HISTOFISIOLOGIA DEL EPITELIO DIGESTIVO DE
PHERETIMA CALIFORNICA KINBERG

1. — Material hidrocarbonado; mucopolisacdridos, mucoproteinas
iy glucoproteinas

Por M. LeviN, A. R. MoreNo, Z. Tomsic y F. Durovr

SUMMARY

The authors studied the histophysiology of the digestive epithelium of Pheretima ce.
lifornica Kinberg with reference to the secretion of hydrocarbonated material.

The functional stratification of the eytoplasms was analysed, and acid mueopoly-
saccharides and neutral glycoproleins were detected in the basal membranes and apieal
zones of the cells. The structural disposition of the epithelial eovering cuticles, which are
similarly disposed in all the segments are deseribed. Their characteristies agree with the
findings described in epithelium of vertebrates.

INTRODUCCION

Nuestro propdsito es realizar un estudio histoquimico del género Phere-
tima, tomando como especie inicial a Ph. californice Kinberg. Radica nuestro
interés en las deseripeiones que acerca de este género se han hecho en base
a descripeiones morfolsgicas e histologicas en su mayoria realizadas con mé-
todos y técnicas clasicos. Existen estudios realizados en Lumbricidos del gé.
nero Eisenic con sistemas modernos de investigacién, que datan de tiempos
recientes, mereciendo ser citados los de Rudall, Roots, van Gansen, Herlant-
Meewis, entre otros.

Hemos aplicado métodos y téenicas andlogos en el estudio de los Oligo-
quetos megascoléeidos.
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MaterTAn, ¥ Mfropos

Ejemplares de Pheretima californica provenientes de terrenos de San
Miguel de Tucumén fueron seleccionados de acuerdo a su grado de evidente
madurez, clasificados por uno de nosotros y alimentados durante tres dias en
borra de café lavada repetidas veces, para permitir la ulterior seccién de los
segmentos por el micrétomo. Previa narcosis, los especimenes se fijaron en
formol meutro al 10 %, y en fijador de Stieve. Algunos ejemplares fueron
fijados en mezcla fijadora de Bouin-Allen.

Se realizaron cortes de inclusiones en parafina, longitudinal y transver-
salmente dispuestas, de 5 micrones de espesor, las que se montaron sobre
cubreobjetos sin adhesivo alguno.

Las téenicas de tincién con las que el material fue sistemiticamente
procesado fueron:

A) Hemalum de Mayer-Eosina.

B) Trierémico de van Gieson,

C) Reaccion PAS, segtin Hotchkiss-Mac Manus.

D) Azul de toluidina al 0.5 % en soluciones buffer de pH entre 3.6 y 5.6.

E) Azul aleian, 0.1 %, en soluciones buffer de pH 05, 25 y 3.6,

F') Reaceién del hierro coloidal, segin Pearse modificada por Gasic.

G) Test de extincién del azul de metileno, en soluciones M/3000, entre
pH 05 y pH 3.,

H) Pruebas de control con digestiones mediante hialuronidasa testicular
(Unidasa MR) a una concentracién de 250 U.1./100 ml de solucién buffer.

Los cortes se incubaron durante lapsos de una a doce horas a 379 C.

REsunTaDOS
Boca; epitelios bucal y prefaringeo

El epitelio de revestimiento de estas regiones denota, respecto del sector
externo, un ineremento de la basofilia, con mayor contenido de material ci-
toplasmico, al que van Gansen, en sus estudios del epitelio homélogo en apa-
rato digestivo de Hisenia foetida. Sav., atribuye cardcter mitocondrial. La
cuticula de revestimiento supraepitelial aumenta ligeramente su espesor, con-
servando los caracteres arquitecturales de la membrana supraepitelial epi-
dérmica; en secciones de extensién muy restringida se observan papilas sen-
soriales que resaltan por los contornos de sus células, que asumen contornos
piriformes destacindose de los elementos columnares circundantes. La baso-
filia de estos elementos es mayor, y con tinciones de azul de toluidina y prue-
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ba de extineién del azul de metileno denota su identidad con la de los 4cidos
nucleicos citoplasmaticos (RNA).

Las ecélulas mucosecretoras desaparecen en este sector. Las téenicas his-
toquimicas para deteccion de compuestos mucoproteicos revela los hechos
siguientes :

1) Gamma-metacromasia a pIl 5.6 en forma de estriaciones perinuclea-
res muy finas que se disponen paralelamente al eje mayor de la célula.

2) Tenue condensacion granular para-apical ortocromitica al mismo pH.

3) Desaparicion de la gamma-metacromasia a pH méis bajos, con per-
sistencia de la ortoeromia nuclear.

4) Membrana basal PAS positiva que resalta igualmente con los res-
tantes métodos en soluciones abufferadas a pH muy aeidos (pH 2.5).

La membrana ecuticular es fuertemente PAS positiva, evidenciando la
presencia de un alto contenido en material glucoproteico; mediante la combi-
nacion de tinciones (PAS-Azul Aleian, PAS-Hale y PAS-Azul de toluidina)
se observa una estratificacién de esta membrana supracelular en tres eapas:
la més interna, aplicada directamente sobre las células, como la externa, que
contacta con la Iuz buco-faringea, son positivas al azul de toluidina, comprer-
diendo entre ambas un estrato mas grueso, de alta positividad al PAS. Tal
tipo de membrana supraepitelial estratificada, deseripta recientemente por
Rambourg y colaboradores en estructuras anilogas de vertebrados, es un he-
¢ho que merece ser sefialado.

En algunas células epiteliales se halla material PAS positivo ordenado a
modo de pequefios grinulos con disposicién perinuclear.

Epitelio faringeo

Ofrece el aspecto de un epitelio de compleja y abundante secrecion. Exis-
ten dos regiones distintas, tanto desde un punto de vista anitomo-histolégico
como bajo un aspecto histoquimico.

La regién dorsal aparece como un epitelio columnar, ciliado, formado por
elementos muy altos con nicleos alargados y situados a distintas alturas, ase

mejando un epitelio pseudoestratificado. A grandes aumentos se ven, intei-

caladas con los elementos de revestimiento, delgadas fibrillas de tejido museu-
lar que se introducen hasta el tercio basal de los limites intercelulares. Ello
configura un complejo mio-epitelial de tejido que cumple simultineamente
funciones de cubierta ¥ de secrecion. Los estudios de van Gansen realizados
en el género Eisenia (Lumbricido), demuestran la secrecién cuantiosa de mate-
rial mucoproteico de esta regién. Nuestros hallazgos histoquimicos concuerdan
¥ son reproducibles respecto de dichas investigaciones, en el género que nos
Preocupa. Hs importante sefialar, por otra parte, la basofilia de la mitad
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apical de las eélulas indicio de alto contenido proteico, lo cual es propio de
elementos celulares de alta actividad metabdlica,

La regién faringea ventral nos muestra un epitelio en el que ocurren
transformaciones significativas. Surgen sectores de células con nficleos mas
tingibles por la hematoxilina, nucleélos mayores, y citoplasmas que se afinan
hacia la regién basal. En la zona apical de cada célula el material baséfilo es
abundante y se dispone a modo de estriaciones finas y paralelas que rematan
en una condensacién para-apical. Se observan escasas granulaciones gruesas
de tipo cromidial. La cuticula de cubierta sufre sobre dichas eélulas un au-
mento de su espesor; las reacciones de deteceion de mueopolisaciridos Acidos
son positivas.

El estrato externo, afin al azul de toluidina, muestra un debilitamiento
de la positividad, y a grandes aumentos presenta una transformacién a mode
de superficie plegada en forma de numerosas y finas ondulaciones, a modo
de digitaciones o mierovellosidades.

Por debajo de la membrana basal del epitelio de cubierta se encuentran,
entre los haces musculares de la tinica motora de la faringe, conglomerados
glandulares que tanto por su morfologia euanto por sus afinidades tintoria-
les corresponden al tipo de elementos croméfilos de las glindulas faringeas,
estudiados y deseriptos por otros autores (Stephenson; Keilin). Estos cuer-
pos o células de secrecion parecen verter el material elaborado a través de
un sistema de transporte constituido por finisimos tibulos limitados por una
membrana muy fina cuya reactividad es idéntica a la de las basales. Estos
tiibulos estdn dotados de sinuosas prolongaciones que por su extremo infe-
rior contactan con los conglomerados de eélulas croméfilas, mientras que ha-
cia arriba contactan, confluyendo, con la membrana basal del epitelio, termi-
nando por desembocar entre las eélulas de revestimiento en un extremo afi-

lado o bien en dilataciones caliciformes.

El contenido de excrecién es positivo a la reacciéon PAS, como asimismo
metacroméitico a pH 38.6; el azul alcian lo tifie a pH 2.5. La metacromasia es
del tipo de la beta-metacromasia. Esto indicaria la existencia de un conglo-
merado de glucoproteinas y mucopolisaciridos fcidos no sulfatados.

o

Esifago

En este género, el eséfago es de paredes delgadas, no asi en otros, en
los que se ha deseripto la existencia de formacionts secretoras especiales
(gléndulas calciferas). Se compone de tractos conjuntivos y musculares finos
dispuestos en dos estratos; periféricamente estid revestido por elementos celu-
lares dispuestos a modo de serosa, que en zonas aisladas comienzan a asumir
el rol de células cloragbgenas.
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Kl epitelio de revestimiento del eséfago descansa sobre una muy fina y
neta membrana basal. Las eélulas son columnares y se disponen en un tinico es-
rato. Su nicleo es oval, el contenido cromatinico es finamente granular, y en
el citoplasma se distinguen dos regiones bien marcadas: la basal, cargada de
grénulos cromdéfilos que se conglomeran junto al nicleo y se disponen hacia la
profundidad en forma de estriaciones; y la apical, levemente acidéfila, de
aspecto granuloso, que mediante tineiones argénticas seglin la téenica de Las-
cano demuestra ser sede de un complejo de Golgi,

El apice de las células es finamente sinuoso, presentando finisimas mi-
crovellosidades; su determinacién con los medios épticos disponibles es difi-
cultosa y solamente mnos limitamos a sefialarla. Lias reacciones histoquimicas
de la membrana de cubierta supracelular son en este segmento apreciables y
se disponen de forma andloga a las de los epitelios bucal y faringeo-ventral.

Las granulaciones baséfilas del eitoplasma ofrecen evidencia de material
mucopolisacirido 4cido, especialmente en las zonas perinuclear y subapieal
del citoplasma. La reaceién es notable con el azul alcian en la gama de pH 2.5.
es decir, en el rango de deteccidn de mucopolisaciridos acidos fosfatados.

Adosados a la membrana basal se observan elementos de reemplazo o
reserva de la taniea epitelial, con niicleo mis tingible y citoplasma escaso.

Molleja

Es un segmento de tracto digestivo adaptado tanto a funciones de tran-
sito de los alimentos como a la actividad de malaxacién. Asume caracteristicas
andtomo-funcionales especiales.

El epitelio se apoya en una basal fuerte que le une a un complejo mus-
cular de gran potencia. Las células epiteliales columnares poseen ntcleos fu-
siformes situados en la parte media del cuerpo celular. Hacia la basal existen
numerosos elementos de reserva, en forma de células de pequefias dimensio
nes y forma redondeada.

Sobre los niicleos de las células de revestimiento se encuentran actimulos
de material baséfilo y finamente pulverulento; hacia la zona mesoapical, en
21 sector de citoplasma aciddfilo, existe otro eonglomerado, verdadera banda
9 condensacién de material proteico granular, Lia zona infranuclear se halla
repleta de estriaciones de tipo mitocondrial.

La disposicién y arquitectura celulares son muy uniformes. Las tinciones
€on azul de toluidina a pH 3.6 y pH 5.6 no revelan metacromasia. Las restan-
tes coloraciones y métodos histoquimicos destinados a la deteccién de mate-
rial hidrocarbonado intracelular no han sido positivas,

Este epitelio estd recubierto por una formacién euticular muy gruesa,
Verdadera coraza de trituracién de los clementos ingeridos. Con el hemalum-
tosina es totalmente negativa; el método de van Gieson la hace resaltar como
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una estructura altamente fuesinéfila, que se insinfia entre cada eélula a modo
de cortas dentelladuras. Fs fuertemente PAS positiva, y ante los otros mé.
todos de ensayo histoquimico utilizados solamente revel6 metacromasia con el
azul de toluidina a pH 5.6 en la superficie intraluminal. Ello indica la per-
sistencia de la estratificacién de la membrana supracelular antes sugerida, y
la presencia de un material glucoproteico especial. Van (ansen, en sus estu-
dios efectuados, lo califica como un material del tipo de la elastina, inte-
grante principal del tejido conjuntivo de los invertebrados.

Del mismo modo, asigna a la molleja una funeién secretora de un pro-
dueto histoquimicamente emparentado con el mueus, que rezumaria a través
de la cuticula hacia la luz de la molleja.

Las concepeiones clasicas del funcionamiento de los epitelios, v atn las
actuales, no condicen ficilmente con la existencia de una verdadera coraza
de cubierta de un epitelio secretor, v més ante la afirmacién de que tal co-
raza pudiese estar compuesta de un verdadero tejido o estructura elastinoide.

Estamos en total acuerdo con dicha autora en su afirmacién de la nece-
sidad de estudios mis profundos acerca de este problema,

El tracto de salida de la molleja muestra una paulatina disminueién del
espesor de la ténica muscular, hasta retomar su densidad de tinica esofagi-
va. Un hecho notable es 1a presencia, en este sector, de un verdadero collar de
células eroméfilas subepiteliales intermusculares cuya reactividad histoquimi-
ca coincide con la de los elementos homélogos descriptos en el epitelio ventrat
de la regién faringea. Estéin asimismo asociados con formaciones tubulares da
fransporte que se abren entre las eélulas epiteliales en el lumen esofdgico. Tios
ensayos con PAS y con azul aleian y azul de toluidina, en soluciones re-
guladas, denotan un contenido del tipo de las mucoproteinas neutras, y de
los mucopolisaciiridos 4cidos de tipo sulfatado ¥ no sulfatado.

Intestino

Hemos considerado una porcién anterior, desde el segmento XXV : una
regién media, desde el segmento XXXV hasta el I, ¥y otra posterior o ter
minal que comprende los tiltimos 20 segmentos.

La disposicién orgnica del intestino obedece al plan arquitectural del
resto del tubo digestivo (epitelio de cubierta - membrana basal - vaso sangui-
neo marginal - tinicas musculares ¥ revestimiento mesodermo-cloragiégeno).

El epitelio se dispone en forma de thnica celular monoestratificada, in-
tegrada por elementos columnares que pueden ser divididos en dos ~lases fun-
damentales: secretores y absortores. No existe una formacién de verdaderss
glandulas, y como .estructura, que a modo de vellosidad aumenta la superficie
del lumen intestinal se observa el tiflosol, que en esta espeeie es poco desarro-
llado. Las vertientes del tiflosol estin tapizadas principalmente por células de
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absoreion. Lo mismo se observa sobre las liminas constituidas por los brotes
capilares que hacen proteusion hacia la luz entérica.

En los lados y cara ventral de la porcion anterior y gran parte de la
poreién media del intestino, las eélulas son de tipo secretor.

Células secretoras

Resaltan por su aspecto globuloso, asemejando odres cuya apertura estre-
cha se encuentra entre los elementos vecines. Existen dos tipos principales;
uno es altamente baséfilo con las tinciones comunes de hematoxilina. El mate-
rial eelular se dispone a modo de barras o conglomerados que se adaptan al
;::ontorno celular, llegando a ocultar el micleo por su alta basofilia. En al-
gunos elementos el material baséfilo estd desplazado hacia uno de los extre-
mos del cuerpo celular, generalmente el basal. En algunas células la carga
del citoplasma se muestra vacuolada; las tinciones revelan el alto contenido
en material mueleoproteico (ortocromasia entre pH 4 y pH 6); la tinecién
PAS es negativa. En caso de las vacuolas, éstas son metacrométicas a pH 5.6
y ligeramente PAS-positivas. El material nuclear es abundante; el nicleo
vesiculoso, dotado de una neta membrana limitante, contiene un gran nucléo-
lo en su centro.

Otro tipo de células secretoras lo constituyen elementos altos, columna-
res y ligeramente globulosos que eontienen material ligeramente basifilo, es-
pumoso y PAS positivo; la intensidad de esta reaceién es notable en el sector
apical del citoplasma, existiendo en el resto una positividad menor. A menu-
do se observan ghtulas de seerecion PAS positivas en el momento de ser ves-
tidas hacia la Iuz intestinal. El azul de toluidina es liceramente positivo (me-
tacromasia alcohol-resistente) y la reaccién del hierro coloidal es escasa. Al-
gunos elementos demuestran haberse deplecionado de su contenido; su nficleo
ocupa una altura media y demuestra una forma oval, con un nucléolo pe-
quefio y compacto. El citoplasma ha perdido la basofilia y la reaccion al
PAS es leve.

Las tinciones con azul alcian son ligeramente positivas a pH 2.5, resal-
tando con este ensayo los contornos celulares y algunas vacuolas del citoplag-
ma. A pH 0.5 la afinidad tintorial y reactiva se localiza notablemente en
la zona basal inmediatamente anexa a los capilares. La membrana basal y la
regién apical de ambos tipos de células son débilmente positivas,

Células de absorcién

En estos clementos el citoplasma esté regionalmente diferenciado ¥y pue-
den ser seiialados una serie de segmentos o sectores celulares que desde el
dpice hacia la basal son:
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a) Zona de mierovellosidades: compuesta por microdigitaciones del cito-
plasma que brotan de una zénula lineal dotada de alta refringencia, verdadero
borde estriado. Estas vellosidades constituyen una zona compacta y homogé-
nea. La positividad a la reaccion PAS es franca. Las tinciones con azul de
toluidina a pH 3.6 y 5.6 revelan metacromasia que no resiste al aleohol. Las
tineiones con azul aleian a pH 0.5 y 2.5 son escasamente positivas. La reae-
cién de Iale del hierro coloidal es positiva. En algunos cortes de intestino
de especimenes mantenidos durante tres dias en un medio constituido por
agar gelificado, la positividad al PAS en la regién de las microvellosidades
fue muy alta, observandose igualmente un ineremento de la afinidad por el
hierro coloidal. En animales mantenidos en completo ayuno sobre esponja de
plastico humedecida durante 24 horas, la positividad a estas reacciones no se
agotd, si bien fue atenuada.

b) Zona apical: inmediatamente por debajo de las microvellosidades.
Aparece como un estrato baséfilo finamente granular. Tanto su reactividad
con el hemalum como los ensayos con el azul de tolnidina denotan la presen-
cia de material proteico. Las reacciones histoquimicas restantes son negativas.

¢) Zona subapical: ocupa un espesor que por lo general no es mayor que
1/5 de la altura de la célula. Es ligeramente acidéfila, ortocromitica con el
azul de toluidina, ligeramente positiva con el Hale y negativa ante el azul
aleian. En los animales que fueran sometidos a mantenimiento eon gel de
agar, esta regién presenta granulaciones baséfilas que se disponen como fini-
simas estriaciones de material ergastoplismico. Su exacta naturaleza atin no
ha sido determinada.

d) Zona mesoapical: clara, ligeramente acidéfila. Las tinciones con azul
de toluidina ofrecen metacromasia violiacea de poca intensidad, que es resis-
tente al tratamiento con aleohol, en todos los cortes analizados. La reaccitn
PAS es positiva, como lo es débilmente el ensayo con hierro coloidal. Las
tinciones de azul aleian a pH 2.5 son escasamente positivas.

e) Zona granulose supranuclear: inmediatamente adyacente al niicleo.
Esti repleta de finisimo material granular bas6filo; tinciones argénticas para
deteccion del aparato de Golgi nos permiten asimilar esta regién del ecito-
plasma a tal organoide celular. En algunos elementos se perciben los niicleos
rodeacdos por un halo de material baséfilo y ortoeromaitico, de caracteres nu-
cleoproteicos. Lias reacciones para identificacién de carbohidratos o mucinas
son negativas,

) Zona infranuclear: serie de estriaciones y vacuolas de distinto tamafio
en la que se detecta material PAS positivo dispuesto a manera de finas li-
neas; al igual que las vaeuolas es débilmente metacrémico con el azul de

toluidina. Lia reaccién de Hale es muy débil v el azul aleian a pI 0.5 es asi-
mismo débil.
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Esta disposicion zonal del citoplasma de los elementos de absoreién cs
sensiblemente igual en todos los sectores de los tramos intestinales anterior y
medio. Las reactividades para el hierro coloidal, como para el azul aleian,
nos colocan en presencia de muecopolisacdridos 4cidos, observindose el mayor
aefimulo de éstos en la zona de las microvellosidades y en las vecindades de
la membrana basal, puntos extremos de los sistemas de transporte celular.
Ensayos realizados en cortes sometidos a competicién iéniea con ecloruro de
magnesio nos permiten afirmar la presencia de muecopolisacaridos fcidos sul-
fatados y no sulfatados en todo el sistema de absorcién intestinal. La deter-
minacién de estos Gltimos no ha sido precisa por carecer de enzimas del tipo
de la neuraminidasa, pero los ensayos mediante soluciones abufferadas indi-
can la posible presencia de material fosfatado.

Hacia el intestino posterior se observa la reaparicién de algunos clemen-
tos muciparos PAS positivos. El resto de las células presenta una morfologia
y disposicién que no difiere de las células de absorcién ya deseriptas. La
cutieula de cubierta supraepitelial reaparece en log 1iltimos segmentos con
idénticas caracteristicas de arquitectura y reactividad.

Ciegos intestinales

Tstas dos formaciones del intestino anterior estin tapizadas por un ept-
telio columnar simple. Su aspecto difiere sensiblemente de las que se encuen-
tran en el tubo intestinal principal. Las microvellosidades apicales son PAS
positivas y débilmente metacromaticas. El citoplasma supranueclear es clare,
con algunas vacuolas y gitulas compuestas por material PAS positivo. Ta
esta zona se observan gruesos y escasos granulos baséfilos. La positividad ha-
cia la reaccion de Schiff en la regién infranuclear es igualmente notable. El
niicleo es elaro, con cromatina laxa y se observan uno o dos nueléolos peque-
1ios y bien tingibles.

(CONSIDERACIONES FINALES

19) EI tracto digestivo de Pheretima californica estd sometido en todos
Sus segmentos a procesos de seerecién en cuyo material se detectan mucopali-
saciridos fAcidos sulfatados y no sulfatados. Estos tltimos, por su comporta-
miento frente a sales de magnesio y en el rango de acidez a que fueron in-
vestigados, serian compuestos fosfatados. A nivel de la regién faringea y del
cono de salida de la molleja se encuentran sistemas de seereeién y tramsports
en forma de complejos presumiblemente mio-epiteliales en los que se detectan
mucopolisaciridos y material hidrocarbonadoaneutro PPAS positivo, del tipe
de las glucoprotefnas y mucinas epiteliales.
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El intestino estd revestido de un epitelio glandular muy activo en el
cual la funcién tanto secretoria de prineipios digestivos como la absorcion del
material digerido por éstos estd a cargo de células especializadas para cada
funcién. Los elementos celulares de absorcion coexisten con los secretores; mno
se aprecia formacién de estructuras organoides con aspecto de verdaderas
glandulas; el citoplasma de las células de absorcién estd altamente espeeiali-
zado para esta actividad, como lo muestra la sistematizacién de su citoplas-
ma. La estratificacion funcional de este citoplasma es aqui analizada histo-
quimicamente, con vistas a la deteccién de material hidrocarbonado. Detée-
tanse materiales 4cidos y meutros, del tipo de los mucopolisaciridos y protei-
nas hidrocarbonadas, respectivamente.

29) La disposicién estructural de las cuticulas es la de un sistema de
cubierta supraepitelial con disposicién ordenada de sus componentes a ma-
nera de estratos, cada uno de los cuales observa determinadas caracteristicas
reactivas. Esto concuerda con lo descripto en cubiertas epiteliales de estruec-
turas glandulares y de revestimiento de vertebrados, y como en éstos, concu-
rre a complementar las funciones de transporte a través de membranas y de
secrecion de los epitelios.

3%) Las técnicas para la deteccién de substancias hidrocarbonadas com-
plejas son para nosotros un primer jalon para la investigacién histofisiolégiea
de los mecanismos y estructuras celulares de esta especie y del género que la
involuera.
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