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The influence of the dehydration treatment on the hypophysial neural lobe of the water
snake Natrix maura, has been investigated. Whereas control animals stayed in fresh water,
experimental snakes were immersed in a hypertonic solution of sodium chloride (35 %o) for
48 h. All specimens were fixed by vascular perfusion with Bouin fluid and the pituitaries
embedded in paraffin. The sections were stained through histochemical procedures and im
munocytochemistry by means of antisera against bovine neurophysins, vasotocin and meso-
tocin. The intensity of the immunoreaction was measured by microdensitometry. The osmotic
stress significantly decreases the amount of stainable neurosecretory material in the neural lobe
as well as the immunoreactivity to antineurophysin and antivasotocin sera. Contrariwise, there
is no clear decrease in the immunoreactivity to antimesotocin serum. These results suggest that
the osmotic stress in Natrix maura elicited an increase in the release of vasotocin.

Key words: Vasotocin, Mesotocin, Neurophysins, Neural lobe, Immunocytochemistry,
Dehydration, Natrix maura.

La principal funcion biologica de la ar-
ginina-vasopresina (AVP), en mamiferos,
es su actividad antidiuretica, produciendo
una reabsorcion de agua a nivel renal con
la consiguiente concentracion urinaria (5).
Estudios bioquimicos por radioinmuno- 
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ensayo (14, 31, 34), electrofisiologicos
(27) e inmunocitoquimicos (6) han mos-
trado que la sintesis y el vertido de esta
hormona aumenta bajo estimulos que in-
crementan la osmolaridad o disminuyen el
volumen sanguineo: privacion de agua, in-
yeccion de ClNa, hemorragias, etc. (36).
Estos mismos estimulos, incrementan
tambien el vertido de oxitocina (OXI) (14,
31, 34, 36); sin embargo, no esta claro el
posible papel que pudiera tener la OXI en
la osmorregulacidn.

En vertebrados no mamiferos la argi-
nina-vasotocina (AVT), hormona analoga 
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a la A VP de mamiferos, tambien posee ac-
tividad antidiuretica (11, 23), incremen-
tandose su secrecion bajo condiciones de
deshidratacion (17, 20-22). Al igual que en
el caso de la oxitocina el papel de la hor-
mona analoga de no mamiferos, mesoto-
cina (MST), en la omorregulacion y su po-
sible vertido frente a estimulos osmoticos
no esta bien establecido (5, 18). Existen
pocos trabajos sobre la respuesta del sis-
tema hipotalamo-hipofisario de reptiles
ante condiciones de deshidratacion (5, 26,
28). En la serpiente Diadophispunctatus se
ha demostrado por metodos histoquimi-
cos una marcada disminucion del material
neurosecretor, tanto en los lugares de pro-
duccion (nucleos magnocelulares hipota-
lamicos) como enlos de almacenamiento y
vertido (neurohipofisis) (26). A pesar de
existir algunos estudios inmunocitoqui-
micos descriptivos (2, 8, 12), no se co-
nocen datos individuales para cada una de
las hormonas hipofisarias de reptiles, AVT
y MST. Trabajos previos en Natrix maura
han demostrado la excelente inmunorreac-
tividad del sistema hipotalamo-hipofisario
ante los antisueros utilizados en este estu
dio (8). Tambien en esta especie, experi-
mentos recientes de deshidratacion han
mostrado una marcada disminucion del
material inmunoreactivo al anti-AVT en el
soma de celulas AVT de los nucleos su-
praoptico y paraventricular, mientras que
se produce un aumento del numero de go-
tas coloidales, lo cual se interoreta como
un incremento de la actividacf celular (9,
10).

El proposito del presente trabajo es el
estudio de las diferencias en la inmuno-
rreactividad del lobulo neural (LN) a los
antisueros contra hormonas neurohipofi-
sarias, en especfmenes de Natrix maura
sometidos a condiciones de estres osmo-
tico con respecto a la inmunorreactividad
obsei-vada en individuos controles. Para
ello se ha realizado un analisis semicuan-
titativo, por tecnicas microdensitometri-
cas, de las intensidades de inmunotincion
del lobulo neural. Los resultados se dis- 

cuten en relacion al papel fisiologico de la
AVT en esta especie.

Material y Metodos

Animates. — Se han utilizado ejempla-
res adultos, de ambos sexos, de la ser
piente de rio Natrix Maura (peso medio
60 g), capturados en su ambiente natural
y mantenidos en acuarios-terrarios apro-
piados, donde se alimentaron ad libitum
con adultos y larvas de Rana ridibunda.

Experimento de deshidratacion. — Los
ejemplares se distribuyeron en dos gru-
pos: A) Control (n = 4), mantenidos en
peceras con agua dulce y sin zonas secas.
B) Experimental (n = 8), sometido a des
hidratacion. Los animales se mantenian,
durante 48 h en peceras con una solucion
hipertonica de CINa (35 %o), sin zonas se
cas, por lo que debian permanecer todo el
tiempo sumergidos.

Estudios previos, en los cuales los ejem
plares se mantenian en solucion hiperto
nica durante 6, 24 y 48 h demostraron que
a este ultimo tiempo se obtenia la mayor
respuesta del sistema hipotalamo-hipofi
sario (9).

Estudio histoquimico e inmunocitoqui-
mico. — Los animales fueron anestesiados
con tricaina (Sigma) (0,292 mg/g), y per-
fundidos con solucion Ringer y con la
mezcla fijadora de Bouin, durante 40 min.
Los cerebros extraidos se sumergieron en
el mismo fijador durante 48 h y, poste-
riormente, se deshidrataron e incluyeron
en parafina. Las secciones transversales se
tineron con el metodo del acido peryddi-
co-reactivo de Schiff (PAS) y paraldehido-
fucsina (AF).

Algunas secciones fueron inmunoteni-
das segun el metodo PAP del segundo
anticuerpo no marcado (32). Como pri-
meros anticuerpos se utilizaron antisueros
obtenidos contra una mezcla de neurofi-
sinas bovinas I y II (Nfs) (1:1.000), argi- 
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nina-vasotocina (AVT) (1/2.500) y meso-
tocina (MST) (1/2.000).

Todas las secciones fueron incubadas
durante 18 h a 22 °C en el primer anti-
cuerpo. El segundo anticuerpo se usd a
una dilucion de 1:10 durante 30 min a
22 °C, y el complejo PAP (dilucion 1:75)
a igual tiempo y temperatura. Todos los
anticuerpos se diluyeron en Tris (pH 7,8)
conteniendo 0,7 % de Carraginina (Sig
ma) y 0,5 % Triton X-100 (Sigma). La pe-
roxidasa se visualizaba por incubacidn de
las secciones en una solucion conteniendo
0,2 % de 3,3’-diaminobencidina tetrahi-
drocloruro (Sigma, DAB) en tampon Tris
y 0,007 % H2O2, durante 15 min a tem
peratura ambiente y en oscuridad.

Microdensitomctria. — Se inmunotine-
ron, por cada animal estudiado, tres sec
ciones del lobulo neural obtenidas a dife-
rentes niveles. Todas las secciones se pro-
cesaron juntas, bajo identicas condiciones,
en la misma sesion de inmunotincidn.

El analisis microdensitometrico de los
lobulos neuronales inmunotenidos con
anti-AVT y anti-Nfs se realize en un ana-
lizador de imagen IBAS II. Las caracte-
risticas de las tecnicas inmunocitoquimicas
solo permiten realizar estudios semicuan-
titativos respecto a la concentracion del
material en el tejido procesado. Los re-
sultados se refieren a intensidades de in
munotincidn y no a concentraciones hor-
monales absolutas. La intensidad media de
inmunotincidn obtenida en los animales
controles es considerada como el 100 %
de inmunotincidn. Los valores medios ob-
tenidos en animales deshidratados se ex-
presan como % de disminucidn de inten
sidad de inmunotincidn respecto a los
controles. En el analisis estadistico se uti
lize la t de Student.

Resultados

El lobulo neural de la hipofisis de la cu-
lebra de no Natrix mewra. esta constituido 

por un numero variable de lobulillos, se-
parados entre si por septos conjuntivos en
los que se localizan capilares sanguineos.
Cada lobulillo consta de una region hiliar
en el centre y una region en empalizada
en posicion periferica, que contacta con
los septos conjuntivos. La region en em
palizada ccntiene los terminales axonicos
de las neuronas magnocelulares, que ter-
minan sobre los septos conjuntivos.

Animales controles. — El lobulo neural
se tine intensamente con la aldehido-fuc-
sina. El numero de libras que se tinen con
el PAS es menor. la inmunotincidn con
anti-Nfs revela la totalidad de los termi
nales, apareciendo el lobulo neural inten
samente tenido (fig. 1A); la tincidn con
anti-AVT revela un menor numero de fi-
bras que se encuentran, preferentemente,

Fig. 1. Inmnnatincion de secciones transversales
del lobulo neural de Natrix maura con anticnerpo

anti-Nfs (165 X).
A) animal control. B) animal sometido a deshi-
dratacion por inmersion cn solucion hipertonica
de CINa. La inmunorreaccividad disminuye en
los animales experimentales y se incrementa el nu

mero de cuerpos de Herring (flechas).
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Tabla I. Inmunotincidn del Idbulo neural (%) de
animates controles y deshidratados.

Los valores relatives (media ± d, t). para los ani
mates deshidratados (n = 8) se expresan como un
porcentaje del valor medio de los animates contro-

les (n = 4) fijado como el 100 %.

• p < 0,01; N.S. = no significative.

Antisuero Deshidratado

Antineurofisinas 76,37 ± 4,92*
Antivasotocina 78,96 ± 4,19*
Antimesotocina 98,85 ± 3,13 N.S.

en la zona en empalizada. En la zona hiliar
de los lobulillos se localizan grandes acu-
mulos de material AF, PAS, anti-AVT y
anti-Nfs positives, que deben correspon-
derse con los cuerpos de Herring. El anti-
suero contra la MST revela un menor nu-
mero de fibras positivas que el anti-AVT.
Estas se localizan, casi exclusivamente, en
la region en empalizada.

Animates deshidratados. — Al utilizar
las tecnicas histoquimicas e inmunocito-
quimicas, aplicando anti-AVT y anti-Nfs,
se aprecia una disminucion general de tin-
cidn en todo el Idbulo neural (fig. IB). Sin
embargo, se observa un incremento en el
numero y tamano de las dilataciones axo
nales y cuerpos de Herring. Con anti-
MST se aprecian pocas diferencias en la in-
tensidad de inmunotincidn, respecto a los
controles.

El analisis microcjensitometrico (tabla I)
revela, al inmunotenir con anti-Nfs, una
disminucion en la intensidad de tincion
respecto al control. Resultados similares
se obtienen al tenir con anti-AVT. Sin em
bargo, la inmunorreactividad al anti-MST
no demuestra diferencias significativas en-
tre los animales controles y deshidratados.

Discusion
El metodo de deshidratacidn usado en

nuestro estudio es efectivo para inducir un
cheque osmotico en la culebra Natrix
maura. La diferencia de presion osmotica 

entre el medio interno (POs ~ 280
mOsm/ml) y el medio ambiente hipersa-
lina (POs ~ 1.090 mOsm/ml) origina un
flujo neto de agua, desde el animal hasta
el exterior, con la consiguiente deshidra
tacidn del mismo (1).

Las hormonas neurohipofisarias de ver-
tebrados son sintetizadas en los nucleos
magnocelulares hipotalamicos, siendo
transportadas intraaxonalmente por la
zona interna de la eminencia media y el
tallo hipofisario hasta el Idbulo neural. En
este se localizan los terminales axonicos,
que constituyen el lugar de almacenamien-
to y liberacion de los productos de secre-
cion (4, 30). En mamiferos, el incremento
en la osmolaridad plasmatica, por deshi
dratacidn o por incorporacion ae sal, pro
duce un aumento de la AVP circulante en
sangre, lo que provoca antidiuresis por in
cremento ae la reabsorcion de agua en los
tubulos renales (5). Este hecho se traduce
en modificaciones morfoldgicas en el sis-
tema hipotalamo-hipofisario tales como:
disminucion de la inmunorreactividad al
anti-AVP en el Idbulo neural y pericarion
de las neuronas AVP de los nucleos mag
nocelulares e incremento en los axones y
dendritas (6), incremento en la cantidad de
ARN mensajero para el precursor de la
AVP medido por nibridacion in situ e hi-
perplasia celular (13). Esta serie de acon-
tecimientos sucede siempre, aunque exis-
ten variaciones en el tiempo de respuesta
dependiendo de los diferentes animales
experimentales o autores. Dichas modifi
caciones indican una activacion de la bio-
sintesis del precursor de la AVP, del trans
pose axonico de granos neurosecretores y
del vertido de la hormona en el Idbulo
neural de la neurohipofisis.

Situaciones similares ocurren en otros
grupos de vertebrados no mamiferos para
el correspondiente peptido neurohipofi-
sario antidiuretico (5, 11, 23). En lacerti-
dos, la deshidratacidn incrementa la can
tidad de AVT circulante en sangre (28); lo
que produce una antidiuresis por dismi-
nucion del numero de nefronas filtrantes 
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en el rinon y de la tasa de filtracion glo
merular por nefrona (5). Tambien en rep
tiles, el incremento en la AVT circulante
se traduce en modificaciones morfologicas
del sistema hipotalamo-hipofisario. En
ofidios sometidos a deshidratacion se ha
demostrado, mediante tecnicas histoqui-
micas, una disminucion del material se-
cretorio almacenado en la neurohipofisis
(7, 25, 33). Nuestros resultados histoqui-
micos e inmunocitoquimicos muestran
que, con las condiciones experimentales
utilizadas la deshidratacion provoca, en
Matrix maura, una disminucion de la in-
munorreactividad al anti-AVT en el 16-
bulo neural. Esto puede ser considerado
como una consecuencia del incremento del
vertido de la hormona desde la neurohi
pofisis a la circulacion sistemica. Ejempla-
res sometidos a deshidratacion, han mos-
trado una disminucion de la inmunorreac-
tividad en el soma de las neuronas secre-
toras de AVT. Igualmente se aprecia un
incremento en el numero de gotas coloi-
dales, que representan un tipico sistema de
deposit© de material precursor en verte-
brados no mamiferos (9, 10).

En mamiferos, la hiperosmolaridad
plasmatica provoca tambien un incremen
to en el vertido de oxitocina en la neurohi
pofisis (16), y una activacion de las neu
ronas oxitocinergicas de los nucleos mag-
nocelulares hipotalamicos (13) del mismo
nivel que los descritos para la AVP. Aun-
que afgunos autores atribuyen a la OXI
una capacidad natriuretica (3), se desco-
noce el papel concrete que pueda jugar
esta hormona en la osmorregulacion en
mamiferos. La mesotocina es una neuro-
hormona de vertebrados no mamiferos
cuya funcion no es bien conocida. Una
funcion relacionada con la reproduccion,
similar a la encontrada para la OXI en
mamiferos, no es evidente. Aunque en
algunos casos se ha relacionado un incre
mento en el vertido de la MST con mo-
vimientos del oviducto (18), en gallinas la
oviposicion no produce una modificacion
en la cantidad de MST inmunorreactiva en 

plasma (19). Resultados preliminares, en
preparacion, muestran una apreciable dis
minucion de la inmunorreactifidad del 16-
bulo neural al anti-MST en ejemplares
hembras de Matrix maura recien ovadas
(n = 2), lo cual parece indicar un incre
mento del vertido de la MST en esta si-
tuacion fisiologica.

En cuanto a la posible relacion entre la
MST y la osmorregulacion, los datos son
contradictorios. En anfibios se ha sugeri-
do que la MST podria actuar como diu
retic© (oponiendose por tanto al de la
AVT), incrementando la tasa de filtracion
glomerular (35). En aves se incrementa la
cantidad de MST plasmatica tras inyeccion
de solucion hipotonica (15, 29), lo que
esta de acuerdo con lo mencionado en an
fibios; sin embargo, tambien en aves se ha
registrado un incremento en condiciones
de deshidratacion o hemorragia (19).
Nuestros resultados indican que la deshi
dratacion en Matrix maura no varia la can
tidad de MST inmunorreactiva en el 16-
bulo neural, lo cual parece indicar que no
existe un incremento del vertido de fa hor
mona en sangre bajo esta condicion ex
perimental. Existe la posibilidad de que, al
igual que en anfibios, otros estimulos
como fa hipoosmolaridad provoquen un
vertido de la hormona.

En animales deshidratados la region hi-
liar del lobulo neural muestra un incre
mento en el numero y tarnano de los cuer-
pos de Herring, condicion que ha sido
descrita tambien en mamiferos (6). Dadas
sus afinidades histoquimicas (AF y PAS
positivas) e inmunocitoquimicas (AVT y
Nfs positivas, MST negativas) (24, 25) los
cuerpos de Herring son, presumiblemen-
te, ae naturaleza vasopresinergica o va-
sotocinergica. Es sorprendente el hecho de
que en el lobulo neural de animales en des
hidratacion disminuya el contenido de
hormona antidiuretica en los terminales,
pero se incremente en los cuerpos de He
rring, estructuras supuestamente encar-
gadas de la destruccion y/o regeneracion
de hormona envejecida (6).

Rev. esp. Fislol., 46 (2), 1990



188 J. M. MANCERA, P. FERNANDEZ-LLEBREZ Y J. M. PEREZ-FIGARES

Agradccimientos

Queremos agradecer a los profesores E. M. Ro
driguez (Valdivia, Chile), R. M. Buijs (Amsterdam,
Holanda) y S. Blahser (Gicpen, RFA) su amabilidad
al proveernos los antisueros utilizados.

Resumen

Se estudia la influencia de tratamientos de deshi-
dratacion sobre el contenido del lobulo neural hi-
pofisario en la culebra de rio, Natrix maura. Mien-
tras que los animates controles permanecen en agua
dulce, los ejemplares experimentales se sumergen en
solucion hipertonica de cloruro sodico (35 %o) du
rante 48 horas. Todos los animates son fijados por
perfusion vascular con liquid© Bouin y los cerebros
incluidos en parafina. Las secciones se tihen median-
te procedimientos histoquimicos e inmunocitoqui-
micos, con antisueros contra una mezcla de neuro-
fisinas bovinas, vasotocina y mesotocina. La inten-
sidad de la inmunorreaccion se cuantifica por micro-
densitometria. El cstres osmotico disminuye signi-
ficativamente la cantidad de material tehido en la
neurohipofisis, asi como el material inmunorreactivo
a los antisueros contra las neurofisinas y la vasoto
cina. No se aprecia, por el contrario, una clara dis-
minucion en la inmunorreactividad a la antimesoto-
cina. Estos resultados sugieren que el estres osmotico
en Natrix maura provoca una liberacion neurohi-
pofisaria de vasotocina, pero no de mesotocina.

Palabras clave: Vasotocina, Mesotocina, Neurofi
sinas, lobulo neural, Inmunocitoquimica, Deshidra-

tacion, Natrix maura.

Bibliografia

1. Bentley, P. J.: En: Biology of the reptilia  (C.*
Gans y W. R. Dawson, eds.). Academic Press,
Londres, 1976, Vol. 5, pp. 365-412.

2. Bons, N.: Gen. Comp. Endocrinol., 52, 56-66,
1983.

3. Buckalew, V. M. Jr. y Gruber, K. A.: Ann.
Rev. Physiol., 46, 343-358, 1984.

4. Castel, M., Gainer, H. y Dellmann, H. D.:
Int. Rev. Cytol., 88, 303-459, 1984.

5. Dantzler, W. H.: Comparative physiology of

the vertebrate kidney (D. S. Earner ed.). Sprin-
ger-Verlag, Berlin. 1988, pp. 157-171.

6. Dellmann, H. D., Rodriguez, E. M., Pena, P.
y Siegmund, L: Neuroendocrinology, 47, 335-
342, 1988.

7. Eyeson, K. N.: Ghana J. Sci., 10, 71-81, 1970.
8. Fernandez-Llebrez, P. Perez, J. Nadales A. E.,

Cifuentes, M.; Grondona, J. M., Mancera, J.
M. y Rodriguez, E. M.: Cell Tissue Res., 253,
435-445, 1988.

9. Fernandez-Llebrez, P., Andrades, J. A. y Pe
rez, J.: Rev. esp. Fisiol., 45, 385-390, 1989.

10. Fernandez-Llebrez, P., Lancha Bernal, A. M.,
Rodriguez, E. M., Perez, J., Andrades, J. A.
et al.: Cell Tissue Res., 260, 69-76, 1990.

11. George, J. C.: Amer. Zool., 17, 787-808, 1977.
12. Goossens, N., Dierickx, K. y Vandesande, F.:

Cell. Tissue Res., 200, 223-227, 1979.
13. Hyodo, S., Fujiwara, M., Sato, M. y Urano,

A.: Zool. Sco., 5, 1033-1042, 1988.
14. Kasting, N. W.: Can. J. Physiol. Pharmacol.,

66, 22-26, 1988.
15. Koike, T. L, Neldon, H. L., McKay, D. W.

y Rayford, P. L.: Gen. Comp. Endocrinol., 36,
93-103, 1986.

16. Leng, G., Dyball, R. E. J. y Russell, J. A.:
Comp. Biochem. Physiol., 90, 781-788, 1988.

17. Levinsky, N. G. y Sawyer, W. H.: Proc. Soc.
Exptl. Biol. Med., 82, 272-274, 1953.

18. Norris, D. O.: Vertebrate Endocrinology. Lea
and Febiger, Filadelfia, 1985, pp. 147-161.

19. Nouwen, E. J., Decuypere, E., Khun, E. R.,
Michels, H., Hall, T. R. y Chadwick, A.: J.
Endocrinol., 102, 345-351, 1984.

20. Oksche, A., Laws, D. F., Kamemoto, F. I. y
Famer, D. S.: Z. Zellforsch., 51, 1-42, 1959.

21. Oksche, A., Earner, D. S., Serventy, D. L.,
Wolff, F. y Nicholls, C. A.: Z. Zellforsch., 58,
846-914, 1963.

22. Oksche, A., Wilson, W. O. y Famer, D. S.:
Z. Zellforsch., 61, 688-709, 1964.

23. Pang, P. K. T., Furspan, P. B. y Sawyer, W.
H.: Amer. Zool., 23, 655-662, 1983.

24. Perez, J. y Fernandez-Llebrez, P.: Cell Tissue
Res., 258, 547-554, 1989.

25. Peruzzo, B., Rodriguez, E. M.: Histochem
istry, 92, 505-513, 1989.

26. Philibert, R. L. y Kamemoto, F. L.: Gen.
Comp. Endocrinol., 5, 326-335, 1965.

27. Poulain, D. A. y Wakerley, J. B.: Neuro
science, 7, 773-808, 1982.

28. Rice, G. E.: Gen. Comp. Endocrinol., 47, 1-6,
1982.

Rev. esp. Fisiol., 46 (2), 1990



l6bulo neural hipofisario y deshidratacion 189

29. Robinzon, B., Koike, T. I., Neldon, H. L.,
Kinzler, L., Hendry, I. R. y El Halawani, M.
E.: British Poultry Sci., 29, 639-652, 1988.

30. Rodriguez, E. M.: En: «Peptides hormones
and behaviour® (C. B. Nemeroff y A. J. Dunn
eds). Spectrum Publ. Inc., Nueva York, pp. 1-
35, 1984.

31. Sherman, T. G., Day, R., Civelli, O., Doug
las, J., Herbert, E., Akil, H. y Watson, S. J.:
J. Neurosci., 8, 3785-3796, 1988.

32. Sterberger, L. A., Hardy, P. H., Cuculis, J. J.
y Meyer, H. G.: J. Histochem. Cytochem., 18,
315-333, 1970.

33. Sheela, R. y Pandalaj, K. R.: Gen. Comp. En
docrinol., 11, 257-261, 1968.

34. Stricker, E. M., Hosutt, J. A. y Verbalis, J.
G.: Am. J. Physiol., 252, 889-896, 1987.

35. Uchiyama, M., Murakami, T. y Pang, P. K.
T.: 10th. Int. Symp. Comp. Endocrinol., Abs
tracts. Cooper Mountains, Colorado USA,
1985.

36. Van Wimersma Greidanus, Tj. B., Ten Haaf,
J. A. y Mens, W. B. J.: En <Regulation of pi
tuitary function® (Tj. B. van Wimersma-Grei-
danus y S. W. J. Lamberts, eds.), Karger, Ba-
silea, 1985, pp. 197-212.

Rev. esp. Fisiol., 46 (2), 1990




