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SUMMARY

The authors studied the histological structure and the reactivity with several drugs
and stains of the carbohidrates and different sceretions of the epithelium of the body
wall of Pheretima californica Kinberg.

Various methods were used to investigate mucopolysaccharides of the ecells.

The morphological strueture and the cytoplasmatic configuration of the clitellar zone
are deseribed.

Hemos estudiado histolégicamente el epitelio de revestimiento de la pared
del cuerpo de Pheretima californica Kinb., especialmente la maturaleza histo-
quimica de la seerecién mucosa de las células y la reactividad de la cuticula.

MATERIAL v MfTODOS

Los especimenes fuercn anestesiados en una solucién acuosa de aleohol
al 19%, aumentindose la concentracién paulatinamente, hasta matarlos. Fue-
ron tratados en esta forma a fin de evitar contracciones musculares violentas
Y evacuacién de seereciones. .

Se fijaron mmediatamente en formol al 10 %, y mezelas fijadoras de
Bouin-Allen, Stieve y Carnoy. Los mejores resultaron se lograron con Stieve

¥ Bouin-Allen; el fijador de Carnoy no llega a insolubilizar totalmente las
mucinas,

El material fue ineluido en parafina y a las secciones se aplicaron las
tinciones siguientes:

a) Hematoxilina-FEosina.

b) Trierémico de van Gieson.
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¢) PAS, segiin Hotchkiss-Me Manus, empleando reactivo de Sehiff se-
atin Barger y De La Matter.

d) PAS-Hematoxilina, como coloracién combinada para control de nfi-
cleos. Bstos dos métodos tltimamente enunciados identifican mucoproteinas y
mucopolisaciridos dcidos y neutros,

¢) Azul de toluidina tamponado a pH 5.6, para identificacién de muco-
polisacéridos dcidos y 4cidos nucleicos. Las secciones tefiidas con esta téenica
fueron observadas en fresco y posteriormente, previa deshidrataeion, monta-

das en material sintético, para observar metacromasias alfa, beta y gamma, y
metacromasia aleohol resistente.

f) Extinciones de azul de toluidina y azul de metileno en soluciones

amortiguadas y con variaciones de pH entre 3.6 y 5.6.

@) Téenica del hierro coloidal segtin Hale, variante de Gasie, para iden-
tificacion de mucopolisaciridos Acidos y, segtin el autor, especifica para sia-
lomucinas. No se emplearon enzimas especificas (neuraminidasas) como control.

h) Azul aleian a pH 2.5 para identificacion de mucinas fosfatadas y a
pH 0.5 segiin Spicer, para mucopolisaciridos sulfatados.

i) Aleian Blue-van Gieson, coloracién combinada segin téenica personal.

ResuLTADOS

De acuerdo al concepto histologico clisico deseribiremos la estructura del
epitelio, en sus dos componentes : dermis y epidermis, o corion y epitelio.

Corion: ¢l corion posee escaso tejido conectivo y estd ocupado en toda su
extensién por fibras museulares. La substancia intersticial es pobre, las fibras
identificadas son de tipo reticular y a mayor profundidad coligenas. Entre
las células musculares, principalmente entre las de la capa externa, se encuen-
tran numerosas células pigmentarias. Son elementos grandes, con numerosas
prolongaciones citopddsmicas, que transeurren entre los espacios intersticiales.
Esta disposicién se observa a lo largo de todo el epitelio.

Bl corion estd vascularizado por numerosos vasos capilares con paredes
propias y rodeados por células adventiciales. La mayoria de estos vasos perfo-
ran la membrana basal epitelial y penetran en la epidermis. Se forman arcos
capilares que reingresan al corion luego de un corto trayecto. Durante su
trayecto epidérmico estdn rodeados de un espacio perivascular evidente, lo que
constituye la modificacién méas notable que presentan.

Los arcos capilares presentan una basal nitida, positiva con ¢l PAS, y en
los recorridos intraepiteliales son desnudos y sin células adventiciales.
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Membrana basal

Fs una membrana compleja, que se revela continua, PAS y Hale positiva;
envia numerosas prolongaciones entre grupos celulares de siete a ocho elementos
epiteliales, que llegan en algunos casos a tocar la cuticula y unirse a ella.

Epidermis

Bst4a constituida por tres tipos celulares: basal, de soporte o prineipal ¥y
caliciforme.

Células basales: son Ppequenas, piramidales, con ntcleos grandes, cseaso
citoplasma e intimamente adheridas a la basal. Son las (3{:,111'12}3 de 1'eemp_laza
celular, observindose en algunas figuras de mitosis. Lias mitosis ocurren sicin-
pre en este tipo celular.

Células principales o de soporte: son prisméticas, altas, y ocupan toda la
extensién de la epidermis desde la basal hasta la cuticula; el nicleo ea central,
ovoide, con un nueléolo prominente que oeupa el centro nuclefll'. El clt{){}lasma
es baséfilo y se tifie en forma notable con el azul de toluidina a pH 5.6 or-
tocrométlcu;ncnte, por su elevado contenido en RNA. No se obse}-va, zonas de
especializacion ergastoplasmica en el citoplasma y en el borde a’px.cal a.pamcen
escasos grénulos muy pequefios, PAS positivos. Hstas caracteristicas jndueen
a afirmar que los elementos deseriptos son células que forman y mantienen el
revestimiento cuticular.

Células muciparas: bajo este titulo involucramos dos tipos celulares: a)
las llamadas células albuminosas y b) las células caliciformes. '

a) Células albuminosas: hemos detectado las reaceiones tintorialc‘:v, ‘31-
guientes: Hale: positivo; Azul alcian pH 2.5: positivo; Azul de toluiding
pI 5.6: metacromasia alcohol-resistente positiva. Azul de toluidina pIH 5.6 con
competencia ionice de cloruro de magnesio: negativa.

La reactividad de la secrecién citoplasmica de este tipo eelulalr corres-
ponde histogquimicamente a la seerecion de una mucoproteina dcida, 5191'140.1)01'
lo tanto una verdadera célula secretora mueinosa. La débil PAS positividad
revela su bajo contenido de hidratos de carbono, asi como lo hace la meta-
cromasia variable de uno a otro elemento. La positividad intensa con az1-11
aleian a pH 2.5 y las pruebas con cloruro de magnesio revelan la existencia
de una mucoproteina fosfatada. Hstas células suelen estar atiborradas de un
solo tipo de secrecién histoquimica, o, lo que es mis frecuente, mueoproteil}as
cuya naturaleza corresponde a la de materiales fosfatados o acetilados, o bien
sialomucinas.
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b) Células caliciformes: se presentan como dos variedades morfoldgicas;
unas son las clasicas células caliciformes eonocidas por los histélogos ; otras son
grandes y esféricas. Estas tiltimas son vacuoladas, con grandes grinulos basofi-
los distribuidos en el interior de una vacuola perinuclear. Hemos interpretado
esta imagen como la de una célula que posee alguna substancia soluble perdida
por la téenica empleada para la fijacién o la inelusién. Los granulos son de
naturaleza proteica y pueden estar rodeados por una pelicula de material POS
Vv azul aleian, positiva.

Cuticula

No es tingible con los métodos de hematoxilina-eosina, siendo intensa-
mente fuesindfila con el van Gieson. Es intensamente PAS-positiva, ¥ con las
demds téenicas aplicadas no ofrece reactividad. Estarfa constituida por un
mucopoiisacirido neutro. Es extraordinariamente fragil, y en los cortes reali-
zados se observan dos capas: la externa intensamente PAS-positiva, tifiéndose
la interna con menor intensidad. En este aspecto, nuestras observaciones eon-
cuerdan con las de otros autores.

Clitelo

Este sector del epitelio debe ser interpretado con una especializacién glan-
dular del revestimiento. Estd constituido por un epitelio complejo, que asien-
ta sobre una membrana celular poco definida. Se encuentran dos tipos celula-
res seerctores, y entre medio de ellos, abundantes vasos y células pigmentarias.

Las células fundamentales del clitele son elementos columnares gigantes-
cos que van desde la membrana hasta la cuticula. Son de hasta 600 micrones,
con un cnsanchamiento piriforme a la altura dei ntcleo, el cual ocupa una
posicién variable (eentral, basal o semi-apieal ).

Otra clase de eélulas son las de elementos cuticulares profundamente {rans-
formados, que asumen asimismo una configuraeién eolumnar. La diferenciacidu
histolégica en otros tipos celulares, sostenida por algunos autores, es a nucstro
entender, errénea, pues bien puede haber sido debida a artefactos de fijacion
o a distintos estados funcionales del epitelio clitelar. Se ha descripto células
homogéneas y ecélulas granulosas. Las observadas por nosotros son granulosas
ambas, con grdnulos de secreeién de distinta forma ¥ tamafio. La actividad
secretora se manifiesta siempre en la porcién citoplasméitica y supranuclear.
El ecitoplasma se alarga y forma una prolongacién gruesa que en todos los
casos aleanza la superficie epitelial. Por su afinidad histoquimica puede ha-
blarse de ecélulas PAS-positivas y otras PAS débilmente positivas, que por
otra parte poseen una afinidad eromitica por los colorantes tiazinicos y de-
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ivados de lag anilinas. El azul aleian es positive a pH 2.5 y 0.5. No h({n;oi
- una conzlusion definitiva acerca de la naturaleza del materia :
gfog:iioiadb de la secrecién clitelar. Es interesa?lte seﬁalarddost eheehtlnz, i;g:;l t:
demds: un ergastoplasma extraordinarizune_n?('z rico y al;un. age ,cz-nformacién
{icacion de un complejo de Golgi en posicion perinue ear,

anular, muy desarrollado.

(CoNCLUSION

amos a sefialar la reactividad del epitelio de c!:fflierta v de l.a f{ln:-

: os empleados para la deteecion de material hi-
i investiga-

drocarbonado. Este trabajo es muestro punto de partida para una investig;

i éeni ultrafinos
i istematica que se llevard a cabo mediante téenicas d’e cortes ;
. elaboracién de las células deseriptas.

Nos limit
macién clitelar ante los reactiv

v deteceién enzimitica del material de
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