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RESUMEN

La microvasculatura de la lengua de anfibios anuros no habia sido estudiada hasta ahora. Muestras de la
mucosa dorsal de la lengua del sapo Bufo marinus fueron procesadas para microscopia electrénica de transmi-
sion. Se analiza la estructura de pericitos que forman la pared de capilares localizados en el tejido conectivo
que rodea el extremo proximal de las glandulas linguales tibulo-alveolares. La pared del vaso estd formada por
un tGnico pericito de gran tamano envolviendo casi completamente a las células endoteliales que revisten su
superficie interna. EI pericito aparece como una célula ramificada lateral y ventralmente, completamente
cercada por una ldmina basal asimétrica. Presenta un nicleo grande, heterocromaético, arriionado, con una
escasa cantidad de citoplasma adyacente a las superficics dorsal y ventral del nicleo. La mayor parte del
citoplasma celular estd distribuido en los dos procesos laterales y en los numerosos procesos terminales;
varios de los cuales se contactan con la superficic externa de las células endoteliales subyacentes. El citoplas-
ma perinuclear y de los prozccsos laterales, contiene mitocondrias, polisomas, microfilamentos ademds de un
conjunto de estructuras laminares, con aspecto de varilla, de hasta 1 um de longitud, limitadas por membrana,
mostrando una organizacién interna regular formada por laminas electrén densas alternadas con bandas elec-
tron transparentes cruzadas periédicamente por lineas electron densas muy delgadas. A lo largo de la membra-
na plasmatica del pericito se observan placas de adhesidn electrén densas donde convergen filamentos
intracelulares y de la matriz extracelular. Algunas varillas se localizaron en la cisterna perinuclear. Las caracte-
risticas ultraestructurales observadas sugieren que al menos una de las funciones de este tipo de pericitos, es
la de asegurar el soporte mecdnico de estos vasos previniendo que su lumen colapse durante la contraccién
muscular de la lengua.

ABSTRACT

i As far as we know the amphibian tongue dorsal mucosa microvasculature has never been studied until now.
Samples of the toad Bufo marinus tongue dorsal mucosa were processed for transmission electron
microscopy. Pericytes of capillaries of the connective tissue beneath the proximal end of the tubulo-alveolar
lingual glands were analyzed. This vessel wall is constituted by a single, large pericyte, surrounding, almost
completely, the endothelial cells lining its internal surface. The pericyte appears as a laterally and basally
branched cell, completely surrounded by an asymmetrical basal lamina. The large, heterochromatic, kidney
shaped nucleus, display scarce cytoplasm adjacent to its dorsal and ventral surface. Most of the pericyte
cytoplasm appears distributed among the two main or lateral processes and the numerous terminal or
secondary processes several of which contact the adventitial surface of subjacent endothelial cells. The
perinuclear and lateral processes cytoplasm show mitochondria, polysomes, microfilaments, and several
membrane bounded stick-like multilamellar structures up to lpm long, displaying a regular arrangement of
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electron dense lines alternating with electron lucent bands crossed by a repeating pattern of very thin electron
dense lines. Pericyte shows adhesion plaques along the plasmalemma attained by intracellular and
extracellular matrix filaments. Some of the stick-like lamellar structures were localized in the perinuclear
istern. Ultrastructural characteristics suggest that at least one of this pericyte roles, could be the
~.echanical support of this capillaries preventing their lumen collapse during the muscular contraction of the

tongue.
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INTRODUCCION

El lecho microvascular juega un importante pa-
pel en la regulacién del flujo sanguineo y en los
procesos de intercambio sangre-tejido y debe pre-
sentar distintas adaptaciones morfo-funcionales de
acuerdo a las exigencias particulares de cada orga-
no o tejido. Los pericitos son células que rodean al
endotelio en los pequefios vasos sanguineos substi-
tuyendo a las fibras musculares lisas que forman la
capa media en los vasos de mayor calibre. Se han
estudiado los pericitos de una gran variedad de teji-
dos y drganos (Sims, 1986). Estas células se dis-
tinguen por estar completamente rodeadas de una
lamina basal que se interrumpe en las zonas en las
que el pericito establece aposiciones estrechas con
las células endoteliales subyacentes (Forbes y col.,
1977. Courtoy y col., 1980; Courtoy y Boyles,
1983). Entre sus caracteristicas ultraestructurales
se han sefalado las siguientes: un nucleo grande,
discoidal heterocromatico y un citoplasma con
mitocondrias, aparato de Golgi, polisomas, cisternas
de reticulo endoplasmatico liso y rugoso, escasos
lisosomas, filamentos de a-actina vascular, vimen-
tina, desmina, miosina de fibras musculares lisas y
caveolas o vesiculas plasmalémicas (Courtoy vy
Boyles, 1983; Hermann y D’Amore, 1985; Joyce y
col.. 1985a; 1985b; Fujimoto y Singer, 1987; Skalli y
col., 1989).  Se ha demostrado que los pericitos
intervienen en la regulacion de la angiogénesis y en
la induccién y estabilizacién de la diferenciacion
endotelial (Orlidge y D’Amore, 1987; Nicosia y
Villaschi, 1999; Hellstrom y col., 2001). Ademas de
los componentes ultraestructurales arriba menciona-
dos, Lafarga y Hervas (1978) encontraron dos
tipos de inclusiones nucleares en pericitos hipo-
talamicos en rata. Los objetivos de este trabajo
son: 1) Caracterizar ultraestructuralmente el pericito

de ciertos capilares de la mucosa dorsal de la len-
gua del sapo Bufo marinus 'y 2) Describir la
presencia de unas estructuras laminares en forma
de varilla, aparentemente revestidas por membrana,
encontradas tanto en el citoplasma como en la en-
voltura nuclear de estos pericitos.

MATERIALESYMETODOS

Muestras de la mucosa dorsal de la lengua de
un sapo Bufo marinus de 90 grs., macho adulto,
fueron fijadas en el fluido de Karnovsky (1965) a
mitad de su concentracion original (2.5 %
glutaraldehido + 2% paraformaldehido en tampo6n
cacodilato 0.05M pH 7.6) durante 18 horas a 4°C.
Luego de lavar toda la noche en tampoén cacodilato
adicionado con 0.22M de sacarosa a 4°C, las
muestras fueron postfijadas por 2 horas y a 22°C
en una mezcla a partes iguales de 1.5% de
ferrocianuro de K y 1.25% de tetroxido de osmio
(Russell y Burguet, 1978). Las muestras se lavaron
con agua destilada varias veces y luego se colorea-
ron in toto incubandose en 1% de acetato de
uranilo en tampon maleato NaOH pH 5.2 por toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente se procedid a la
dehidratacion progresiva empleando una serie de al-
coholes de concentracion ascendente y se trataron
con oxido de propileno antes de ser infiltrados en
Epén. Una vez polimerizados los bloques, se reali-
zaron cortes de 1 pum de espesor que se colorearon
con una solucion de Azul de toluidina (Richardson
y col., 1960) después de ser montados en ldminas
portaobjetos. Seleccionado ¢l drea de estudio, se
realizaron cortes ultafinos de 70-90 nm los cuales
fueron montados en rejillas de cobre revestidas de
una membrana de colodién, fueron contrastados con
3% de acetato de uranilo y una solucién de citrato
de plomo (Reynolds, 1963). Las observaciones se
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realizaron a 75 kV de voltaje de aceleracion en un
microscopio electrénico de transmision Hitachi H
7.100.

RESULTADOS

El corion de la mucosa dorsal que rodea las
bases de las glandulas linguales tubulo-alveolares se
caracteriza por contener fibroblastos, mastocitos,
delgadas fibras musculares estriadas, pequefios pa-
quetes nerviosos y pequefios vasos sanguineos. En-
tre los vasos se observaron algunos capilares con
caracteristicas especiales. Se trata de un vaso de
16 um de diametro cuya pared aparece constituida
por un revestimiento interno formado por 3 células

endoteliales aplanadas rodeadas casi enteramente
por un unico pericito de gran tamafio completamen-
te cercado por una lamina basal (Fig. 1). El
pericito  presentd el aspecto de una célula
ramificada polarizada en la que se pueden diferen-
ciar tres porciones: 1) el soma o porcion central
que incluye el nucleo v un escaso citoplasma
perinuclear: 2) dos procesos laterales que se ex-
tienden hasta cubrir al menos el 50% del revesti-
miento endotelial del vaso y 3) numerosos procesos
terminales que se extienden desde el soma y los
procesos laterales en direccién a la superficie
adventicial del endotelio y cubren mas del 75% del
revestimiento endotelial (Fig. 1). La matriz extra-
celular adyacente a la cara adventicial o externa

Figura 1. Pared de un capilar de la mucosa dorsal de la Jengua del sapo. La limina basal (circulos negros) que envuelve al pericito (P) es mas
gruesa en la superticie que enfrenta al endotelio (E). Eil pericito muestra un soma conteniendo un nucleo grande, indentadp, con una periferia
dominada por la heterocromatina y un interior ampiic de eucromatina: dos procesos primarios laterales  (asteriscos) conteniendo la mayoria de
las formaciones laminares en forma de varilla (circulos blancos) ademas de numerosos procesos terminales sobre la superficie endotelial (estrellas
pequeiias). El lumen del vaso contiene un leucocito semejante a linfocito. Magnificacidn: 15.000x.
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del pericito se organiza como una ldmina basal del-
gada. Esta se extiende bordeando la cara interna o
endotelial del pericito, donde adquiere un espesor
mayor -aunque variable- y un aspecto entre
granular y filamentoso ligeramente electrén denso
(Fig. 1). Este material rellena todos los espacios
laberinticos que se forman entre el soma o los pro-
cesos laterales del pericito con sus procesos termi-
nales y entre éstos y la superficie externa o
adventicial del endotelio conectando ambas células
(Figs. 1 'y 2). El nécleo del pericito es grande (10
X 2 um), con una banda periférica de
heterocromatina discontinua y un centro mayormen-
te ocupado por eucromatina, tiene una superficie
bastante lisa con 3-4 pliegues o indentaciones (Fig.

1). El espesor del citoplasma que rodea la cara

et e 5 e .

externa e interna del nucleo pericito es de 300 nm
(Figs. 1, 2 y 3) y en ella se logran distinguir algu-
nos polisomas, delgados paquetes de filamentos los
cuales tienden a formar redes que se extienden
entre la envoltura nuclear y la membrana plasmati-
ca. La membrana plasmatica muestra algunas vesi-
culas plasmalémicas de 90 a 100 nm de didmetro,
ademds de zonas o bandas electrén densas donde
series regulares de delgados paquetes de filamentos
traspasan la membrana plasmatica y parecen al-
canzar los componentes filamentosos del citoes-
queleto (Fig. 5). El citoplasma que forma los
procesos laterales alcanza un espesor de hasta 3.5
um y en su interior se observan numerosos
polisomas, algunas mitocondrias electrén densas con
crestas tubulares, una tupida y fina red filamentosa

— Fal

Figura 2. Micrografia electréonica a mayor aumento tomada en la region interna o «suelo» del pericito de la Fig. 1. El escaso citoplasma
infranuclear del soma pericitico contiene polisomas (asterisco), vesiculas plasmalémicas (cabezas de flecha) y algunas placas de adhesion
periféricas (flechas). La ldmina basal con aspecto filamentoso (circulos negros) sirve como un pegamento que une el soma del pericito con sus
procesos sccundarios (estrellas) y a éstos con el endotelio, quedando interrumpida sélo en los puntos en los que se establecen contactos entre la
membrana plasmatica de los procesos periciticos v la membrana plasmética de la superficie adventicial de la célula endotelial {recuadro blanco). La

célula endotelial (E) subyacente al pericito tiene un nicleo notablemente mis pequefio que el del pericito y un citoplasma electrén denso

numerosos polisomas (asterisco). - Magnificacion: 25.000x.

con
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Figura 3. Vista a mayor aumento del proceso lateral del lado derecho del pericito de la Fig. 2. E! citoplasma contiene numerosas  vesiculas

plasmalémicas especialmente en la membrana plasmdtica que mira hacia el endotelio (cabezas de flecha) ademds de formaciones  laminares en
forma de varilla cortadas longitudinal y tangencialmente (circulos claros), mitocondrias (estreila). vacuolas autofagicas (recuadro negro),
polisomas (asterisco) v filamentos (flecha). Un proceso terminal del pericito (p) conteniendo una red filamentesa 28 englobado casi completa-
mente por un proceso de la célula endotelial (flecha curva). La ldmina basal se interrumpe en los sitios en los que la edlula pericitica v la endotelial

se contactan (recuadro blanco). Una varilla formada por una unidad trilaminar aparece estrechamente adosada al borde fateral del nucleo del

pericito (circulo claro). E= endotelio. Magnificacion: 42.500x.

y un conjunto de formaciones en forma de varilla,
con una organizacién interna multilaminar y apa-
rentemente revestidas de membrana. La unidad ba-
sica de cada varilla tiene un espesor de 30 nm, una
longitud entre 120 nm y 1 um y aparece formada
por dos lineas o bandas electron densas separadas
por una banda mas ancha de menor densidad elec-
tronica, que tentativamente hemos denominado
“banda clara principal” (Figs. 3 y 4). Las varillas
pueden estar formadas por una sola unidad, com-
pletamente rodeada por una membrana (Fig. 4) o
por hasta 5 unidades organizadas en bandas parale-
las  (Figs. 3 y 4). En este Ultimo caso, aparece
una “nueva” banda de baja densidad electronica,
mas delgada que la principal, entre las dos lineas
electrén densas pertenecientes a dos unidades dis-

tintas superpuestas o advacentes v todo el conjunto
aparece envuelto por una membrana que separa la
varilla del resto del citoplasma (Fig. 4). La mem-
brana plasmatica de los procesos laterales también
muestra numerosas vesiculas piasmalémicas y ban-
das electrén densas gruesas que recuerdan las pla-
cas de adhesion de los hemidesmosomas de las
células epiteliales en cuva superficie externa pare-
cen concentrarse filamentos de la lamina basal
mientras que en su cara citoplasmatica convergen
filamentos citoesqueletales (Fig. 4). Algunas de las
formaciones en varilla constituidas por 2-3 largas
unidades se localizaron entre las membranas exter-
na e interna que forman la envoltura nuclear. Los
componentes de cada unidad parecen originarse en
contacto con o adyacente a, la cromatina nuclear
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Figura 4. Micrografia electronica a mayor aumento tomada cn el proceso lateral del lado izquicrdo del pericito de la fig. 2. El espesor de la
lamina basal (circulos negros) es mayor en la superficie endotelial que en la adventicial. El citoplasma del pericito muestra un grupo de
mitocondrias (estrellas) con matriz electron densa y crestas dispuestas en forma irregular, rodeando un conjunto de estructuras laminares en forma
de varilla (dobles circulos claros), envueltas en una unidad de membrana (flecha corta recta) y cuya organizacion interna estratificada recuerda a la
de la miclina. Las varillas tienen diferentes longitudes y pueden encontrarse en conjuntos de hasta 4 unidades trilaminares. Cada unidad estd
representada por dos lineas rectas electron densas periféricas scparadas por una banda ancha de menor densidad electronica (flecha curva). Los
conjuntos formados por dos 0 mas unidades muestran una estrecha banda adicional de menor densidad electronica. (circulo simple) entre las dos
lineas electron densas periféricas. El citoesqueleto aparece con una red de filamentos entrecruzados (asterisco) que alcanzan las placas de adhesion
periféricas (cabezas de flecha pequeiios) en los sitios donde no se encuentran vesiculas plasmalémicas (cabezas de flecha grandes). Algunas zonas
muestran continuidad entre filamentos intracelulares, varillas laminares y componentes filamentosos de la lamina basal (recuadros grandes). En la
region inferior derecha de Ja microgeafia se observa un contacto entre un proceso pericitico y un proceso de célula endotelial (recuadro pequeiio).
Magnificacion: 75.000x.

y con gran aumento se puede apreciar una serie de
puentes o lineas electrén densas que cruzan per-
pendicular y periédicamente, la banda ancha elec-
tron transparente principal de cada unidad (Fig. 5).
Algunas imagenes permiten observar claramente
que la red filamentosa citoesqueletal se extiende
entre las estructuras en forma de varilla y las
placas de adhesion electron densas periféricas
(Figs. 3, 4 y 5). El citoplasma de los procesos
terminales carece de las estructuras en forma de

varilla y de todos los organelos encontrados en los
procesos laterales. Aparentemente tienen una red
filamentosa citoesqueletal, placas de adhesion peri-
féricas electron densas y un relativamente escaso
namero de vesiculas plasmalémicas. En una gran
proporcion la superficie endotelial de estos procesos
forma aposiciones mas o menos estrechas con la
membrana plasmatica de la superficie adventicial de
las células endoteliales subyacentes (Figs. 2 al 4).
Algunas células endoteliales forman delgadas exten-
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Figura 5. Detalle a gran aumento del citoplasma que rodea la superficie externa del nicleo  del pericito de la Tig. 2. La lamina basal externa
adosada a la membrana plasmatica muestra algunas vesiculas plasmalémicas ademds de placas de adhesion atravesadas por filamentos que parecen
extenderse entre la lamina basal y el citoplasma (recuadro). Dos pares de varillas laminarcs se localizan en la cisterna perinuclear. La formacion
situada a la derecha tiene una tercera unidad més pequefia que parece estarsc formando sobre una invaginacion de la hoja interna de la envoltura
nuclear y de la heterocromatina subyacente (flecha gruesa recta). Ambas formaciones aparecen superficialmente limitadas por la unidad de
membrana de la hoja externa de Ja envoltura nuclear (flechas largas). Cada varilla o unidad muestra una fina estriacién transversal periédica en la

banda central de menor electrén densidad (flecha curva). Magnificacion: 96.000x.

siones citoplasmaticas que atraviesan la lamina
basal intersticial y alcanzan la superficie de proce-
sos terminales periciticos proximos con los que pue-
den establecer algunas interdigitaciones y uniones
con estrechas aposiciones entre las membranas
plasmaticas de ambas células donde los componen-
tes de la lamina basal que sirve de adhesivo entre
ambas parecen reducirse hasta desaparecer (Figs.
2y 4).

DISCUSION

Las mas recientes revisiones acerca de los
pericitos (Sims, 1986; Tilton, 1991; Moses y col.,
1995, Nicosia y Villaschi, 1999; Allt y Lawrenson,
2001) mencionan la multiplicidad de funciones que
estas células realizan: 1) Célula precursora de fibra
muscular lisa vascular y de fibroblastos; 2) Sintesis

de componentes de la lamina basal vascular; 3)
Fagocitosis:  4) Regulacion de la angiogénesis; 5)
Modulacion de la permeabilidad vascular; 6) Pre-
sentacion de antigenos; 7) Contractibilidad vy 8)
Soporte mecanico.

Basandonos en el aspecto ultraestructural que
muestra el pericito de estos vasos capilares de la
mucosa dorsal subglandular en la lengua del sapo,
pensamos que la funciéon dominante de este pericito
no debe ser la contraccion de la pared vascular.
Sin embargo, para confirmarlo seria necesario reali-
zar técnicas inmunocitoquimicas con anticuerpos
contra proteinas contractiles marcadoras de fibras
musculares lisas vasculares (Herman y D’Amore,
1985; Joyce y col., 1985 a y b). De las diferen-
cias que se han sefialado entre las fibras muscula-
res lisas vasculares y los pericitos, una de ellas es
la presencia de isoactina no muscular localizada a
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lo largo de las fibras de stress (Orlidge y
D’Amore, 1987). Ciertas caracteristicas ultraestruc-
turales de este pericito tales como: 1) El espesor
asimétrico y aspecto filamentoso de la matriz
extracelular o lamina basal; 2) La red de micro-
filamentos en el interior de todo el citoplasma; 3)
La presencia de placas de adhesion electron densas
en la membrana plasmaética que sirven de anclaje
tanto para filamentos intracelulares como extrace-
lulares; 4) Las estrechas aposiciones e interdi-
gitaciones entre los numerosos procesos terminales
periciticos y los procesos de las células endoteliales,
sugieren que una de las principales funciones de
este pericito debe ser la de soportar mecanicamen-
te la pared de este tipo de capilares. Por otro lado,
el gran nimero de procesos terminales periciticos, los
cuales abarcan mas del 75% de la superficie
adventicial del endotelio subyacente, y la frecuencia
y extension de las aposiciones y contactos pericito-
endoteliales, pudieran ademas facilitar inte-racciones
de tipo yuxtacrino entre ambos tipos celulares media-
das por contactos fisicos, lo que eventualmente
conduce a la inhibicién de la migracion y proliferacion
de las células endoteliales (Orlidge y D’Amore, 1987;
Nicosia y Villaschi, 1995).

Recientemente se ha demostrado que la mem-
brana de las vesiculas de la membrana plasmatica
o caveolae de los pericitos contienen proteinas de
membrana asociadas a vesiculas (VAMP’s) que
son importantes para el trafico entre organelos
intracitoplasmaticos revestidos por membrana y
para los procesos de secrecion constitutiva (Feng y
col., 2001). No se conoce exactamente que propor-
ciébn y que componentes de la matriz extracelular
son sintetizados por los pericitos. Sin embargo,
macromoléculas tales como colageno IV, fibro-
nectina, laminina, entactina y glicosaminoglicanos
carboxilados como el acido hialurénico y sulfatados
como el heparan sulfato, han sido identificados en
la matriz extracelular que ocupa el intersticio
pericito-endotelial (Cohen y col., 1980; Courtoy y
Boyles, 1983; Ferrara y col., 1992). Se piensa que
las interacciones entre pericitos y células endo-
teliales regulan el crecimiento de los pequefios va-
sos. Se ha demostrado que los pericitos inhiben la
proliferacion de células endoteliales in vitro, inhibi-
cién que depende de contactos célula-célula
(Orlidge y D’Amore, 1986 y 1987 ). Recientemente
se ha logrado diferenciar dos tipos de cadherinas

(N-cadherina y VE-cadherina) en los contactos cé-
lula-célula de las células endoteliales en los peque-
flos vasos sanguineos. La VE-cadherina promueve
las interacciones homotipicas entre células endo-
teliales mientras que la N-cadherina es responsable
del anclaje de las células endoteliales a otros tipos
celulares que suelen encontrarse rodeandolas y que
también expresan N-cadherinas tales como las fi-
bras musculares lisas vasculares y los pericitos
(Navarro y col., 1998). Se ha demostrado que algu-
nas VE-cadherinas son glicoproteinas (Geyer y col.,
1999) y que éstas pueden ser sintetizadas y
secretadas por pericitos (Stram y col., 1987).

Revisando la literatura referente a los pericitos
hemos encontrado solamente una referencia que
describe el hallazgo de dos tipos de inclusiones
intranucleares: granulares y laminares, en pericitos
del hipotdlamo de rata (Lafarga y Hervas, 1978).
Las inclusiones laminares intranucleares son pareci-
das a las que nosotros describimos en este trabajo
en cuanto a su patron de bandas electrén lucidas y
electrén densas, pero se diferencian no solo por su
localizacion en el centro del nicleo, sino también
por su tamafio notablemente menor y por su forma
circular, semejante al de una fibra nerviosa
mielinica (Lafarga y Hervas, 1978). Estructuras
laminares similares a éstas con distintas denomina-
ciones, se han descrito también en algunas células
en divisién rapida tanto in vifro como in vivo, pero
més frecuentemente en células neoplasticas o in-
fectadas por virus que en células normales
(Gahdially, 1997). Sin embargo, todas las estruc-
turas laminares descritas hasta ahora, sean citoplas-
maticas o nucleares, se caracterizan por tener una
trayectoria fuertemente ondulada que no fue obser-
vada en nuestro material. Nosotros pensamos que
las estructuras laminares en forma de varilla aqui
descritas son estructuras proteicas que deben te-
ner una funcion mecéanica de soporte de la pared
vascular ya que ademas de su aspecto rigido y su
orientacion preferencial en relacion al eje longi-
tudinal del vaso, ellas estan conectadas al sistema
de filamentos del citoesqueleto y a través de éste,
a las placas de adhesién de la membrana plasmati-
ca. Es probable que estas estructuras evitan el co-
lapso de la pared del capilar durante la intensa
contraccién de la musculatura lingual al producirse
la protraccion de la lengua en estos anfibios
anuros y/o durante la contraccion de las fibras
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musculares estriadas alrededor de los sacos glandu-
lares los cuales se sabe son los responsables de la
propulsién del moco almacenado en estas glandulas
hasta la superficie dorsal de la lengua para facilitar
la captura de la presa (Gans y Gorniak, 1982;
Gonzalez Elorriaga y Quijada, 1988).
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