. — Hemos utilizado la solucién habi-
tualmente empleada en clinica, al 1 por 200 de agua. Las
ranas recibian 1 cm3 de esta solucion en los sacos linfa-
ticos dorsales. Eran sacrificadas al cabo de 1, 2, 3, 4 ¥
6 dias.

Investigabamos la glucosa existente en la orina expul-
sada al extericr, mediante el licor de Fehling. La glucosu-
ria no se presentaba hasta las 24 6 30 primeras horas,

El hecho esencial en la accién de la floridzina, es que
no causa alteraciones mas que en el segmento I con bor-
dura estriada. El glomérulo y los segmentes, delgado, con
bastoncillos y excretor no estdn modificados. Pero hay que
hacer notar que si la floridzina ha obrado durante mas
tiempo, se pueden ya entonces comprobar alteraciones
patoldgicas en las c¢élulas de todos los segmentos.

Estudiaremos sucesivamente las modificaciones del
segmento 1 al principio, y después de un cierto tiempo de
accion de la floridzina.

A) Al principio, las células secretoras presentan todos
los signos de una gran actividad, pero sin trastornos pato-
l16gicos.

Las mitocondrias son abundantes y muy estrechamente
reunidas; los niclecs son muy irregulares, incindidos, lobu-
lados, con uno o dos nucleolos sideréfilos voluminosos, y
con membrana particularmente espesa, sobre todo en cier-
tos puntos. Es éste un cardcter bastante tipico en el rifion
después de la inyeccion de floridzina. La bordura es débil-
mente estriada.

Hay un punto a observar: los reactivos mediocres, que
estropean considerablemente las células de un rifion nor-
mal, parecen alterar mucho menos las células de estos rifio-
nes; parece que en los animales floridzinados las células sean
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mucho mds resistentes, en particular al rompimiento (plas-
molisis) por acciones osmoéticas. Segun nuestro criterio esto
es debido a modificaciones en la concentracion molecular
de la célula, debidas quizéds al paso de glucosa por la cé-
lula, pues sabido es que la floridzina hace permeables a la
glucosa de la sangre, las células renales, y asi es que sobre-
viene la glucemia, no por accién directa de la floridzina,
sino por su obra indirecta.

B) Cuando la floridzina ha obrado ya un cierto tiempo
(0 poco tiempo después de la inyeccién de una solucién
muy concentrada), se pueden apreciar modificaciones muy
considerables, ciertamente mortales para la célula, y de
muy interesante estudio. Se producen solamente en el seg-
mento de franja estriada. Los otros segmentos no ofrecen
modificaciones claramente precisas.

Lo que a primera vista parece muy raro es ¢l aspecto
variable de las células en el corte de un mismo tubo. Algu-
nas de ellas tienen sus ?/; externos ocupados por una masa
intensamente sideréfila o eosinéfila, que engloba a menudo
todo el rucleo, a veces tan sélo una parte. Esta masa que
aparece tefiida en negro intenso en los cortes coloreados
por la hematoxilina férrica, no se extiende nunca hasta la
membrana celular. Viene a ccupar el sitio en que estan
colocadas las mitocondrias en una célula normal. Parece
que la substancia que da a los condriosomas su colorabili-
dad, sea aqui particularmente abundante, haya difundido
e impregne al protoplasma de la regién dandole sus apti-
tudes especiales de coloracion.

El protoplasma estd modificado; es vacuolar, con va-
cuolas particularmente claras y de considerable volumen,
pero sin contener nunca la mas fina granulacién. La franja
. en cepillo de Nussbaum, o bordura estriada, es homogénea,
muy aparente, pero nada estriada. Los nicleos son de as-
pecto homogéneo, con dos o tres masas cromaticas. Las
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células son particularmente resistentes a las alteraciones
de orden osmético debidas a los reactivos. La luz canalicu-
lar, aun después de malas fijaciones (alcohol, etc.), estd en
absoluto desprovista de todo despojo o residuo celular.
Esta disminucién de la vulnerabilidad es absolutamente
exacta.

En un mismo tubo, las células no difieren entre si mas
que por la presencia o ausencia de esta impregnacion de
la parte central y basal de su protoplasma. La coexistencia,
en la seccion de un mismo tubo, de células claras y de célu-
las con masa central siderdfila nos demuestra bien que no
se trata aqui Gnicamente de diferencias de extraccion del
colorante por el alumbre de hierro amoniacal. Es evidente
que si diferencidsemos poco, todo estaria obscuro, negro
casi, y que si diferenciaramos demasiado todo se nos apa-
receria como casi incoloro y sin detalle aparente alguno.
Pero tampoco es menos cierto que hay en ciertas células
unas masas de aspecto difuso que retienen enérgica y mas
facilmente la hematoxilina férrica. Dicho sea en términos
mas exactos: ciertas células contienen una substancia de
impregnacién que forma con la laca ferro-hematoxilinica
una combinacién particularmente estable.

¢Cudl puede ser esta substancia? No se pueden a este
objeto mas que emitir hipotesis bastante vagas. Parece,
segin sus reacciones histoquimicas, que debe relacionarse
con las substancias lipoides, con todas las restricciones
que ya hemos hecho sobre el empleo de este término. El
facil paso de glucosa bajo la influencia de la floridzina,
haria facil la combinacion de este cuerpo con los fosfatidos
celulares. Podria tratarse aqui de una de estas yecorinas,
combinacién de un hidrato de carbono y de lecitina 0 més
generalmente, de esta substancia y un diamino-mono-fos-
fatido. Esto estd todavia por determinar.

La indudable disminucién de la sensibilidad de la célula
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a las acciones osmoticas vulnerantes debe estar relacio-
nada, o bien a modificaciones de la concentraciéon de los
coloides intracelulares, o bien a modificaciones de la per-
meabilidad de las membranas celulares.

En resumen: de este rapido estudio parece resaltar que
la floridzina determina al nivel del segmento de franja es-
triada modificaciones que parecen esencialmente residir en
una transformacién de la substancia mitocondrial. Los
condriosomas son alterados electivamente por la floridzina.

2. PILOCARPINA. — Inyectamos a ranas, en los sacos
linfaticos dorsales, I cm® de una solucién al 1 por 100 de
clorhidrato de pilocarpina; es ésta una dosis enorme (I cen-
tigramo por animal).

Los animales fueron sacrificados 10, 30, 45 minutos,
I y 2 horas después de la inyeccién; pero muy frecuente-
mente los animales mueren ya en la primera hora. No
hemos tenido en cuenta més que las' modificaciones del
principio.

Las modificaciones presentadas por el segmento I deé
franja estriada son en extremo variables, segtin los tubos
de un mismo rifién, y en un tubo determinado, segin las
diferentes células.

Hay una absclutamente grande independencia entre las
diferentes partes de la célula, ntcleo, condriosomas, etcé-
tera, en cuanto a su modo de reaccionar con la pilocarpina.

Algunas veces, nétanse, por ejemplo, modificaciones nu-
cleares relativamente considerables, correspondidas con
cambios muy débiles, o nulos casi, de los condriosomas.
Este punto merece sefialarse, pues podria creerse a priori
en un paralelismo mas claro.

Los condriosomas parecen aumentar de numero, for-
man grandes aciimulos a los lados, y sobre todo debajo del
nucleo. Algunas veces, éste descansa sobre un verdaderc
lecho de condriosomas filamento-granulosos. Hay una
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exageracion considerable de lo que se ve en estado normal.
El aumento del nimero de las mitocondrias aparece muy
claramente en secciones tangenciales de los tubos: el corte
de estos acimulos mitocondriales ofrecen el aspecto de las
fibrillas de un musculo cortado transversalmente.

La cantidad de mitocondrias, aumentada en todas las
células, no lo esta en todas de un mismo modo. En algunas
de ellas, los acimulos son tan considerables que parece
tener a la vista un verdadero Nebenkern de contornos di-
fusos.

El protoplasma no parece modificarse sino muy tardia-
mente. Y lo es entonces en via de desintegracién granu-
losa. Es la alteracion patoldgica conocida con el nombre
de «tumefaccién», la que entonces aparece. Las células
renales son de una extremada sensibilidad para la pilo-
carpina, que es un cuerpo muy toxico para ellas.

El ntcleo presenta modificaciones bastante interesan-
tes; 1o que més llama la atencién es su irregularidad de
forma: es incindido, lobulado; se parece siempre mucho
al nucleo de las células en funcionamiento activo. El jugo
nuclear aparece generalmente claro con nédulos cromé-
ticos irregularmente dispuestos por la periferia. General-
mente hay un gran nucléolo central. La membrana nu-
clear es espesa y parece mal limitada.

La bordura estriada, dislocada siempre en las células
que han sufrido un principio de alteracién, es poco es-
triada en las células no alteradas, y esto, a pesar de los
signos indudables de hiperfuncionamiento celular; hay en
este caso una evidente contradiccién.

Las solas modificaciones apreciables a nivel del seg-
mento III consisten en la situacién siempre muy interna
de los ntcleos, al igual que en los rifiones diuretizados.
Las mitocondrias estan regularmente dispuestas: no estan
agrupadas en paquetes ni aumentadas de numero.
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Los tubos estan apartados unos de otros.

En resumen: las modificaciones observadas a nivel de
este segmento son insignificantes, comparativamente con
las del segmento de
bordura estriada.

Conclusiones. — De
estas experiencias po-
demos entresacar un
cierto nuimero de he-
chos. Primeramente la
toxicidad muy grande
de la pilocarpina altera
rapidamente la célula
epitelial del segmento I.
Pero al comienzo de su
accion suceden intere-  Fig. 8.» — Rifién después de inyectar
santes fenomenos; en Esg;lfsi;rggtl(; de los tubos.
particular, un aumen- (Esquemitica).
to cierto y notable del
ntimero de condriosomas, que aparecen en el tercio inferior
de la célula, casi en contacto con el nicleo. Sin sacar
conclusion alguna convincente, que seria prematura, de-
bemos sefialar la reparticién particular de la cromatina
nuclear en la periferia del nucleo, el espesor notable de la
membrana y su contorno bastante difuso. ¢Seria éste el
indicio de un origen nuclear de los condriosomas?

Conforme ya hemos sefialado, la pilocarpina es ua
cuerpo que ha sido fatal a los histélogos: Bouillot (1887)
quiso estudiar el rifion de la rana aumentando la claridad
de los fenémenos secretorios mediante la pilocarpina; y
asi describi6 constantemente fenémenos puramente pato-
logicos de nefritis epitelial: expulsion de una parte del
contenido celular y del nucleo mismo. Estos trabajos
deben de ser definitivamente excluidos.
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3.° ATROPINA. — Hemos utilizado una solucién al
I por 400 de sulfato de atropina: I cm® por rana, en el
saco linfatico: sacrificio, 4 y 5 horas después.

No hemos hecho estas experiencias mas que en un
pequefio nimero de animales y a titulo de comparacién
con la pilocarpina.

Los tubos urinarios estaban separados por vastos es-
pacios. Es éste el caricter mas notable de los cortes

examinados a poco aumento.

: Las transformaciones mas
h notables son las del segmento de

Q A franja estriada.
( ~ El protoplasma esta poco
% modificado. Los condriosomas
@Q% son abundantes; no se puede

observar ninguna variaciéon de

. cantidad entre los diversos tu-

C bos en lo que concierne a su

/Bs r\ riqueza en condriosomas. Todas

o las células de todos los tubos

Fig. 9.2 — Rifién después de parecen poseer una cantidad
Inyeccion ce atropina. Espa- .., . 2 ¢

ciamiento de los tubos. idéntica y méixima de condrio-

(Esqueniatica). . somas.

No hay granos cromatoides.

Las vacuolas subcuticulares son poco numerosas; en

un aspecto tangencial de un tubo, aparecen dispuestas en

corona. El centro del campo apical esta libre de vacuolas.

La bordura estriada es alta y bien estriada. Los ni-
cleos estin enormemente hipertrofiados. Ocupan la mayor
parte del volumen de la célula: y estc puede contribuir
a hacer ain mds aparente el aumento de cantidad de los
condriosomas. La cromatina nuclear estd fragmentada en
particulas que ocupan casi toda la periferia del nicleo;
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éste tiene un aspecto empizarrado absolutamente caracte-
ristico. En cortes espesos estos grumos crométicos pueden
facilmente simular granulos citoplasmicos. Un examen
detenido nos demuestra facilmente su situacién intranu-
clear. La membrana nuclear es espesa y débilmente re-
cortada por hendiduras poco profundas.

Si bien existen entre los tubos vastos espacios, al con-
trario las células de los segmentos I parecen muy fuerte-
mente unidas unas al lado de otras. No hay entre ellas
los espacics intercelulares que hemos sefialado en los ri-
fiones normales.

A nivel del segmento III hay muy pocas modifica-
ciones. La luz canalicular es estrecha; los nicleos externos,
un poco irregulares; los bastoncillos, apretados, pero pa-
ralelos entre si, no separados por vacuolas.

En resumen; la atropina provoca: 1.2, a nivel del seg-
mento de franja estriada solamente, modificaciones que
consisten en hipertrofia nuclear y transformaciones es-
peciales del nicleo (aspecto empizarrado); 2.2, un apar-
tamiento notable de todos los tubos con ausencia com-
pleta de apartamiento de las células entre si. Esto sc
traduce por el hecho de que los tubos son de didmetros
estrechos, pero muy espaciados unos de otros.

CONCLUSIONES

De las investigaciones que acabamos de exponer pc-
demos sacar las siguientes conclusiones:

12 El tubo urinario de la rana comprende, ademas
del golmérulo, los siguientes segmentos:

Segmento I, con formaciones mitocondriales y franja
estriada.

Segmento II, con células planas (segmento delgado).
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Segmento III, con bastoncillos y sin bordura estriada.

Segmento IV, excretor, con células cubicas.

Los segmentos flsiologicamente fundamentales son el
primero y el tercero; estos dos tnicamente, con exclusién
de los demds, muestran modificaciones durante la se-
crecion.

22 Desde el punto de vista de la vascularizacién de
estos diversos segmentos debemos distinguir entre ellos
dos grupos. La arteria renal irriga el glomérulo y el seg-
mento III. La vena porta renal hace lo mismo para el
segmerto I. Dejamos a parte los otros dos segmentos que
pueden considerarse como accesorios.

Cuando, en la experiencia clasica de Nussbaum, se
liga la arteria renal, la circulacién esta por este hecho in-
terrumpida no tan sélo en el glomérulo, sino que también
en el segmento III. Si en esta experiencia se observa una
supresién completa de la secrecién del agua de la orina,
se debe concluir diciendo que no tan sélo es el glomérulo
quien segrega el agua, sino que este papel debe compar-
tirlo, aun con inferioridad, con el segmento III.

Cualesquiera que sean las modificaciones aportadas al
régimen de la secrecién urinaria, el glomérulo no de-
muestra la meror transformacién que pudiera achacarse
en algin modo a la secrecion. La prueba de su papel se-
cretor estd todavia por dar. También es verdad que tam-
poco se ha demostrado que no desempefie en la secrecion
mas que un papel puramente motor, conforme a las ideas
de Lamy y Mayer.

32 El segmento I con franja estriada parece ser el
lugar principal, si no exclusivo, de la excrecién de subs-
tancias elaboradas. Parece no desempefiar més que un
papel accesorio en la secreciéon de agua.

Las células epiteliales de este segmento presentan edi-
ficaciones protoplasmaticas bien caracteristicas, que su-
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fren durante el curso del funcionamiento de este segmento
modificaciones variables.

Las formaciones filamento-granulosas mitocondriales (mi-
tocondrias de Benda, condriosomas de Meves, edificaciones
lipoides de Regaud y Mayer), experimentan modificaciones
secretoras claras, aunque poco intensas. Pero cualesquiera
que sean las condiciones de funcionamiento del rifién que
excrete poco, nada o muchos productos residuales de la
desasimilacién, las modificaciones de los condriosomas se
hacen siguiendo el mismo ritmo y la misma intensidad.

Las vacuolas subcuticulares con contenido coloreable por
el rojo neutro son formaciones constantes que, como los
condriosomas, no desaparecen en ningin caso. Sufren
variaciones de cantidad, cuya amplitud es independiente
del nimero de substancias a eliminar.

Parece que estas dos formaciones deben de ser atribui-
das a las funciores de elaboracién de la célula.

La aparicion de grdnulos cromatoides caracteriza a
nuestros 0jos la acumulacién por la célula de materiales
a elaborar. Todo sucede como si la célula renal, no pu-
diendo elaborar todos los materiales que recoge, los acu-
mulase en su protoplasma bajo el aspecto de granulos para
irlos modifiacndo poco a poco a fin de hacerlos aptos para
la excrecién. El fenémeno no dudoso de la acumulacién
resulta esencialmente del no-paralelismo entre dos fun-
ciones de la célula: de una parte, la intus-suscepcion,
funcién irregular; de otra, la elaboracién y la excrecién,
funciones regulares.

Los granulos cromatoides no derivan de los condrio-
somas. Aparecen en el seno de vacuolas muy pequefias
situadas en las proximidades del nicleo.

La cuticula estriada o franja en cepillo de Nussbaum,
de aspecto variable, es una formacién que debe estar re-
lacionada con la excrecion excelular. Se la puede onsi-
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«derar como una membrana dializadora incesantemente
adaptada a los productos a excretar.

42 Las células del segmento III presentan baston-
cillos de naturaleza muy préxima a la de las mitocondrias;
pero no hay mitocondrias propiamente dichas..

Solamente las variaciones de eliminacién del agua de
la orina (anuria o poliuria) ocasionan modificaciones en
este segmento. Es, en el caso de diuresis, un aumento, a
menudo considerable, del volumen de la célula y, por
consiguiente, del didmetro del tubo, la aparicién de va-
cuolas entre los bastoncillos, un espaciamiento de éstos
y una anteropulsién notable del nicleo.

La eliminaciéon exagerada de agua va igualmente
acompafiada de un modo constante de un espaciamiento
de los tubos a consecuencia de la acumulacion de liquido
en los espacios conjuntivos intercelulares.

5.2 El tubo urinario de la rana contiene, en un punte
particular, formaciones ciliares extremadamente desarro-
lladas (cuello ciliado). Su papel propulsor parece cierto,
pero no exclusivo de ningtn. otro regulador.

6.2 Hemos podido elucidar ciertos puntos de la ac-
cién histolégica de algunas substancias quimicas toxicas:
la floridzina, la pilocarpina y la atropina.

A) Segmento I.— La floridzina causa la impregna-
cién del protoplasma celular por una substancia que pre-
senta las reacciones histoquimicas de los lipoides mito-
condriales.

La pilocarpina provoca modificaciones nucleares con-
siderables. Parece aumentar el ntimero de condriosomas.

La atropina causa una hipertrofia considerable del
ntcleo y la aparicién de un estado escamoso caracteristico
de la cromatina.

B) Segmento I11. — La pilocarpina y la floridzina a
dosis débiles no causan alteraciones en este segmento
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A. Jorro

Fig.

ITI. — Esquema demostrando la doble vascula-

rizacion del rinon de la Rana temporaria.

a. Vena porta renal.
b. Arteria renal.
c. Tubo urinifero.

d. Cordones de la glandula suprarrenal.



A. Jorro

Fig. IV. — Condriosomas del seamento de franja estriada.

Fig. V. — Segmento de franja estriada. Vesiculas y granulillos
lipoides coloreables por el método de la hematoxilina ciprica de
Weigert - Regaitd.



A. Jorvo

Fig. VII. — Célula renal (segmento I)en es-

tado de acumulaciéon (ablacién del higado).

Iniciacién de la fase.
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La atropina, que impide la diuresis acuosa, no impide
la acumulacién de liquido en los espacios intertubulares,
sino tan sélo el hinchamiento caracteristico de las células.
Todo sucede como si la atropina paralizara la entrada de
agua en la célula, es decir, la intus-suscepcion electiva

7 En el estado actual de la técnica histofisiolégica
quedan todavia obscuros un gran numero de puntos en el
funcionalismo renal. No se puede actualmente sino sos-
pechar el papel que desempefa el tejido conectivo inter-
tubular, el protoplasma no figurado, etc.

Corresponde a la experimentacion fisiolégica combinada
con la observacion citolégica el llevarnos a la solucién de
este tan complejo problema que nosotros, aunque mal,
hemos intentado esbozar.

Laboratorio de Histologia de la Facultad de Medicina.

14
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