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I. INTRODUCCION.

I.1. Generalidades.

Hace unos 280 millones de afios, al final del Devénico, un
pez con aletas semejantes a patas y provisto de pulmones
rudimentarios sobrevivié al paso terrestre entre charcas
medio secas. Tras millones de aflos de vida acuédtica, este
pudo haber sido el primer paso en la lenta colonizacién del

medio terrestre por parte de los vertebrados.

La transicién de peces a anfibios llevé millones de afios y
tuvo lugar siguiendo fases muy lentas. En la mayorfa de los
anfibios actuales existe una transicién similar en un perfodo

concreto del ciclo vital: la metamorfosis.

El desarrollo embrionario en anfibios comienza con la
activacién del ovocito por la presencia del espermatozoide.
En la mayoria de los anfibios ocurre en el agua, donde las
gametas son depositadas. Luego de la eclosién (momento en que
el embrién por medio de movimientos musculares se libera de
la membrana de fecundacién), los embriones se transforman en
larvas nadadoras y a través de la metamorfosis adoptarén la
forma adulta definitiva que les permitird vivir fuera del
agua, si bien los adultos en la mayoria de los casos volverédn

al medio acudtico para reproducirse.

La evolucién implica wuna serie de adaptaciones al medio
por parte de generaciones sucesivas de organismos que

presentan mutaciones genéticas favorables. Por su parte la



metamorfosis es una adaptacién directa, un desarrollo
transicional desde una forma larvaria, especializada para
vivir en un medio ambiente acuédtico, a una forma adulta
adaptada al medio terrestre o semiterrestre (Frieden, 1963).
En un corto perfiodo de tiempo la larva debe sufrir una serie
de transformaciones estructurales, fisiolégicas, bioquimicas

y de comportamiento que hardn que este ser pisciforme, con

cola, respiracion branquial, excrecién amoniotélica y
alimentacién herbivora se transforme en un adulto, de
respiracién pulmonar y cuténesa, excrecién uricotélica y

hdbitos alimentarios carnfvoros.

En la actualidad la clase Amphibia se divide en tres
6rdenes: Anura, Urodela y Apoda. Si bien los tres grupos
presentan o manifiestan modificaciones relacionadas con el
proceso metamérfico, es en los anuros en donde estos cambios

son mayores y, por lo tanto, se hacen méds evidentes.

Los cambios metamérficos son de tres tipos: en primer
lugar, la regresién de estructuras y funciones que son sélo
significativas en la larva; al mismo tiempo la transformacién
de estructuras larvarias en otras dtiles para el adulto y,
por Gltimo, el desarrollo de nuevas estructuras y funciones
esenciales para el adulto. Estos cambios, que son més
evidentes en anuros que en urodelos, se presentan en una
secuencia ordenada de <cronologia definida durante la vida
larvaria, representando la parte mé&s llamativa y estudiada

del desarrollo de anfibios.



La mayoria de los autores (Taylor y Kollros, 1946; Cambar
y Marrot, 1954; Cambar y Gipouloux, 1956, Gosner, 1960)
coinciden en agrupar los acontecimientos que tienen lugar

durante el desarrollo de anfibios en dos grandes perfiodos:

1.- Perfodo embrionario: Comprende desde el momento de la
fecundacién hasta la aparicién de wuna larva con

branquias internas.

2.- Perfodo larvario: Se inicia en el momento en que hacen
su aparicién los esbozos de los miembros posteriores y

termina con la culminacién de la metamorfosis.

A su vez el desarrollo postembrionario de 1los anuros fue
separado por Etkin (1964, 1968) en tres especificas fases:

premetamorfosis, prometamorfosis y climax metamérfico.

Premetamorfosis: Considerado como el verdadero periodo
larvario. Comenzarfa con la aparicién de los esbozos de los
miembros posteriores. Presente sé6lo en anuros, se caracteriza
por un crecimiento considerable de la larva y por el gran
desarrollo de sus estructuras sin que existan cambios
metamérficos; sin embargo los miembros posteriores no

presentan un gran desarrollo.

Prometamorfosis: Durante esta etapa continda el crecimiento
de la larva. Lo més significativo de este perfodo es el
crecimiento y desarrollo de los miembros posteriores,

produciéndose algunos cambios metamérficos menores tales como



la reabsorcién de la pieza cloacal, caracteristica que sefiala

el final de esta etapa.

Clfmax metamOérfico: En esta fase se producen los cambios
aparentes mds drédsticos: Emergencia de los miembros
anteriores, cambia la forma general del cuerpo, se amplia la
boca y ocurre la regresién de la cola. Ademds de estos
cambios reconocibles en la forma externa, se producen
profundas alteraciones en la anatomfia interna que involucran
en mayor o menor grado a todos los 6rganos y tejidos; en
particular al esqueleto, musculatura, intestino, rifién,
células sanguineas y piel. Paralelamente también ocurren
cambios bioquimicos, comportamentales y fisiolégicos para
anticipar la transicién del medio acudtico al terrestre. Se
considera finalizado cuando se ha completado 1la reabsorcién
de la cola, resultando un ejemplar similar al adulto pero de

menor tamaiio.

Hasta 1912 e incluso en décadas posteriores, el estudio
del desarrollo de anfibios y més concretamente de la
metamorfosis fue exclusivamente descriptivo. A partir de esta
fecha se asiste a un cambio trascendental cuando Gudernatsch
(1912, 1914), al investigar la capacidad relativa que
diversos tejidos de caballo podrian tener como potenciadores
del crecimiento, alimenté con ellos a renacuajos de Rana
temporaria. Observd que Jla administracién de 1la gléndula
tiroidea provocaba el climax metamérfico, incluso en animales

premetamérficos. Este descubrimiento, cuya importancia ha



sido subestimada, supuso el reconocimiento de la
funcionalidad de un érgano endécrino en animales

poiquilotermos.

Estudios posteriores (Allen, 1916, 1918, 1920; Smith 1916)
confirmaron el control ejercido por la pars distalis
adenohipofisaria sobre la glédndula tiroidea. Se establecié de
esta manera que la metamorfosis estd controlada directamente
por la tiroides e indirectamente por 1la pars distalis, via
hormona tireotropa; asimismo se evidencié que los procesos
metamérficos no tienen lugar si alguna de estas glédndulas

presenta una disfuncién patalégica experimental.

Durante afios el estudio endécrino de 1la metamorfosis se
limité unicamente al papel ejercido por estas dos glédndulas.
M4s recientemente se ha observado 1la implicacién de otras
estructuras endécrinas como del hipotdlamo y de las hormonas
hipofisarias promotoras del crecimiento. Asf mismo se ha
evidenciado la relacién de la glédndula interrenal, el cuerpo
ultimobranquial, el pdncreas endécrino y, posiblemente, la
gléndula pineal en la regulacién de la metamorfosis, que se

presenta como un ejemplo prominente de integracién endécrina.

Cabe destacar también que numerosas variables ambientales
y biolégicas afectan el crecimiento y la metamorfosis de los
anuros, ya que todas las hormonas involucradas en estos
procesos operan influenciadas por la 1luz, (Guyetant, 1964;
Eichler y Gray, 1976; Wright et al., 1988) la temperatura

(Smith-Gill y Berven, 1979; Hota y Dash, 1986; Miranda et



al., 1993a) y otras variables como ser densidad poblacional
(Collins, 1979; Dash y Hota, 1980; Miranda, 1993b) o el
alimento disponible (Steinwascher y Travis, 1983; Licht,

1967).

I.2. Hip6fisis.

En la evolucién de 1los cordados aparece una encrucijada
morfofuncional en las rutas de informacion implicadas en la
homeostasis. En esta encrucijada, la hip6fisis o gléndula
pituitaria, va a ser la responsable de la coordinacién entre
e] sistema nervioso central y el resto del sistema endécrino
mediante relaciones de tipo "feedback" que conseguirén
mantener estabilizado el medio interno. A su vez, las zonas
neuroenddécrinas de la hip6fisis permiten a las estructuras
internas corporales adaptarse a los cambios ambientales

externos.

El valor de supervivencia de tal conexién no puede ser
subestimado. Si consideramos que el conocimiento que poseemos
de nuestro medio ambiente lo obtenemos via sistema nervioso y
que la mayoria de los ajustes metab6licos estédn controlados
por hormonas circulantes en sangre, concluiremos que, sin un
nexo de unién entre los dos sistemas, operarfamos en un vacfio

ambiental.

En anfibios, el estudio de la hip6fisis Yy més

concretamente de la adenohip6fisis presenta ademds un doble



interés: por una parte el interés intrinseco de
manifestaciones morfofuncionales tan llamativas como la
metamorfosis, el ciclo sexual y el cambio de color y, por
otra parte, la condicién de este grupo de vertebrados de ser
los primeros cordados que intentan con éxito la conquista del

medio terrestre.

Al igual que ocurre en el resto de los vertebrados, la
hip6fisis de anfibios presenta un doble origen: ectodérmico y
nervioso. En el embrién, en el estadio de botén caudal, se
observa una invaginacién sé6lida del ectodermo en la regién
frontal de la cabeza préxima a las fosetas olfativas. Este
esbozo pierde pronto su contacto con la regién del estomodeo,
emigrando en direccién caudal entre el prosencéfalo y el
techo faringeo hasta contactar con un diverticulo ventral del
diencéfalo: el proceso infundibular. En el esbozo ectodérmico
se observan células con niGcleos grandes que no presentan una
distribucién definida. Por su parte, las células
infundibulares que originardn la neurohip6fisis se organizan
formando un epitelio que reviste el tercer ventriculo (Kerr,
1939, 1966; van Oordt, 1974; Doerr-Schott, 1968b; Reyrel,

1970).

En el momento de la eclosién, las células que componen la
adenohip6fisis sufren una reorganizacién que implica una
transformacién de la forma externa del primordio y una

separacién interna en dos compartimentos, la pars intermedia



y la pars distalis, caracterizadas por ordenamientos

celulares diferentes (Nyholm, 1977).

Durante los primeros estadios de la premetamorfosis quedan
establecidas definitivamente las distintas zonas de la
hip6fisis. Por una parte, la region posterior de la
neurohipéfisis aumenta de voldmen dando lugar a la pars
nervosa, mientras que la regién anterior, origina la
eminencia media. Por su parte en el 16bulo ectodérmico se
definen tres formaciones: bajo la eminencia media se sitda la
pars distalis y bajo la pars nervosa se encuentra la pars
intermedia en posicién dorso caudal con respecto a la pars
distalis. La pars tuberalis, formada por células que poseen
grénulos de naturaleza proteica en su citoplasma, se sitda en
posicién rostro ventral formando dos pequefias agrupaciones
celulares a ambos lados de la pars distalis en la zona de

contacto con la eminencia media (Reyrel, 1970).

A lo largo del desarrollo, 1la pars distalis crece
llamativamente y su porcién dorso caudal se desplaza hacia
atrds bajo la pars intermedia, 1la cual adopta posiciones més
craneales. Al mismo tiempo 1la 2zona rostral de 1la pars
distalis se une estrechamente a la eminencia media desde la
cual crecen los vasos del sistema porta hipofisario (Green,
1947). El resto del 16bulo se extiende en direccinos caudeal y
latera]l hasta adquirir forma discoidal (van Oordt, 1974). En
la figura 1, se esquematiza en secciones sagitales, el

desarrollo de la regién hipofisaria en distintos anuros.
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Fig.

1

Midbrain

(L)

Esquemas de secciones sagitales de la regidn
hipofisaria de: A, rana adulta; B larva en
premetamorfosis; C, prometamorfosis tardia; E,
principio de <climax; F, mitad del climax; G, después
del climax (Rana pipiens); H, prometamorfosis
temprana; I, prometamorfosis tardia; I un dia
después del inicio del <climax (Rana sylvatica); K,
mitad prometamorfosis; L, climax temprano (Bufo
americanum). Cap., capilares; Hypo. L., Iébulo
hipotalamico; Inf. Rec., Receso infundibular; Med.
em., eminencia media; O. <c¢ch., quiasma éptico; P.O.
nu., nucleo preéptico; P.A., pars anterior; P.I..
pars intermedia; P.N., pars nervosa; Port. V., vena
portal. (Tomado de Fox, 1983).
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La utilizacién de técnicas histolégicas convencionales
(Kerr, 1939, 1965; van Qordt, 1963, 1968, 1974; Doerr-Schott,
1968a,b, 1971a) permitié observar 1la diferenciacién de las
primeras células cromé6filas durante los estadios

premetamérficos.

Las técnicas citolégicas cldsicas no hacen méds que
detectar, en funcién de las correspondientes afinidades
tintoriales, el almacenamiento de productos hormonales en el
citoplasma de las células adenohipofisarias, subsistiendo el
problema de la aparicién y de la evolucién de las actividades
funcionales de los diferentes tipos celulares. Este problema
ha sido abordado de forma indirecta por técnicas
citofisiolégicas. En efecto, la atribucién de una actividad
funcional a un tipo <celular dado se basé en la correlacién
entre su aparicién en el 16bulo distal y 1la entrada en
funcionamiento de las glandulas dianas correspondientes
(D’'Angelo, 1941; Cordier, 1953a,b; van Oordt, 1966; Reyrel,
1970; Zuber-vogeli y Bilhoues-Louis, 1971), o bien en los
resultados experimentales relacionados con la funcién
tireotropa en las larvas (Saxen et al., 1957a,b; Saxen, 1958,

Kaye, 1961; Pehleman y Hemme, 1972).

Asimismo, los estudios con microscopia electrénica
permitieron observar la aparicién de los primeros grénulos de
secrecién que constitufan los signos iniciales de
diferenciacién celular, pero no 1la identificacién precisa de

la secrecién glandular de las células adenohipofisarias. Los
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resultados contradictorios obtenidos con estas técnicas no
las hacen recomendables para la identificacién de los

distintos tipos celulares durante el desarrollo.

El avance metodolégico mds importante se logré a partir
del desarrollo de las técnicas de inmunocitoquimica (Coons et
al., 1942) . El wuso, en la década de 1los sesenta, de
determinados enzimas (Grahan y Karnovski, 1966) como
marcadores para la identificacién de la localizacién de las
uniones antfigeno-anticuerpo supuso un gran desarrollo de la
inmunocitoquimica. Dichas enzimas, al actuar sobre un
sustrato definido, dan lugar a la formacién de un precipitado

local coloreado visible al microscopio.

La posibilidad de reaccién cruzada observada por varios
investigadores (Emmart et al., 1966; Emmart, 1969; McKeown y
van Overbeeke, 1971; Aller, 1970; Billard et al., 1971;
Margolis-Kazan y Schreibman, 1981) aumenté las ventajas de
estos métodos y demostré simultdneamente la relacién
inmunolégica entre las diferentes hormonas de varios grupos

de vertebrados.

Estas técnicas, particularmente sensibles, permiten
revelar adn en estadios embrionarios tempranos, los lugares
antigénicos que fijan de manera especifica los antisueros
anti-hormonas hipofisiarias. La aplicacién de estas técnicas
dié un gran impulso al estudio de las células productoras de

hormonas hipofisarias de anfibios.
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Células de prolactina (PRL).

Con las técnicas histolégicas convencionales fueron
identificados dos tipos de células acidéfilas en la pars
distalis de varios anuros (Kerr, 1965; van Oordt, 1974;
Doerr-Schott, 1968a,b, 1971a). Ambas son PAS, azul alcian y

aldehido fucsina negativas.

Las células acidéfilas tipo 1 fueron descriptas como
células de gran tamafio, poliformes, con ndcleo oval situado
excéntricamente y que se presentaban aisladas o formando
grupos de 2-3 células alrededor de los capilares. Este tipo
celular se diferencia antes de la premetamorfosis en la zona
caudal de la pars distalis de Rana temporaria (Doerr-Schott,
1968a,b), mostrando signos morfolégicos de actividad a 1lo
largo del perfodo de crecimiento larvario. Durante la
prometamorfosis tardfa y climax metamérfico muestran una
clara tendencia a inactivarse, pero tras 1la metamorfosis
vuelven a aumentar en nimero y tamafio. Estas mismas
modificaciones fueron observadas en Rana pipiens, Rana
sylvatica y Rana palustris (D’Angelo, 1941); en Xenopus
laevis (Cordier, 1953a,b; Saxén et al., 1957a,b; Saxén 1958;
Kerr, 1966) y en Bufo bufo (van Oordt, 1966; Mira-Moser,

1969, 1972).

Las células acidéfilas tipo 2 son méds pequefias y
alargadas, presentdndose en escaso ndmero en la zona dorso-

caudal de la pars distalis de adultos (Kerr, 1965; van Oordt,
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1974; Doerr-Schott, 1968a,b, 1971a). Su posterior aparicién
durante el desarrollo con respecto a las del tipo 1, unido a
los primeros resultados experimentales que asignaban wuna
funcién promotora del desarrollo a las células acid6filas,
hizo que se considerara a las células tipo 1 como productoras
de la hormona del crecimiento (STH) y a las células tipo 2

como las responsables de la secrecién de prolactina.

La posterior utilizacién de técnicas inmunocitoquimicas en
la identificacién de las células adenohipofisarias hizo que
se rechazara esta hip6tesis al confirmarse que los
anticuerpos anti-PRL de mami feros se unfan de forme
especifica a las células acid6filas tipo 1 (Mattheij et al.,

1971).

Estas técnicas han sido utilizadas en la identificacién de
tipos celulares adenohipofisarios de anuros adultos y
larvales. En renacuajos, los primeros signos de
inmunorreaccién a los anticuerpos anti-PRL de mamiferos
aparecen en el perfodo comprendido entre la eclosién y Ila
primera mitad de la premetamorfosis. Las células de PRL de
Pelobates cultripes y Bufo calamita (Garcfa-Navarro et al.,
1988a) presentan en los primeros estadios del desarrollo una
distribucién similar a la observada en Alytes obstetricans
(Remy y Dubois, 1973; Guyetant et &l ., 1977) y Xenopus
laevis (Moriceau-Hay et al., 1979) ocupando la zona rostral
de la pars distalis. En el transcurso de la metamorfosis, su

zona de localizacién aumenta hasta extenderse por toda la
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glandula al igual que ocurre en Hyla meridionalis y Rana
perezi (Garcfia-Navarro et al., 1988a) donde no modifican su
patrén de distribucién a lo largo del desarrollo larvario.
Esta distribucién final coincide con la observada en larvas
de Nectophrynoides occidentalis (Zuber-Vogeli y Doerr-Schott,
1984), Discoglossus pictus (Gracia-Navarro et al., 1986) asf{
como en adultos de diferentes especies (Doerr-Schott vy
Dubois, 1973a; Disclos y Remy, 1974; Doerr-Schott, 1974a,Db,
1976, 1980; Zuber-Vogeli et al., 1980; Gracia-Navarro Yy
Doerr-Schott, 1982; Zuber-vVogeli, 1983; Campantico et al.,

1985a).

Los estudios inmunocitoquimicos demostraron la existencia
de células hipofisarias productoras de una sustancia similar
a la prolactina de mamfferos cuya significacién funcional no
estaba definida. No obstante, era comGnmente aceptado que la
prolactina de mamiferos retardaba 1la metamorfosis inducida
por la tiroxina (Gona, 1967, 1968) y que la inyeccién de
antisueros anti-PRL ovino (Eddy y Lipner, 1975) y contra una
sustancia hipofisaria tipo prolactina aislada en Rana
catesbeiana (Clemons y Nicoll, 1977a; Yamamoto y Kikuyama,
1982a) aceleraba la metamorfosis. Posteriormente se han
aislado en Rana catesbeiana (Yamamoto y Kikuyama, 1981) vy
Bufo japonicus (Yamamoto et al., 1986a) unas fracciones
proteicas que presentan grandes similitudes con la hormona
prolactina de mamfferos Yy que muestran una actividad

promotora de la sintesis de coldgeno en la aleta caudal de
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renacuajos de Bufo cuatro veces miAs potente que la ejercida
por la prolactina ovina. Posteriormente Yamamoto et al.
(1986b ) identificé células de PRL en toda 1la gléndula de
Rana catesbeiana y mAs recientemente Guastalla y Campantico
(1990) en la zona rostral de 1a pars distalis de Rana
dalmatine utilizando anticuerpos anti~Prl de Rana
catesbeiana. Se ha asumido pues que la sustancia revelada por
inmunocitoquimica se corresponde con este factor hipofisario
y por tanto, las células que lo producen, pueden ser

denominadas propiamente células de prolactina.

Células somatotropas (STH).

Se corresponden con las anteriormente descriptas como
células acidéfilas tipo 2. Son pequeiias, de morfologia
alargada, con ndcleo oval ¥y generalmente se presentan
polarizadas hacia capilares. En Rana temporaria se localizan
en el tercio caudal de la pars distalis (Doerr-Schott, 1968a)
presentando, al igual que las de tipo 1, variaciones

estacionales en los adultos (van Oordt et al., 1968).

Las primeras células inmunorreactivas a los antisueros
anti-STH de mamiferos hacen su aparicién al inicio de la
premetamorfosis, algo después que las células de prolactina.
Su localizacién es complementaria a la de estas dltimas,
ocupando la zona caudal de 1a pars distalis, el tercio
posterior en Alytes obstetricans (Remy y Dubois, 1973;

Guyetant et al., 1977), Nectophrynoides occidentalis (Zuber-
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Vogeli y Doeer-Schott, 1984) y Discoglossus pictus (Gracia-
Navarro et al., 1986), y los 2/3 posteriores en Xenopus
laevis (Moriceau-Hay et al., 1979) y Rana dalmatina

(Guastalla y Campantico, 1990).

Células tireotropas (TSH).

Las células tireotropas, clasificadas inicialmente como
bas6filas tipo 1 (van Oordt, 1974) muestran una morfologfia
poligonal con nicleo ovalado; son de pequefio tamafio y se
polarizan hacia capilares. Se presentan en escaso nGmero
dispersas por la pars distalis aunque muestran una clara
tendencia a concentrarse en las regiones dorso-caudal y
central en Rana temporaria (Doerr-Schott, 1968a) y centro-

ventral en Xenopus laevis (Kerr, 1965).

Son las primeras células bas6filas en aparecer durante el
desarrollo larvario (Kerr, 1939, 1966; Doerr-Schott, 1968a,b)
siendo muy abundantes a lo largo del climax metamérfico.
D’Angelo (1941) y van Oordt (1966) sefialaron la estrecha
relacién existente entre el desarrollo y la actividad de

estas células y la gladndula tiroidea.

A pesar de su presumible importante papel en el desarrollo
y en el control de 1la actividad del! animal adulto, las
células tireotropas han sido las menos estudiadas con
técnicas inmunocitoquimicas. Utilizando antisuero anti-TSH
ovino (a menudo saturado con LH ovina o bovina para eliminar

la subunidad a com@n), este tipo <celular sé6lo ha sido
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identificado en adultos de Xenopus Iaevis (Doerr-Schott y
Dubois, 1972c, 1973a), Rana temporaria (Doerr-Schott 1974a) y
Rana ridibunda (Malagén, 1986) en los <cuales presenta las
mismas caracterfsticas morfolégicas y distribucién anatémica
que las descriptas anteriormente con técnicas convencionales

de tincién.

En Xenopus laevis (Moriceau-Hay et al., 1982),
Discoglossus pictus (Gracia-Navarro et al., 1986) y Bufo
calamita (Garcfa-Navarro et al ., 1988b) se han identificado
células tireotropas durante el desarrollo larvario,
observdndose al inicio de la premetarmorfosis, 2-3 <células
inmunorreactivas al anticuerpo anti TSH en la zona central de
la pars distalis. En Rana perezi, su primera localizacion es
dorso-medial emigrando hacia posiciones mAds ventrales a lo
largo del desarrollo (Garcfa-Navarro et al., 1988b). En el
transcurso del periodo de crecimiento larvario y de la
metamorfosis su localizacién pasa a ser la definitiva del

animal adulto.

Células corticotropas (ACTH).

Cldsicamente se las han considerado como bas6filas tipo 3,
PAS positivas y azul alcian negativas. Su morfologia es
alargada o redondeada con nGcleo ovoide en posicién més o
menos central con una delgada capa citoplasmdtica que las
circunda. Se localizan polarizadas hacia capilares en la zona

medio-rostral o rostro-ventral de la pars distalis.
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La aplicacién inmunocitoquimica de anticuerpos contra
polipéptidos sintéticos (ACTH 1-24 y ACTH 117-39) permitié
identificar un tipo celular muy inmunorreativo 1localizado en
la regién rostral de 1a pars distalis de adultos de Rana
esculenta (Doerr-Schott, 1972; Vaudry et al., 1972, 1977;
Dupont y Vaudry, 1974); Rana temporaria, Bufo bufo y Xenopus
laevis (Doerr-Scott y Dubois, 1972a,b, 1973a,b);
Nectophrynoides occidentalis (Zuber-Vogeli et al., 1975);
Rana ridibunda (Gracia-Navarro y Doerr-Schott, 1982); Hyla
arborea (Campantico et al., 1985b) y Rana dalmatina

(Guastalla y Campantico, 1990).

En el caso de los animales en desarrollo, la especie més
precoz en cuanto a la diferenciacién de las células ACTH es
Xenopus laevis. En efecto aparecen durante la eclosién como
células alargadas que se localizan en la zona rostro-dorsal
de la pars distalis (Moriceau-Hay et al., 1982). En Alytes
obstetricians (Remy y Dubois, 1974), Nectophrynoides
occidentalis (Zuber-Vogeli y Doerr Schott, 1984) y Rana
temporaria (Doerr-Schott y Dubois, 1973b), las células
inmunorreactivas al anticuerpo anti-ACTH se diferencian al
comienzo de la premetamorfosis presentando en las dos
primeras especies una localizacién igual a la observada en
Xenopus laevis, mientras que en Rana temporaria se encuentran
distribuidas por toda las pars distalis. En el curso de la
prometamorfosis y climax aumentan en ndmero y su distribucién

es similar a la observada en los animales adultos.
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Algunos investigadores observaron que, tras
interrenalectomf{a (Doerr-Schott, 1972; Dupont y Vaudry, 1974;
Vaudry et al., 1977) o inyeccién de metopirona, se produce un
descenso en el ndmero de células de la pars distalis
inmunorreactivas a8 los anticuerpos anti-ACTH que, a los 10-15

dfas de tratamiento, provoca la desaparicién casi total de la

inmunorreaccién. Estas investigaciones, en animales en
condiciones control y experimentales, establecen la
existencia de un tipo celular de la pars distalis,
identificable inmucitoquimicamente, del que depende la

produccién de corticotropina Yy que ha sido denominado como

células corticotropas o ACTH.

La intensa inmunorreaccién con los anticuerpos anti-ACTH
observada en las células de 1la pars intermedia tanto en
adultos como en larvas ha sido objeto de miltiples estudios
encaminados a determinar sus causas asf como las relaciones
existentes entre la hormona ACTH y la MSH. Los resultados de
estas investigaciones relacionan la inmunorreaccién de estas
células de la pars intermedia con la existencia de una
sustancia de alto peso molecular que presenta propiedades de
una pro-opio-cortico-melanotropina considerada como el
precursor comGn de la hormonas ACTH, MSH, LPH y B-endorfina
(Loh y Gainer, 1977, 1979; Pezalla et al., 1978; Loh, 1979,

1981).
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I.3. Tiroides.

Es posible definir a las gldndulas tiroideas en forma
sencilla, como a un tejido que sélo presente en vertebrados
es capaz de acumular iodo en grandes concentraciones ¥y

convertirlo en el compuesto orgénico tiroxina.

Definida de esta manera, 1la tiroides aparece como una
glandula muy simple, si la comparamos <con la hip6fisis o la
gldndula adrenal las cuales producen varias hormonas. Sin
embargo, la aparente simplicidad de esta gldndula desaparece

cuando se la estudia en profundidad.

La tiroides de todos los vertebrados se desarrolla a
partir del piso de la faringe. Aparece tempranamente en el
desarrollo como un pequefio bolsillo de tejido o una masa
compacta que crece ventralmente al nivel del primer o segundo

par de bolsas viscerales.

Las tiroides son los dnicos Organos alveolares endécrinos
de los vertebrados. Sus folfculos estdan formados por un
epitelio simple y el ldmen de cada folfculo contiene coloide.
El coloide representa el sitio de almacenamiento de las

hormonas tiroideas; por esta razén se considera que es la

Gdnica glédndula capaz de almacenar extracelularmente la
hormona.
Los cambios morfolégicos que ocurren durante la

metamorfosis estédn estrechamente vinculados con los cambios
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funcionales en la actividad celular requeridos para la vida

terrestre.

El desarrolo morfolégico de la larva es regulado en primer
nivel por hormonas. No obstante los 6rganos endécrinos
necesitan crecer y diferenciarse para funcionar adecuadamente
durante la metamorfosis. En particular las tiroides deben
sintetizar y liberar sus hormonas tempranamente en el
desarrollo larval, para que la prometamorfosis pueda ser

iniciada.

Las glédndulas tiroides en anfibios son pares y en general
de similar aspecto a las de otros vertebrados. Observadas al
microscopio 6ptico constan de foliculos con coloide rodeadas
por tejido conectivo. En Xenopus laevis se observan
incipientes foliculos en el estadio 48-49 (Nieuwkoop y Faber,
1975) y en el estadio 50 se encuentran de 13 a 16 foliculos
por l6bulo (ver Fox, 1983). Durante el desarrollo de larvas
anuras, las tiroides crecen firmemente en conjunto. En Rana
temporaria entre los estadios 41 al 53 (Cambar y Marrot,
1954) las mediciones de la poblacién nuclear tiroidea y el
voldimen tisular se incrementan cerca de 50 veces, el volumen
general de la glédndula cerca de 60 veces y el voldmen del
coloide 300 veces. El volumen celular individual es cerca de
700-800 pm3® y al final del climax, cuando 1la gldndula se ha
reducido considerablemente, 400 um3. Las tiroides de Bombina
bombina, Bombina variegata, Pelobates fuscus, Hyla arborea, y

Rana temporaria fueron investigadas cualitativa y
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cuantitativamente durante el desarrollo larval, observéndose
que la médxima actividad en términos de volumen, superficie
secretora, area de foliculos ¥y coloide vacuolado, coincide
con el periodo de emergencia de los miembros anteriores (ver
Fox, 1983). El andlisis estructural clésico muestra
generalmente un elevado incremento de actividad cerca del
climax, llegando a niveles nunca hallados en otros estados de
vida de los anfibios (Coleman et al., 1968). EIl coloide
folicular que es almacenado como prohormona, tiroglobulinas,
se incrementa al! mdximo durante la prometamorfosis y decrece
en el climax, dejando al final de 1la metamorfosis los
foliculos vacios, colapsados, demostrando la terminacién del
periodo de fuerte sintesis y secrecién hormonal (ver

Rosenkilde y Using, 1990).

La ultraestructura de 1las tiroides de larvas de Xenopus
laevis durante el desarrollo ha sido descripta por Coleman et
al. (1968). Durante la premetamorfosis se observan células
foliculares epiteliales ciGbicas, incrementdndose su altura
hasta la mitad del <climax, donde se visualizan con forma
cilindrica o columnar. Las bien desarrolladas células
tiroideas de larvas de Xenopus prometamérficas, en general
son muy similares a las encontradas en Rana o en otros
vertebrados. Observdndose un gran incremento de algunas
organelas, especialmente del reticulo endoplédsmico Tugoso
(RER) y del complejo de Golgi. Cambios presumiblemente

concernientes con la sintesis y secrecién de las hormonas
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tiroideas (Regard, 1978). También las vacuolas intracelulares
con coloide son visualizadas al igual que numerosos y densos
lisosomas. Hacia el final del <climax ocurre un progresivo
decrecimiento en la altura celular hasta el final de la
metamorfosis, donde se observan células virtualmente
escamosas.

Cabe destacar que ocasionalmente se han observado células
"parafoliculares" en las tiroides de Xenopus laevis durante
la metamorfosis, pero su ndmero no estaria relacionado con el
estadio metamérfico (Coleman et al., 1968), su rol es atn

incierto.

En la figura 2, se esquematizan los principales cambios en
la ultraestructura de las células foliculares tiroideas

durante el ciclo metamérfico de Rana Japonica.

Actividad biosintética.

Durante la metamorfosis de anuros hay un paralelismo entre
la actividad endécrina tiroidea y su ultraestructura,
reflejada en un gran desarrollo del RER y de 1la sintesis de
tiroglobulinas que llega a un mdximo en el climax. Durante
este perfodo la variacién en la actividad peroxidasa,
responsable por la oxidacién del ioduro, conduce a la
incorporacién de ioduro en las tiroglobulinas del coloide.
La distribucion de las peroxidasas en las células foliculares
se incrementa durante 1la metamorfosis, y su actividad es

reconocida en el RER, Golgi y en pequefias vesfculas apicales.
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Stage in

I v Vi I XX XX

Metamorphosis

Fig. 2

Premetamorphosis e Prometamorphosis——»«—Climax—

Esquema general de los principales cambios en la
ultraestructura de las <células foliculares tiroideas
durante el ciclo metamérfico de Rana Japonica.
Premetamorfosis (estadios 1-XI) es un periodo de
diferenciacién de las células tiroideas.
Prometamorfosis (estadios XII-XIX) es un periodo de
sintesis y almacenamiento de hormonas tiroideas en el
limen folicular con un gradual incremento en la
liberacidén. Climax (estadios XX-XV) es un periodo de
médxima secrecion y liberacién de hormonas tiroideas.
Estadios segin Taylor y Kollros, (1946). (Tomado de
Fox, 1983).
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Después de la metamorfosis 1la actividad peroxidasa en las
células tiroideas es reducida y s6lo se reconoce en algunas

formaciones del RER.

La tasa de incorporacién de 1iodo radioactivo por las
tiroides de anuros es baja durante la premetamorfosis, pero
se incrementa a un méximo cerca del principio del climax. La
biosintesis de tiroglobulina también se incrementa en la
prometamorfosis. La quimica de la tiroglobulina anfibia no es
conocida exactamente, pero inmunolégicamente no esté
relacionada con la tiroglobulina de mamiferos, difiriendo de
esta en algunas propiedades quimicas y fisioquimicas (Dodd
y Dodd, 1976). La tiroglobulina de Xenopus difiere de otras
formas en su alto contenido de Ts4. Monoiodotirosina (MIT) y
diiodotirosina (DIT) son sintetizadas antes que la tiroxina
en larvas anuras. El comienzo de la biosfintesis de las
hormonas tiroideas en relacién con el grado de morfogénesis
de la gléandula ocurriria muy temprano en las larvas de Bufo
japonicus y Xenopus laevis, ya que se han encontrado muy
pequefias pero significativas cantidades de iodotironinas en
épocas en que la tiroides no ha completado su desarrollo (ver
Fox, 1983). Sin embargo los niveles de todos 1los compuestos
iodados tiroideos presentes en embriones antes de que se
desarrolle la tiroides y sea completamente funcional son
infinitesimales si se comparan con Jlas concentraciones

halladas en el climax metamérfico.
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Tiroglobulinas marcadas aparecen en apreciable cantidad
durante la premetamorfosis, cuando los folfculos de la
glédndula comienzan a desarrollarse. En estos estadios la
principal iodotirosina es el MIT y la principal iodotironina
es la Ts. Luego predominan el DIT y la Te¢. Una gran
proporcién de las hormonas tiroideas (T3 y T¢) sin embargo
siempre estédn presentes cerca y durante el climax (Regard,

1978).

Un activo sistema de transporte en las tiroides concentra
ioduro del plasma el <cual es oxidado por peroxidasas. Los
residuos tirosina en las tiroglobulinas (glicoproteinas) son
iodados a la forma MIT y DIT. Dos moléculas de DIT o una de
MIT mé&s una de DIT, se unen para formar Ts o Ta

Tespectivamente.

La Ta y Ta son liberadas de la tiroglobulina por
proteélisis y difunden a la sangre donde se unen
reversiblemente a la alfa-globulina y prealbdmina, las

principales proteinas plasmdticas de transporte para hormonas
tiroideas. Probablemente pequefilas cantidades de Ta libre y
T¢ son metabolicamente activas, sus niveles dependen de las
concentraciones de protefnas transportadoras y de la tasa de
utilizacién de los tejidos blanco (avidad tisular). Algunas
fracciones de MIT y DIT se liberan al mismo tiempo que la T3
y Te, son deiodadas por enzimas localizadas en los microsomas
de las células tiroideas. La actividad biosintética del

tejido tiroideo se describe en la figura 3.
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Fig.

a.a -
sugors

INTERFOLLICULAR SPACE

Reacciones especificas del tejido tiroideo anuro.
aa., amincacido; cd., vacuolas coloide; G., Complejo

de Golgi; | B ioduro; 1 ¥ 4 lisosoma; mv.,
microvesiculas; N., nucleo; RER. , reticulo
endopldasmico rugoso; Tg . 5 tiroglobulina; MIT.,
monoiodotirosina; DIT., diiodotirosina; T3,

triiodotironina; T4, tiroxina. (Tomado de Fox. 1983).
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Hormonas tiroideas en sangre.

Mediciones de hormonas tiroideas (TH) por
radioinmunoensayo en sangre muestran practicamente la misma
situacién que lo observado estructural y
ultraestructuralmente. El contenido de tiroxina (Ta)
plasmdtica es bajo durante la premetamorfosis. El incremento
comienza antes de la emergencia de los miembros anteriores en
Rana catesbeiana (Regard et al., 1978; Mondou y Kaltenbach,
1979; Suzuki y Suzuki, 1981) haciéndose méxima al llegar al
climax metamérfico (valores cercanos a 13 nM) y disminuyendo

al final del mismo.

El aumento de Ts en Xenopus laevis (Leloup y Buscaglia,
1977; Buscaglia et al ., 1985) aparentemente comienza més
temprano que en Rana catesbeiana. Sin embargo una
comparacién del desarrollo anatémico entre estas dos especies

anuras no tan relacionadas puede ser s6lo aproximada.

Las mediciones de Ta en Xenopus laevis (Leloup ¥y
Buscaglia, 1977) y Rana catesbeiana (Suzuki y Suzuki, 1981)
muestran un incremento levemente retrasado con respecto al de
Te, siendo las concentraciones encontradas menores (valores
médximos cercanos a 7 nM). Si bien la Ts3 es la que realiza la
mayor parte de 1la actividad hormonal, debido a la elevada

afinidad de unién al receptor.
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Efecto en los tejidos.

Ha sido seflalado y no siempre reconocido gque no solo
deberédn verificarse concentraciones elevadas de hormona
secretada sino también que los tejidos blancos deberén estar
sensibles a las HT. Deben poseer receptores nucleares donde
se unird la HT libre y todo el aparato celular para responder
al mensaje recibido por la sefial hormonal. Dos tipos de
receptores (TRa y TRB) han sido descriptos en anfibios y su
secuencia de aminodcidos seria similar a 1la sefilalada para
aves o mamiferos (Baker y Tata, 1990). Pequeiias cantidades de
receptores han sido encontradas en tejidos de larvas muy poco
desarrolladas; este hecho podria explicar la temprana
competencia de estos tejidos por las hormonas. Estos
receptores existen en la mayoria de los diferentes tipos
celulares larvales (células sanguineas, hepatocitos, células
de la cola o de los miembros), pudiendo unir tanto T3 como

Te .

La maduracién tisular es producida por bajas
concentraciones de las mismas hormonas tiroideas. Un notable
ejemplo es la maduracién y activacién de las células
hipotaldmicas productoras de hormona liberadora de
tirotrofina (TRH). Este hecho 1lamé 1la atencién de Goos,
quien demostré la diferenciacién celular de la pars
magnocelularis del ndcleo preéptico en larvas de Xenopus
laevis (Goos 1968, 1969, Goos et al., 1968a,b). Estas células

podrian ser o no células TRH, pero seguramente SOn neuronas
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que conectan la neurohipé6fisis. Lo importante fue el
demostrar que el desarrollo de las <células TRH es parte del

desarrollo general estructural y funcional del cerebro.

Otra demostracién de la importancia del potencial
inherente de las células diana, es que una misma hormona en
un mismo organismo causa cambios tan variados como
1) desaparicién de tejidos, 2) crecimiento y diferenciacién
de tejidos, ¥y 3) cambios en el potencial sintético de otros
tejidos. La base de tan variadas respuestas en células con
los mismos genes debe yacer en la historia ontogenética de
los tejidos en cuestién, la influencia de las células
circundantes y de parte del ovoplasma donde las células de

los tejidos se originaron.

Ha sido también demostrado que de las dos formas
moleculares de las HT 1la triiodotironina es 5 veces més
potente que la tiroxina. Se ha comprobado que la afinidad de
union de la Ts al receptor es 20 veces mayor que la Te, y
esta diferencia se refleja en las concentraciones necesarias
para producir efectos en experimentos de corta duracién. La
induccién de la metamorfosis en axolotes por inmersién en
solucién de HT, demostrd que las dos moléculas producen los
mismos efectos en experimentos de larga duracién pero que los
cambios producidos por la T¢ ocurren 3-4 dias despues que con
la Ta (Prahlad y Delanney, 1965). Esto puede explicarse por

la capacidad de desiodinizarse de la Ts en T3. Esta
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maduracién pudo inducirse en larvas premetamérficas de Rana

catesbeiana por tratamiento con T4 (Galton et al., 1982).

Accioén de sustancias goitrégenas.

El desarrollo larval se produce con concentraciones de HT
que se incrementan en el curso del desarrollo pero que
contindan siendo bajas si se comparan con los valores
climédxicos, pero posiblemente no muy bajos si se comparan con
los de los adultos. Sin embargo el desarrollo de algunas
estructuras celulares, incluida su actividad bioquimica de
sintesis, después del comienzo de la premetamorfosis es
practicamente independiente de 1las HT, como se ha demostrado
en larvas hipofisectomizadas, tiroidectomizadas o mantenidas

bajo la accién de drogas antitiroideas.

Las drogas antitiroideas bloquean la sintesis de hormonas
tiroideas conduciendo a la formacién de "goitros" (bocio) en
la gldndula tiroides por respuesta al incremento de secrecién
de TSH. Debido a esta accién reciben también la denominacién

de sustancias goitrégenas.

Las sustancias goitrégenas han sido clasificadas en dos
grupos de acuerdo a si inhiben el transporte del ioduro o si
inhiben la transformacién del ioduro a iodo orgénico y el
acople de iodotirosinas. En el primer grupo encontramos a los
aniones monovalentes, dentro de los cuales los tiocianatos y
los percloratos son los més activos. Su accién puede ser

revertida suministrando altas dosis de ioduro. El segundo
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grupo incluye varios compuestos caracterizados por la
presencia de un grupo tionamida dentro de la molécula, siendo
los ms activos el propiltiouraciio, 1la tiourea, etc. Su
accién no puede TrTevertirse aGn en presencia de grandes

cantidades de ioduro.

El iodo radioactivo puede considerarse también un
goitrégeno puesto que suministrado en exceso en larvas anuras
ha alterado la funcionalidad de la gldndula tiroides
(Guastalla et al 1972; Guastalla y Campantico, 1974,

1979).

Diferentes sustancias goitrégenas como ser el
propiltiouracilo (Maclean y Turner, 1976), el perclorato de
potasio (Dainton, 1988) o la tiourea (Yamashita et al, 1990)
han sido utilizados para detener el desarrollo metamérfico en

larvas anfibias durante meses.

El volumen de la glédndula tiroides es generalmente
inversamente proporcional a la concentracién de tiroxina
plasmatica de la larva (Fox, 1983). La inmersién de larvas
anfibias en goitrégenos como la tiourea, propiltiouracilo,
provoca la inhibicién de la secrecién de hormonas tiroideas,
presentando grandes tiroides hiperplésicas con extensos
foliculos llenos de <coloide compacto (Guardabassi et al.,

1964; Goos, 1978; Rosenkilde, 1979; Yamashita et al., 1990).
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En larvas tratadas con propiltiouracilo o toiurea durante
pocas semanas se observd, degranulacién e hipertrofia de las
células TSH (Goos, 1978; Rosenkilde, 1979, Kurabuchi et al.,
1992), y degranulacién e hiperactividad de la parte dorsal
magnocelular del nicleo preéptico (centro productor de TRH)
(Mimnagh et al., 1987). Se comprobé también que el
suministro de T4 exégena provocaba efectos opuestos (Goos,

1968b).

Todos estos resultados en larvas anfibias han sido
interpretados en términos de mecanismos regulatorios del tipo
"feedback"”", involucrando los minimos niveles de hormonas
tiroideas en circulacién y la elevada estimulacién del eje

hipotdlamo-hip6fisis sobre la glandula tiroides.

I.4. Hormonas adenohipofisarias y el control end6crino de la
metamorfosis de anfibios.

El fenémeno del desarrollo y la metamorfosis ha fascinado
de igual modo a biélogos y naturalistas durante siglos. Los
estudios sisteméticos realizados por fisiélogos, bioquimicos
y endocrinélogos han aportado una gran cantidad de
informacién sobre los distintos aspectos de la biologia de
Vertebrados relacionados con el crecimiento y los <cambios

metamérficos.

Durante la primera mitad del siglo XX se realizaron

numerosos estudios encaminados a establecer 1a relacién
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existente entre las distintas gléndulas endé6crinas y la

metamorfosis.

Fue Gudernatsch (1912) quien 1inicié el estudio de 1la
regulacién end6crina de la metamorfosis al proponer que el
mediador dltimo de la mayorfia de los cambios que ocurren es
la gldndula tiroidea, 6rgano responsable de la sintesis ¥y
liberacién de dos hormonas: Tiroxina (T4) y Triyodotironina
(Ts). En esa misma década se establecié la funcién
estimuladora ejercida por la pars distalis hipofisaria via
TSH (hormona tireotropa o tirotrofina) sobre la secrecién de
las hormonas tiroideas (TH). Sucesivamente, se observé la
funcién promotora del desarrollo y antimetamérfica de otra
hormona hipofisaria (la prolactina) asi como la accion
estimuladora o inhibidora del hipot&lamo sobre la sintesis ¥y
secrecién de las hormonas hipofisarias. Se concluyé que el

control end6écrino de la metamorfosis dependia del antagonismo

existente entre las hormonas tiroideas y la prolactina, las
primeras inducirian los cambios metamérficos mientras la
prolactina inhibiria algunas acciones de la hormonas

tiroideas y estimularia el crecimiento de ciertas estructuras
larvarias como la cola y branquias (Nicoll, 1974; Bern, 1975,
1983; Dodd y Dodd, 1976; Norris, 1983). Posteriormente se ha
observado la implicacién de otras hormonas hipofisarias como
la corticotropina (ACTH), asi como de otras gléndulas
end6crinas como las interrenales, la pineal, etc. De todo
ello cabe concluir que las hormonas adenohipofisarias juegan

un importante papel en el control de la metamorfosis.

36



Las hormonas adenohipofisarias han sido divididas en tres
familias de moléculas homélogas, postulldndose la existencia
de una molécula ancestral dnica para cada familia. La
evolucién de dichas hormonas ha consistido en el aumento del
nimero de moléculas de cada familia, gracias a la duplicacién
del gen ancestral Unico seguido por mutaciones, bien en la
nueva copia del gen, bien en el gen primitivo (Fontaine,
1984). No obstante, la aparicién de una nueva molécula no
implicaria la aparicién inmediata de nuevas funcionalidades
especificas, este proceso seria més lento realizédndose por
evolucién ulterior de los receptores (la hormona aparece
antes de que existan o6rganos diana especificos). Las
similitudes estructurales, que implican un ancestro molecular
comdin, son la causa de los solapamientos funcionales

existentes entre las moléculas de una misma familia.

Tirotrofina (TSH).

La hormona tiereotropa o tirotrofina pertenece junto a las
hormonas gonadotropas a la denominada familia I. Son
glicoproteinas constituidas por dos subunidades. a y B; de
las cuales la subunidad a es, dentro de una especie, idéntica
en todas las hormonas de esta familia, siendo 1la subunidad B
la que confiere las caracteristicas funcionales especificas

(Gorbman et al., 1983; Norris, 1985).

La TSH tiene como 6érgano diana las glédndulas tiroides

estimuldndola en todas las fases de su funcionalidad, desde
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la captacién de 1odo por las células foliculares hasta la
liberacién de las hormonas tiroideas. Esta estimulacién
tiroidea ejercida por la TSH la hace responsable indirecta de
los cambios que ocurren durante la metamorfosis que han sido
relacionados con un antagonismo hormonas tiroideas-
prolactina. Pese a su importancia y en parte debido a su
dificil aislamiento y caracterizacién, no se han realizado
mediciones directas de las variaciones que podrian presentar
sus niveles plasmdticos o hipofisarios durante el desarrollo
de anfibios. La mayoria de los datos obtenidos son indirectos
y se basan principalmente en 1los niveles de hormonas
tiroideas medidos con RIA, iodo ligado a proteinas (PBI) o
tasa de captacién de I1!3! por los foliculos tiroideos (Kaye,
1961; Just, 1972; Leloup y Buscagliia, 1977; Miyauchi et al.,
1977; Regard et al., 1978; Mondou y Kaltenbach, 1979; Suzuki,
1981; Weil, 1986). Los resultados obtenidos indican una
liberacién masiva de hormonas tiroideas durante el climax
metamérfico, que serfa la respuesta a una liberacién anterior

de TSH por la hip6fisis.

Pehlemann (1974) realizé un meticuloso anélisis a nivel
ultraestructural del sistema tiroideo en Xenopus. Identificé
granulos de secrecién en las células TSH y describié estadios
en su morfologia correspondiendo a la sintesis y secrecién de
la hormona. También observé que la distribucién de los

estadios funcionales en los grdnulos secretorios reflejaban

38



el desarrollo de 1a capacidad sintética y secretora de las

células tireotrépicas.

El dnico estudio que hace referencia a medidas de TSH en
hip6fisis es un bioensayo indirecto ideado por Dodd y Dodd
(1976) con el que se observé que los niveles de TSH
hipofisaria presentaban una distribucién bimodal a lo largo
del desarrollo observandose dos niveles méaximos, uno a

comienzos del climdx y otro a mediados del mismo.

La hormona tireotropa est4 bajo regulacién hipotaladmica
via TRH a la vez que en adultos se ha observado la existencia

de un "feedback" negativo de las hormonas tiroideas (Jacobs ¥y

Kuhn, 1992). En este sentido se ha observado que 1la
inyeccién de TRH provoca la <elevacidén de los niveles
circulantes de T4 en adultos (Rosenkilde, 1979; Darrés y

Kiihn, 1982) y 1la induccién de cambios metamérficos en
renacuajos (Etkin y Kim, 1971; Shiomi et al., 1972).
Asismismo, se ha postulado un aumento en la sintesis ¥y
liberacién de TSH, PRL y GH tras 1la administracién de bajas

dosis de TRH (Malagén et al., 1986; Gracia-Navarro et al.,

1990). Sin embargo en larvas las observaciones son
contradictorias ya que recientemente algunos estudios
revelarian que otro factor hipotalémico, la hormona

liberadora de corticotrofina (CRH), y no la TRH estimularia a
las células tireotropas (Denver y Licht, 1989; Gancedo et

al., 1992).
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Prolactina (PRL) y somatotropina (STH).

La prolactina y la somatotropina u hormona del crecimiento
(GH) pertenecen a la segunda familia de hormonas
hipofisarias. Son proteinas constituidas por unos 200
aminodcidos que presentan un alto grado de similitud
estructural. La funcionalidad principal de la STH como
promotora del crecimiento no ha variado a 1lo largo de la
evolucién aunque esta funcién pueda ser ejercida poTr
mecanismos diferentes; sin embargo la prolactina presenta una
gran variedad de funciones relacionadas con la reproduccién,

osmorregulacién, crecimiento larvario, etc.

En este sentido, la prolactina ha sido considerada como la
hormona promotora del <crecimiento durante los estadios
larvarios en anfibios (Kikuyama et al., 1980) mientras la
somatotropina estimularia el <crecimientos de los ejemplares
postmetamérficos (Brown y Frye, 1969; Zipser et al., 1969;
Snyder y Frye, 1972, 1974; Kikuyama et al., 1984). En este
sentido, se ha observado que el suministro de STH a adultos
(Frye et al., 1972; Snyder y Frye, 1972, 1974) produce un
aumento de la sintesis de proteinas que no se observa cuando
se suministra PRL. En lo que <concierne al crecimiento
larvario, los resultados son contradictorios, observédndose
que la prolactina es mads eficaz como estimuladora del
crecimiento (expresado en términos de tamafio y peso corporal)
que la hormona somatotropa (STH) en algunas especies (Berman

et al., 1964; Bern et al., 1967; Etkin y Gona, 1967; Gona,
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1967; Campantico et al., 1968; Frye et al., 1972; Snyder y
Frye, 1972, 1974) mientras en otras especies se invierte la
situacién (Remy y Bounhiol, 1965; Enemar et al., 1968;
Enemar, 1978) mostrando la STH wuna mayor capacidad de
producir crecimiento que la PRL. Estos resultados parecen
indicar que existe una especificidad de especie en la
respuesta a la PRL y STH como hormonas promotoras del
crecimiento (Dodd y Dodd, 1976). Este cambio producido en la
respuesta puede ser debida a la pérdida de sensibilidad a la
PRL por parte de estructuras exclusivamente larvarias como la

cola y branquias (Nicoll, 1974).

Aunque los datos contradictorios obtenidos no permiten
generalizar sobre el posible papel somatotrépico de la
prolactina, existen evidencias consistentes sobre el papel
antimetamérfico de esta hormona. Los resultados obtenidos con
métodos que reducen los niveles de PRL circulante, tales como
la inyeccién de anti-PRL ovino (Eddy y Lipner, 1975) y anti
PRL de Rana catesbeiana (Clemons y Nicoll, 1977a; Yamamoto ¥y
Kikuyama, 1982a) o de inhibidores de la secrecién de
prolactina (Platt, 1976; Seki y kikuyama, 1979, 1982),
muestran una sobreestimulacién de 1la metamorfosis inducida
por Ta. Asimismo se ha observado que la inyeccién de anti-STH
de Rana catesbeiana a larvas de la misma especie (Clemons y
Nicoll, 1977a) no afectaba a Jlos cambios metamérficos,
indicando que la accién antimetamérfica es més especifica de
la PRL que 1los efectos promotores del crecimiento (White y

Nicoll, 1981).
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La accifén antimetamérfica ha sido atribuida a un
antagonismo entre la prolactina y la tiroxina mediante una
accién goitrogénica directa (Campantico et al., 1968) y/o a
una competencia entre ambas hormonas en los tejidos
periféricos larvarios (Etkin y Gona, 1974; Nicoll, 1974; Dodd
y Dodd, 1976). En este sentido se ha observado que la PRL
inhibe la regresién de la <cola inducida por Ta (Eddy vy
Lipner, 1975; Yamamoto y Kikuyama, 1982a) pero no afecta al
acortamiento del tracto alimenticio ni al desarrollo de los

miembros pelvianos y la eminencia media en las larvas.

Aunque se ha aislado (Clemons y Nicoll, 1977b) y
caracterizado en la hip6fisis de Rana catesbeiana (Yamamoto y
Kikuyama, 1981) y de Bufo japonicus (Yamamoto et al., 1986a)
una hormona antimetamérfica, promotora del <crecimiento ¥y
semejante a la prolactina, existen pocos datos sobre los
niveles circulantes e hipofisarios de PRL durante el
desarrollo de anfibios. Las medidas realizadas con RIA
hom6logo en Rana catesbeiana (Clemons y Nicoll, 1977b;
Yamamoto y Kikuyama, 1982b) sefialan un gran aumento de los
niveles plasmidticos de PRL durante el <climax, habiéndose
asimismo detectado una alta actividad biosintética en la
hip6fisis durante el mismo periodo (Yamamoto et al., 1986b).
Los mismos resultados se observaron para Bufo Japonicus

(Niinuma et al., 1991).
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Corticotropina o ACTH.

La mayoria de los datos existentes sobre la implicacién de
la hormona corticotropa (ACTH) en la regulacién de la
metamorfosis son indirectos, basdndose en la accién de las
hormonas interrenales. La inyeccién de ACTH en larvas de

Xenopus laevis (Hanke y Leist, 1971; Hanke y Neumann, 1972;

Gunesch, 1974; Neubrand y Hanke, 1974) provoca los mismos
cambios en el metabolismo lipidico, protéico y de
carbohidratos que las inyecciones de cortisol y
corticosterona, posiblemente por la estimulacién de la

secrecién de estas hormonas por parte de las glandulas
interrenales. As{ mismo, la inyecci6én de corticoides no
provoca la reabsorcién de la cola, pero origina una
aceleracién de este proceso en larvas a las que se les ha
inducido la metamorfosis con hormonas tiroideas. Lo que hizo
deducir una accién sinérgica entre dichas hormonas y los
corticoides (Krug et al., 1980, 1983; Kikuyama et al., 1981,

1983; Suzuki y Kikuyama, 1981, 1983; Yu et al., 1985).

Los datos obtenidos por RIA muestran bajos niveles de
hormonas interrenales (corticosterona y aldosterona) en los
primeros estadios del desarrollo que se incrementan durante
la prometamorfosis para alcanzar sus valores maximos en el
climax (Krug et al., 1978, 1983; Jaffe, 1981; Suzuki vy
Kikuyama, 1981; Leloup-Hatey et al., 1990). La elevacién de
los niveles de corticoides durante la metamorfosis es muy

similar a la observada en las hormonas tiroideas (Leloup ¥y
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Buscaglia, 1977; Miyauchi et al., 1977; Regard et al., 1978;
Mondou y Kaltenbach, 1979; Suzuki y Suzuki, 1981; Weil,

1986). El suministro de inhibidores de la sintesis de

corticosteroides (Kikuyama et al., 1981) produce un retraso
en la metamorfosis esponténea o inducida por Ts .
Recientemente, en las hip6fisis de larvas de Rana

catesbeiana, Yu et al. (1985) han detectado la existencia de
una sustancia, tipo ACTH, que tras unos valores iniciales muy
bajos muestra un gran incremento en sus valores circulantes

durante el climax.

La evolucién de la metamorfosis dependeria de un adecuado
equilibrio entre corticosterona y hormonas tiroideas. Durante
la prometamorfosis un exceso de corticosterona puede

determinar una especifica inhibicién de la metamorfosis como

consecuencia de las bajas concentraciones de hormonas
tiroideas circulantes. Durante el climax, las hormonas
tiroideas inducirian la estimulacién de las glandulas
interrenales las cuales liberarfian grandes cantidades de

corticosterona y aldosterona necesarias para completar la

metamorfosis (ver Leloup-Hatey et al., 1990).

Teoria de Etkin.

En la década de 1los 60, Etkin (1964,1968) en base a
resultados propios y de otros autores, propuso el modelo mas

completo existente hasta entonces sobre el mecanismo

44



endécrino de regulacién de 1la metamorfosis de anuros, cuyos

supuestos fundamentales son los siguientes:

Durante la premetamorfosis, periodo <caracterizado por un
gran crecimiento larvario pero escaso desarrollo de los
miembros, la eminencia media y el hipotdlamo estdn muy poco
desarrollados, no existiendo un <control activo por parte de
este dltimo sobre las funciones hipofisarias. Por lo tanto,
la sintesis y secrecion de prolactina, bajo control
inhibitorio en adultos (Seki y Kikuyama, 1982; Gorbman et
al., 1983; Norris, 1985), seria alta en este periodo. Por su
parte, el eje hip6fisis-tiroides mantendria un bajo nivel de
actividad mostrando las células TSH una alta sensibilidad al
"feedback" negativo de las hormonas tiroideas. Por tanto, la
secrecién de TSH y hormonas tiroideas seria minima y no
interferiria en la actividad de la prolactina, que podria asi

potenciar el crecimiento larvario.

Durante la prometamorfosis se produciria wun lento pero
progresivo incremento de la actividad tiroidea reflejado en
el aumento sustancial de la cantidad de hormona T4 almacenada
dentro de los foliculos en desarrollo, asi como por el gran
crecimiento de los miembros. Esta activacién tiroidea seria
el reflejo del aumento en los niveles de TSH debido al
desarrollo gradual de las 4reas hipofisiotropas hipotalédmicas
y el aumento consecuente de la influencia hipotaldmica sobre
la adenohip6fisis via TRH. Los altos niveles de T4 alcanzados

provocarian el desarrollo funcional de 1la eminencia media y
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el establecimiento de las conexiones vasculares del sistema
porta hipotdlamo-hipofisario que permitirian a la TRH actuar
sobre las células adeno-hipofisarias, promoviendo la sintesis
y liberacién de TSH. El aumento en 1los niveles de TSH
provocaria a su vez un mayor desarrollo de la eminencia media
estableciéndose de esta forma un "feedback" positivo. Esta
produccién progresiva de TRH-->TSH--> TH constituiria un
sistema autocatalitico que originaria una respuesta en

espiral alcanzdndose niveles médximos al comienzo del climax.

Asimismo, el mencionado desarrollo del hipotdlamo y la
eminencia media implicaria el establecimiento del <control
inhibitorio de la secreci6én de prolactina, cuyos niveles
circulantes disminuirian progresivamente, alcanzadndose los
valores minimos al final de este periodo. El antagonismo
existente entre la prolactina y las hormonas tiroideas en los
tejidos periféricos se reduciria al minimo permitiendo

transformaciones completas y rdpidas del ejemplar.

A lo largo del climax metam6rfico, el "feedback" positivo
del eje hipotdlamo - hip6fisis - tiroides desaparece,
persistiendo dnicamente el "feedback" negativo. Etkin no
propuso ningin mecanismo que explicara la pérdida de dicho
"feedback" positivo. En la figura 4, se esquematiza la
actividad del eje hipotdlamo-hip6fisis-tiroides durante la
metamorfosis de anuros y en la figura 5, se esquematiza la
relacién entre el hipotdlamo y la hipéfisis en larvas de

anuros en climax metamérfico.
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Fig. 4
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Actividad del eje hipotédlamo-hip6fisis-tiroides
durante la metamorfosis de anuros. A. Larvas
premetamérficas. Un feedback negativo mantiene la
actividad tiroidea en un nivel muy bajo. EI
incremento en el nivel de hormonas tiroideas
plasmiticas inhibe la secrecién de tirotrofina (TSH)
por la adenohhip6fisis. Consecuentemente la glédndula
cesa de funcionar. El hipot&dlamo todavia no controla
la actividad de las células TSH. B. Animales
metamérficos. A través del incremento en la
liberacién de TRF y TSH, el eje hipotdlamo-hip6fisis-
tiroides, sufre una aceleracién en la actividad
provocando un fuerte aumento en el nivel de hormonas
tiroideas plasmiticas. El feedback negativo
descripto en A es enmascarado por el efecto
estimulatorio de este feedback positivo. AH.,
adenohip6fisis; HT., hipotédlamo; TH., glandulas

tiroides. (Tomado de Etkin, 1968).
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Fig. 5

Relaciones entre el hipotdlamo y la hip6fisis en
anuros (larvas en climax de Rana pipiens). Gréanulos

de TRF (factor liberador de tirotrofina) son
sintetizados en centros neurosecretores hipotaldmicos
como el nicleo preéptico (pn), y llegan a |la

eminencia media (me) por los axones 1. Estos grénulos
son liberados en los capilares sanguineos (ca) que se

unen formando un sistena vena-porta entre el
hipotaldmo y la hip6fisis (hhpv). Finalmente, los
granulos TRF estimulan las células tirotréficas

localizadas en la pars distalis o anterior (pa) de la
adenohip6fisis (ah). Los axones 2 llevan productos
neurosecretores hacia la neurohipé6fisis (nh). hth.,
hipotdlamo; inf., infundibulo; pi., pars intermedia.
(Tomado de Etkin, 1968).
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Teorfa de Dodd y Dodd.

Las discrepancias existentes entre los postulados de Etkin
y los niveles de hormonas tiroideas obtenidos con RIA, PBI y
captacién de 1131 (Kaye, 1961; Just, 1972; Leloup y
Buscaglia, 1977; Miyauchi et al., 1977; Regard et al., 1978;
Mondou y Kaltenbach, 1979; Suzuki y Suzuki, 1981; Weil, 1986)
asi como sus propios resultados sobre el contenido de TSH en
la hip6fisis, indujeron a Dodd y Dodd (1976) a postular una
teoria alternativa. Estos autores sugirieron que la
produccién de hormonas tiroideas era relativamente alta
durante la prometamorfosis aunque esto no se viera reflejado
en un aumento de los niveles plasmdticos como consecuencia de
la gran "avidez" mostrada por los tejidos periféricos por
estas hormonas. Esta denominada "avidez" tisular aumentaria
de forma gradual y continua durante la prometamorfosis de
forma que las hormonas serfian captadas de la sangre tan
pronto como su nivel aumentara ligeramente (Frieden y Just,
1970; Yoshiyato y Frieden, 1975). Hacia el final de este
periodo, la capacidad tisular de captar vy utilizar las
hormonas tiroideas se saturaria produciéndose un aumento de
los niveles circulantes de hormonas tiroideas motivado por la
secrecién continua de dichas hormonas por parte del tiroides.
Por tanto, el especulativo y cambiante "feedback”" negativo-
positivo-negativo de Etkin no seria necesario existiendo wun
dnico "feedback”" negativo durante toda la vida larvaria.
Segin esta teoria el primer control de la actividad del eje

hipotdlamo-hip6fisis-tiroides residiria en los mismos tejidos
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que estdn sufriendo la metamorfosis. Las bajas temperaturas
actuarian a nivel tisular reduciendo la capacidad de
utilizacién de la tiroxina, lo que daria lugar al gran
aumento observado en los niveles circulantes de hormonas
tiroideas; de esta forma, se harfa disminuir la actividad del
eje end6écrino hipotdlamo-hip6fisis-tiroides mediante un

"feedback" negativo.

Esta hip6tesis explica los mecanismos de control
metamérficos de manera méAs sencilla negando la existencia de
niveles de hormonas tiroideas mds altos y en aumento durante
la metamorfosis en comparacién con los estadios
premetamérficos (Fox, 1983). No obstante, la inexistencia de
datos que apoyen la supuesta "avidez" a las TH por parte de
los tejidos periféricos hacen perder credibilidad a la teoria

de Dodd y Dodd.

El modelo de Etkin ha sido confirmado en parte por algunos
datos obtenidos hasta la fecha, aunque existen gran cantidad
de resultados contradictorios que indican que dicha teoria
debe ser revisada y completada. Se necesita mayor informacién
sobre el origen, secrecién y niveles circulantes de hormonas
distintas a las tiroideas asi como sobre el comportamiento de
los tejidos periféricos y la implicacién de factores externos

tales como la temperatura y el fotoperiodo.
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II. OBJETIVOS.

Si bien la especie Bufo arenarum ha sido utilizada en la
Argentina para la realizacién de numerosos estudios en
diversos campos de la Biologia, son escasos los trabajos que
relacionan el desarrollo y evolucién del eje hipotdlamo-
hip6fisis-tiroides durante el periodo que abarca la
metamorfosis. Se pueden mencionar al respecto algunos
trabajos aislados, que identificaron diversos tipos celulares
de la hip6fisis de ejemplares adultos utilizando la técnica
del Az&n de Heidenhain y algunas técnicas histoquimicas
(Prieto Diaz y Echave LLanos, 1947; Prieto Dfaz et al.,

1960).

El objetivo principal del presente estudio es el de
establecer patrones morfolégicos cuantificables de las
células productoras de hormonas de la pars distalis y
relacionarlos con el desarrollo y evolucién de las glandulas
tiroides a fin de contribuir a la posible realizacién de
modelos generales que comprendan los acontecimientos
anatémicos y fisiolégicos que tienen lugar durante la
metamorfosis de Bufo arenarum y en los que las gléandulas

tiroides y la hip6fisis cumplen un rol importante.

Para ello se estudiaron las modificaciones anatémicas asi
como las variaciones en el volimen de la pars distalis vy

glandulas tiroides que se produzcan durante el desarrollo
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larvario y en el primer mes de vida postmetamérfica o

juvenil.
Asimismo, utilizando anticuerpos antihormonas
hipofisiarias humanas, se 1identificaron mediante técnicas

inmunocitoquimicas las células de la pars distalis a fin de
establecer los posibles patrones de distribucién anatémica y
de observar la existencia de modificaciones en dicha

localizaci6én durante el desarrollo.

Con la aplicacién de métodos morfométricos y
estereolégicos se cuantificaron las variaciones que presentan
estos tipos celulares, estudidndose 1los cambios en densidad
de volumen y volumen total ocupado por dichas <células en la
hip6fisis durante los distintos estadios del desarrollo en la

especie objeto de estudio.

Con el fin de extender las observaciones sobre el eje
hipotdlamo-hip6fisis-tiroides se evalué como afecta la
inhibicién de la actividad de la glandula tiroides,
utilizando la sustancia goitrégena perclorato de potasio, el
desarrollo y evolucién de las células adenohipofisarias y de
la misma gldndula tiroides en larvas al inicio de la

premetamorfosis.

Los resultados <cuali- y cuantitativos obtenidos tras la
aplicacién de las técnicas sefialadas, discutidas a la luz de
los datos disponibles en la literatura permitieron contribuir

a postular un esquema morfofisiolégico general que explique
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el papel desempefiado por las hormonas adenohipofisarias y de
las gldndulas tiroides durante el desarrollo de Bufo

arenarum.
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III. MATERIALES Y METODOS.

II'fI.1. Material biolégico.

Obtencidén y mantenimiento.

Hembras de Bufo arenarum fueron recolectadas en las
cercanfas de la Ciudad de Buenos Aires. La ovulacién fue
inducida en el otofio por inyeccién de hip6fisis homélogas,
almacenadas segilin Pisané (1957). Luego de la ovoposicién los
ejemplares fueron desmedulados, las ristras de ovocitos
fueron extraidas del ovisaco mediante una incisién abdominal
y colocadas en cépsulas de Petri donde fueron fertilizadas iIn
vitro con una suspensién de espermatozoides de la misma

especie.

Los embriones obtenidos fueron colocados en céipsulas de
Petri y mantenidos en solucién de Holtfreter (3,52 NaCl +
0,05g KCI + 0,2g NaHCO3s + 1000ml agua destilada), hasta que
el esbozo de los mienbros posteriores se hizo visible. En
este estadio fueron transferidos a acuarios (2 1 de volumen)
con agua de <canilla declorada. Debido a que 1la tasa de
crecimiento y el desarrollo - larval en anuros estén
influenciados por factores extrinsecos como la temperatura,
el fotoperiodo y la densidad poblacional inicial, hemos
estdndarizado algunos pardmetros de modo tal que las
variables experimentales introducidas reflejen s6lo las
variaciones en los factores intrinsecos. Las larvas fueron

mantenidas en una densidad poblacional inicial de 10
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ejemplares por litro, a wuna temperatura de 19-20°C y con un
fotoperfodo de 12 L:12 O (Miranda et al., 1993a, b). El medio
fue renovado semanalmente y las larvas fueron alimentadas con
lechuga hervida ad libitum. Periodicamente se verificaba el

estadio metamérfico alcanzado por las larvas.

Estadios metamérficos.

Para la especie Bufo arenarum han sido confeccionadas dos
tablas que describen su desarrollo metamérfico. La de
Echeverria y L6épez (1981), que seflala 10 estadios, y la de
Martin et al. (1985), que describe 20 estadios baséndose
fundamentalmente en las modificaciones de los miembros
posteriores y otras caracteristicas morfolégicas externas.
Debido a la mayor descripcién de estadios por Martin et al.
(1985) hemos considerado oportuno utilizar esta dltima tabla

para la determinacién de los estadios metamérficos.

Martin et al.(1985) establece que al final del perfodo
embrionario, el ejemplar ha asumido la forma larval «con un
cuerpo oval y una musculatura caudal aproximadamente 1,5
veces el largo del cuerpo. Esta forma se mantiene sin cambios
aparentes hasta el estadfo I caracterizado por el esbozo bien
manifiesto de los miembros posteriores los que aparecen como
una pequefia elevacién entre la base de la cola y la base del
abdémen. Desde este momento se inicia la premetamorfosis, que
abarca desde el estadio I al IX, caracterizado

fundamentalmente por el crecimiento del esbozo de miembros
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posteriores, los que se diferenciard4n en auto, zeugo y
estilopodio, apareciendo también Jlos esbozos de los 5 dedos
del pie. A este perfodo le sigue la prometamorfosis que
abarca desde el estadio X al Xv, caracterizada
morfologicamente por el desarrollo del pie que alcanza su
forma juvenil tipica, y por el crecimiento diferencial de las
partes, que comienza a transformar el organismo en la forma
adulta. Inicialmente, el cambio més notable es la diferencial
aceleracién del crecimiento de los miembros posteriores. Los
estadios siguientes, del XVI al XX, constituyen 1la etapa
llamada clfmax metamérfico, durante la cual se producen 1los
cambios aparentemente mi4s drésticos. Durante este periodo
ocurre la emergencia de los miembros anteriores que marca el
estadio XVI, seguido por otros cambios en la forma general
de]l cuerpo, amplitud de 1la boca, regresién de la cola, etc;
hasta que el ejemplar alcanza 1a forma juvenil, de vida

terrestre.

Los estadios wutilizados para los estudios histolégicos,
inmunocitoquimicos, morfométricos y ultraestructurales fueron
los siguientes: IV y VIII (mitad y final de la
premetamorfosis), XII y XV (mitad y final de la
prometamorfosis), XVII y XX (mitad y final del climax
metamérfico) y postmetamérficos de un mes de vida (figura 6).
Entre paréntesis se han <colocado los equivalentes a |los

estadios larvales anuros segiln la tabla de Gosner (1960).
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ESTADIO IV (29): El! miembro posterior crece en longitud

alcanzando una vez y medio el valor de su didmetro.

ESTADIO VIII (34): Hay una elongacion del dedo 4, con lo que
queda bien determinada su separacién de los dedos 3 y S. Se

profundiza la hendidura de los dedos 3-2.

ESTADIO XII (39): Hay un considerable alargamiento del
autopodio y de los dedos. Comienza 1la rotacién del miembro.

Se esbozan las callosidades de los dedos.

ESTADIO XV (41): Se hace méds nitida la pigmentacién en las
bandas de las patas. En larvas avanzadas, con grandes patas
posteriores, el dorso del cuerpo cambia la pigmentacién desde
un tipico color negruzco a un colorido mAs claro (pardo-
marrén) presentando manchas puntiformes de color ocre. Su
ubicacién es a veces irregular o se disponen simetricamente
en hilera, a ambos lados de la 1inea media dorsal. La piel
que cubre la cémara donde se desarrollan los miembros
anteriores, se hace mds clara y transparente, permitiendo ver
con claridad las extremidades prontas a emerger. La completa

reabsorcién de la pieza cloacal marca este estadio.

ESTADIO XVII (43): Ambos miembros anteriores han aparecido
completanente. La boca se amplia llegando al borde posterior
de las narinas. Las manchas puntiformes sobre el dorso
alcanzan un tinte mds vivo y se hallan tanto sobre el fondo
claro como sobre las manchas oscuras, observdndose que estén

situadas sobre pequefios tubérculos que corresponden a las
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Fig. 6 Estadios metamérficos segin Martin et al. (1985).
a (estadio IV), b (estadio VIII), c¢ (estadio XII),
d (estadio XV), e (estadio XVII), f (estadio XX),
g (postmetamérficos de 1 mes). (1 x)

58



glandulas en formacién. La cola se reduce drédsticamente en
longitud, mientras sus aletas sufren un proceso de

arrugamiento que concluird con su total reabsorcién.

ESTADIO XX (46): El borde de la boca ha sobrepasado el borde

posterior del ojo. La cola ha completado su reabsorcién.

POSTMETAMORFICOS: ejemplares que una vez que habfan
completado la metamorfosis fueron acondicionados en terrarios

durante un mes.

Sustancias goitrégenas.

Larvas obtenidas y mantenidas de 1la manera ya descripta
fueron transferidas en estadios de premetamorfosis temprana a
acuarios en una densidad de 10 por | y mantenidas en agua
declorada con las siguientes concentraciones de perclorato de
potasio durante 5 meses. (Este experimento se realizé por

triplicado)

Grupo A: 0,034 % KCLOs4 (Mallinckrod)
Grupo B: 0,051 % KCLO«

Grupo C: CONTROL

Las variaciones en los parémetros morfométricos corporales
(longitud total y peso) y de los estadios metamérficos se
registraron semanalmente a 1o largo de todo el experimento y

evaluados por test de ANOVA. Los estudios histolégicos,
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inmunocitoquimicos, morfométricos y ultraestructurales se
llevaron a cabo en larvas mantenidas en solucién de KCLOs
(0,034 %) durante 3 y S5 meses, como asf también en larvas
controles en el mismo estadio metam6rfico (VIII) alcanzado

por las larvas tratadas.

III.2. Métodos de estudio.

Los ejemplares fueron sacrificados siempre a la misma hora
(10 am) para evitar las variaciones debidas a posibles ciclos
circadianos de los distintos tipos <celulares productores de

hormonas.

Previa anestesia con MS 222 (Sandoz), la porcién cefélica
de las larvas, fue fijada por inmersién en el liquido de
Bouin (90 minutos a 4°C y 90 minutos a temperatura ambiente).
Este fijador se ha revelado como el mids id6éneo para la
preservacién tanto de las estructuras celulares como de la
capacidad inmunorreactiva de las hormonas hipofisarias de

anfibios (Girod, 1983).

- Una vez fijadas las muestras, se procedié6 al lavado con

alcohol 70° para eliminar los restos de fijador.

- El paso siguiente fue la deshidratacién de las piezas con
una serie ascendente de alcoholes y su posterior inclusién

en parafina-cera.

- De los bloques se obtuvieron cortes transversales

(tiroides) y sagitales (hip6fisis) seriados de 6um de
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espesor con micrétomo Leitz. Los cortes obtenidos se
montaron sobre los portaobjetos con albdmina para
coloraciones histolégicas convencionales y sin albGmina

para inmunocitoquimica.

- Se utilizaron las siguientes técnicas de tincién:

Hematoxilina-eosina y Tricrémica de Mallory.

- Las observaciones y mediciones macroscépicas se realizaron
con una lupa binocular (Wild), las macrofotograffas en un
macromicroscopio M 400 (Wild) y todas las observaciones
microscépicas as{ como todas las microfotograffas fueron

realizadas en un fotomicroscopio Polyvar (Reichert-Jung).

Técnicas inmunocitoqufmicas.

Una vez desparafinados e hidratados 1los cortes, se
inmunotifieron con la técnica inmunocitoquimica del complejo
ABC (complejo-avidina-biotina), que comprende 1la secuencia
siguiente:

a) Lavado con PBS (Buffer fosfato salino).

b) Tratamiento de los <cortes con H202 al 0,3 % durante 15
minutos con el fin de eliminar las peroxidasas end6genas
(Zehr, 1978).

c) Lavado con PBS durante 10 minutos.

d) Tratamiento con un agente bloqueante de protefnas (leche
descremada 5 % + tritén X 100 0,2 % en PBS) durante una

hora.
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e)
f)

g)
h)

i)
j)

k)
1)

m)

n)

o)

Lavado con PBS durante 10 minutos.

Incubacién con el anticuerpo primario especifico dilufdo
en PBS en cémara himeda a 4° C durante 24 hs.

Lavado con PBS durante 10 minutos.

Tratamiento con un agente bloqueante de protefinas (leche
descremada 5 % + tritén X 100 0,2 % en PBS) durante 20
minutos (Paz et al ., 1993).

Lavado con PBS durante 10 minutos.

Incubacién con el anticuerpo secundario conjugado con
biotina (Signa, USA) diluido en PBS (1:15), durante 45
minutos.

Lavado con PBS durante 10 minutos.

Incubacién con el complejo avidina-biotina-peroxidasas
(Sigma, USA) diluido en PBS (1:15), durante 45 minuto.
Lavado con PBS durante 10 minutos.

Revelado de la reaccién mediante tratamiento con 3,3’-
diaminobencidina (DAB, Sigma, USA) y H202 que actuaria
como substrato de 1a peroxidasa (Graham y Karnovsky,
1966). Se obtiene asi un color marrén por parte de las
células inmunorreactivas.

Tincién de los nidcleos con hematoxilina durante 10
segundos.

Deshidratacién y montaje de las preparaciones para su

estudio posterior.
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Anticuerpos primarios.

A continuacién se especifican los anticuerpos utilizados

y las diluciones de trabajo:

-anti-B-TSH humana obtenida en conejo (Dako, Dinamarca) a una

dilucién 1/200.

-anti-1-24-ACTH sintética humana obtenida en conejo (Dako,

Dinamarca) a una dilucién 1/400.

-anti-PRL humana (Dako, Dinamarca) obtenida en conejo a una

dilucién 1/100.

-anti~-GH humana obtenida en conejo (Penynsula, USA) a una

dilucién 1/100.

Controles de la especificidad de los anticuerpos primarios.

a) Omisién del anticuerpo primario, incubdndose los cortes
con PBS.
b) Inmunotincién con los antisueros primarios, previamente

absorbidos con sus antigenos homélogos durante 2 horas a

temperatura ambiente.

Técnicas para microscopia electrénica de transmisién.

Gldndulas tiroides de larvas en diferentes estadios de la
metamorfosis como asf también a Jlos 3 y 5 meses del
tratamiento con solucién de KCLOs4 (0,034 %) fueron extrafdas

y procesadas para microscopia electrénica.
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a) Fijacién.

La solucién fijadora fue una mezcla de Glutaraldehido al
1 %, Paraformaldehido al 2 % y tamp6én cacodilato 0,1 M que se

preparé al momento de utilizar.

Solucién fijadora.

- Tampén cacodilato 0,2 M............. et e e e e e e 25 cc
- Glutaraldehido al 25 %........ ..ttt 2 cc
- Paraformaldehido al 10 %........c0 it ieinnnnans 10 cc
- Agua destilada.. ... .. ittt it it e it e et 13 cc

(se obtienen 50 cc de solucién fijadora)

Con estas cantidades, las <concentraciones finales de
las distintas sustancias son: Glutaraldehido 1%,
Paraformaldehido 2 %, y Tamp6én cacodilato 0,1 %. La fijacién

se realiza durante 2 horas a 4 °C.

b) Postfijacién.

1.- Lavado rdpido en tampén cacodilato 0.1M a 4°C.

2.- Lavado rdpido con H20 destilada (5 veces a temp. amb.).
3.- Lavado con H20 destilada (30 minutos a temp. amb.).

4.- Tetrbéxido de Osmio 2 % (2 horas a 4°C).

5.~ Lavado répido con H20 destilada (5 veces a temp. amb.).
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c) Inclusién en Durcupén.

Deshidratacién.

1.- Alcohol 50° (5 minutos a temp. amb.).

2.- Alcohol 70° (5 minutos a temp. amb.).

3.- Alcohol 95° (10 minutos a temp. amb.).

4.- Alcohol 100° (15 minutos a temp. amb.) (3 veces).

5.- Acetona (15 minutos a temp. amb.).

Inclusién.

1.- Durcupédn ACM (KIT) (FLUKA) 1:1 acetona (2 horas a temp.
amb.).

2.- Durcupén (puro) (2 horas a temp. amb.).

3.- Durcupén (puro) (12 horas a temp. amb.).

4.- Armado de los bloques.

S.- Polimerizacién (24 horas a 60° C).
Luego de la inclusién, las piezas fueron cortadas
utilizando un ultramicrétomo Reichert Jung (ultracuts),

montadas en grillas de cobre, contrastadas con acetatato de
uranilo y citrato de plomo. Las secciones fueron examinadas

en un microscopio electrénico Hitachi Hull C.
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III.3. Morfometrfa y Estereologfa.

Pardmetros morfométricos.

Se han obtenido los siguientes parémetros:

1.- Longitud:

Se midié6 la longitud total (LT), tomada desde el
extremo anterior cefdlico hasta el &4pice de la cola, la
longitud del cuerpo (LCU), medida desde el extremo
anterior cefdlico hasta 1a <cloaca y la longitud de la
cola (LCO), que se obtuvo por diferencia entre la
longitud total y la longitud del cuerpo. En los
ejemplares tratados s6lo se midi6é la longitud total.
Todas las mediciones se tomaron en milimetros (mm) sobre

15 ejemplares por estadio y tratamiento.

Peso total himedo (P):

Segin Mc Nab (1970), Bartholomew (1977) y Hota y Dash
(1987) el peso himedo corporal es el mejor estimador del
crecimiento corporal larval. El peso himedo se determiné
en una balanza electrénica con una sensibilidad de 0,001
g. Fueron pesados 15 animales a la vez por estadio y
tratamiento, secados con papel de filtro en una caja de

papel de aluminio previamente tarada.
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3.- Volumen de la pars distalis (VPD):

El pequefio tamafio de la hip6fisis de las larvas objeto
de nuestro estudio imposibilité el wuso del método de
inmersién basado en el principio de Arquimedes para la
obtencién del voldmen hipofisiario. En su 1lugar se midié
electrénicamente el A4rea hipofisiaria de todos y cada uno
de los cortes seriados de igual espesor (6um). La suma
total de las dreas se multiplic6é por el espesor del corte
obteniéndose asf el voldimen hipofisario, de forma que:

VPD = t ZA pmd
donde t es el espesor del corte y IA la suma total de las

dreas.

Numero de células inmunorreactivas:

El nimero total de células inmunorreactivas TSH, PRL,
ACTH y GH (presentando ntGcleo) fue contado en 5 cortes (3
centrales y dos laterales) para cada uno de los tipos
celulares inmunorreactivos identificados en la pars

distalis.

Volumen de las glédndulas tiroides (VGT):

Se utilizé la misma férmula que para el cédlculo del

volimen de la pars distalis.

67



6.- Nimero de folfculos (NF):

Se contaron todos 1los folfculos presentes en las
tiroides en cinco cortes (dos laterales y tres

centrales).

7.- Didmetro folicular (DF):

Se consider6 unicamente el didmetro del foliculo més

ancho en cinco cortes (dos laterales y tres centrales).

8.- Altura células foliculares (ACF):

Se midieron 10 células epiteliales (al azar) de
foliculos tiroideos en cinco cortes (dos laterales y tres

centrales).

Los datos evaluados representan Jlos valores medios y los
errores estdndares de las mediciones realizadas en las
tiroides o hip6fisis de cinco larvas por estadio vy
tratamiento. Las mediciones realizadas en glédndulas tiroides,

fueron tomadas siempre sobre la glandula derecha.

Pardmetros estereolégicos.

La estereologia se puede definir como la rama de las
matemdticas aplicadas que obtiene informacién tridimensional
de las estructuras espaciales a partir de secciones

bidimensionales por criterios de probabilidad geométrica.
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Esta ciencia incluye una serie de parfmetros estructurales

espaciales de los cuales hemos wutilizado el siguiente:

Densidad de volimen (Vv).

Determina el porcentaje de volGmen total de una muestra
determinada ocupado por sus componentes. Lo expresamos en

tantos por uno.

Fue el gebélogo francés Delesse (1847) quién demostré que
la densidad de volidimen de los distintos componentes de una
roca puede estimarse sobre secciones al azar midiendo @&reas
relativas de sus perfiles, de tal manera que:

Vv = Ao/At = Vo/vt
donde Ao es el 4drea total de los perfiles de los objetos
contenidos en el corte, At es el 4rea total de la seccién, Vo
es el volimen de los objetos contenidos en el corte y Vt el
volimen total del <corte, tratdndose pues de dividir el
volimen del contenido por el volimen del continente. Ila
densidad de volumen constituye uno de los principios

fundamentales de la estereologia.

Se han medido 5 cortes (los mismos donde se conté el
namero celular) en <cinco larvas para cada uno de los tipos
celulares inmunorreactivos identificados presentes en la pars
distalis, obteniéndose un total de 25 mediciones por estadio

y tratamiento para cada tipo celular.
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Pardmetros secundarios.
Volumen total ocupado por los distintos tipos celulares (V).

Basdndonos en los datos obtenidos de 1la densidad de
voldmen de los distintos tipos celulares y en el voldGmen
total de pars distalis se obtuvo un nuevo parémetro: el

volimen total ocupado por los distintos tipos celulares.

En el caso del pardmetro voldimen total ocupado por las
células inmunorreactivas de la pars distalis (V), el valor
medio y su error tipico se calcularon de la siguiente manera:

VPD1 x Vvi & VPD1 x e1 = V1 % ET
donde VPD1 es el volimen de la pars distalis de un ejemplar,
que es una constante, Vvi la densidad de voldmen media y ei

el error tipico de dicho animal.

El valor medio del volimen de cada tipo celular se calculé
en 5 ejemplares por estadio y tratamiento de la siguiente

manera: -
V = Vi + V2 +........ +Vn

donde N es el nimero de ejemplares.

El error tipico del volumen medio se obtuvo aplicando la

siguiente férmula:

ET = ET12 + ET22 +..... ETn2

N

siendo N el nimero de ejemplares.
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El célculo de los parmetros morfométricos y
estereolé6gicos se llevé a cabo en medidas realizadas en dos
imdgenes sobre imAgenes microscépicas introducidas desde un
microscopio 6ptico Polyvar (Reichter-Jung) mediante cémara de
televisién en un analizador automdtico de imédgenes VIDAS
VER:2.1 (Kontron, Elektronik, Germany) siguiendo las férmulas

estereolégicas de Weibel (1979) para el anflisis de imagen.

IIfT.4. Andlisis estadfstico.

Los datos obtenidos fueron analizados por test "t" de
Student, "U" test Mann-whitney para datos no homogéneos Yy
an4dlisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias
entre grupos. Si el valor F era significativo al P<0,05, se
han utilizado comparaciones de Bonferroni para evaluar
diferencias entre grupos. Los resultados representan valores
medios y sus errores estédndares. Los anélisis estadisticos se

realizaron usando el programa para computador GraphPad.
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I1V. RESULTADOS.

IV.1. Desarrollo y evolucién de la pars distalis hipofisaria
y de las gldndulas tiroides en condiciones normales.

V.1.1. Morfométricos corporales.

Longitud. (Figura 7, Tabla I)

Se observ6 para 1la especie estudiada Bufo arenarum un
crecimiento significativo en longitud total (LTO) durante la

pre- y prometamorfosis. Hacia el final de la prometamorfosis

las larvas presentaron su tamaifio maximo que fue
aproximadamente el doble de los valores observados al
comienzo de la premetamorfosis. Al inicio del climax
metamérfico se produjo una disminucién en los valores

observados de la longitud total de tal forma que al final de
la metamorfosis equivalfan a la mitad de la longitud médxima
alcanzada. Los ejemplares postmetamérficos experimentaron un
crecimiento en longitud cercano al 30% con respecto a los
valores obtenidos al final del <climax. La longitud corporal
(LCU), aument6 notablemente hasta el final de la
prometamorfosis, luego disminuy6 hasta la mitad del cl{max,
para volver a aumentar hacia el final de la metamorfosis. La
longitud caudal (LCO) aumenté hasta la mitad de la
prometamorfosis. Hacia el final de esta etapa y durante el
climax metamérfico la cola disminuye su longitud hasta su

total desaparicién.
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LONGITUD (mm)

FIGURA 7
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—=— LTO —«— LCU —&— LCO

Longitud total (LTO), <corporal (LCU), caudal (LCO)
de Bufo arenarum durante el desarrollo. Se
representan valores medios (N= 15), *P<0,05 respecto
del estadio anterior.
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Peso total himedo (P). (Figura 8, Tabla I)

La variable peso aument6 considerablemente durante la pre-
y prometamorfosis alcanzando las larvas su peso méximo
(0,4g). Durante el climax se registré6 una disminucién en el
peso de casi el 35 % del valor méAximo. En cambio en
ejemplares postmetamérficos se observé una recuperacién en el
peso de casi el 20 % con respecto a los valores obtenidos al

final del climax.

IV.1.2. Inmunocitoquifmicos y morfométricos pars distalis.

Evolucién anatémica pars distalis. (Figuras 9, 10)

En larvas de Bufo arenarum, la hip6fisis se encuentra
ubicada por debajo del cerebro medio, est4 conectada con el
16bulo hipotaldmico por la eminencia media y por los vasos
portales. De color blanquecina-rosdcea y forma similar a un
sombrero se destacan macroscopicamente la adenohipé6fisis y la
neurohipé6fisis (Fig. 9). A nivel microsépico se observa que
la hip6fisis se encuentra ubicada debajo del III1 hemisferio
cerebral, sobre el cartflago basiesfenoides. Pueden
distinguirse claramente la pars distalis, pars intermedia,
pars nervosa y eminencia media desde estadios premetamérficos
tempranos (Figs. 10a, b). En la especie estudiada se ha
observado que, al comienzo de 1la premetamorfosis, la pars
distalis se situa en posicién ventro-rostral con respecto a
la pars intermedia y por debajo de la eminencia media. A lo

largo de la metamorfosis, la pars distalis se va desplazando

74



FIGURA 8
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Fig. 8 Peso himedo (P) de Bufo arenarum durante el
desarrollo. Se representan los valores medios
(N= 15), *P<0,05 respecto del estadio anterior.
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Fig. 9 Observacién

d, diencéfalo;

macroscépica
prometamérfica de Bufo arenarum. bo, bulbo olfatorio;
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bajo la pars intermedia hacia posiciones més caudales,
observédndose también un mayor desarrollo de 1la eminencia
media y de la pars nervosa (Figs. 10c, d). La configuracién
observada en los ejemplares postmetamérficos adn no
correspondfa con la propia de adultos (Fig. 10e). A mayor
aumento con la coloracién de Mallory pueden observarse
diversos tipos celulares. Principalmente se distinguen
células acid6filas que toman una coloracién rojiza
(posiblemente células productoras de prolactina y hormona del
crecimiento) y células bas6filas que adquieren una coloracién
violeta-azulada (posiblemente células productoras de

tirotrofina y de adrenocorticotropina) (Fig. 10f).

Volumen de la pars distalis (VPD). (Figura 11, Tabla II)

A lo largo de la pre- y de la prometamorfosis se observé
un aumento significativo del VPD que al final de la
prometamorfosis (estadio XV) alcanza el méximo valor. Al
inicio del climax metamérfico, se observé un descenso
volumétrico que fue continuo hasta el final de la

metamorfosis e inclusive en ejemplares postmetamérficos.

Distribucién células inmunorreactivas.

Por medio de técnicas inmunocitoqufmicas fueron
identificadas células TSH, PRL, GH y ACTH en la pars distalis
de Bufo arenarum en todos los estadios estudiados, no

observdndose inmunorreaccién cuando los anticuerpos primarios
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Fig. 10 Evolucién anatémica de la hip6fisis de Bufo arenarum
durante el desarrollo. (a,b) premetamorfosis, (c)
prometamorfosis, (d) (f) climax metamérfico, (e)
postmetamorfosis. h, hipotdlamo; hi, hip6fisis; pa,

pars anterior; Pi;, pars intermedia; pn, pars
nervosa; em, eminencia media; cb, cartilago
basiesfenoides. A rostral o anterior, P caudal o
posterior, D dorsal, V ventral. (a) (100 x);

(b,c,d,e) (400 x); (f) (1000 x)
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FIGURA 11
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Fig. 11 Volumen de la pars distalis de Bufo arenarum

durante el desarrollo. Se representan valores medios
(N=5), *P<0,05 respecto del estadio anterior.
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fueron sustituidos por PBS o cuando se incub6 con los
anticuerpos primarios previamente preabsorbidos con antfigenos

homélogos.

Células TSH. (Figura 12)

Este tipo celular fue localizado desde estadios
premetamérficos principalmente en la regién centroventral de
la pars distalis (Figs. 12a, b). Durante la prometamorfosis
(Figs. 12c, d), el <climax metamérfico (Figs. 12e, f) y
postmetamorfosis ((Fig. 12g) se mantuvo el mismo patrén de
distribucién. Hacia el final del climax y en ejemplares
postmetamérficos se observa una menor inmunorreaccién de las
células TSH (Figs 12f, g). Las células TSH inmunorreactivas

mostraron una forma poligonal, oval o elipsoidal.

Células PRL. (Figura 13)

Las células de PRL se identificaron dispersas por toda la
pars distalis a excepcién de 1la zona caudal (los 2/3
anteriores de la glédndula) durante la premetamorfosis (Figs.
13a, b) y 1la prometamorfosis (Figs. 13c, d) y el patrén de
distribucién no se modificé durante el climax (Figs. 13e, f)
y en ejemplares postmetamérficos (Fig. 13g). Las células de
PRL se revelaron polimérficas con tamafios no uniformes (Fig.

13h).
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Fig.

12.

Cortes mediosagitales de hipdéfisis de Bufo arenarum
mostrando células TSH inmunorreactivas. Rostral a la
izquierda. (a) premetamorfosis (estadio 1IV), (b)
premetamorfosis (estadio VIII), (e h)
prometamorfosis (estadio XII), (d) prometamorfosis
(estadio XV), (e) climax metamérfico (estadio XVII),

(f) climax metamérfico (estadio XX), (g)
postmetamorfosis. pd, pars distalis; pi, pars
intermedia; pn, pars nervosa; em, eminencia media.

(a,b,c,d,e,f,g) (250 x); (h) (1000 x)
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Fig.

13

Cortes mediosagitales de hip6fisis de Bufo arenarum
mostrando células PRL inmunorreactivas. Rostral a la
izquierda. (a, h) premetamorfosis (estadio 1IV), (b)
premetamorfosis (estadio VIII), (c) prometamorfosis
(estadio XII), (d) prometamorfosis (estadio XV), (e)
climax metamérfico (estadio XVII), (f) climax
metamérfico (estadio XX), (g) postmetamorfosis. pd,
pars distalis; pi, pars intermedia; pn, pars
nervosa; em, eminencia media. (a;byc,dse, f,g) (250
x); (h) (1000 x)
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Células GH. (Figura 14)

Se identificaron células GH en las zonas central y caudal
en estadios premetamdérficos (Figs. 14a, b). En estadios
prometamorficos (Figs. 14c, d), de climax (Figs. 14e, f) y
postmetamorfosis (Fig. 14g), las células GH se identificaron
unicamente en la regién caudal, principalmente en la zona de
contacto con la pars intermedia. Se observé una menor
inmunorreaccién al final del climax (Fig. 14f) y en animales
ya metamorfoseados (Fig. 14g). Las células GH se presentaron

con forma esférica y de tamaiio regular (Fig. 14h).

Células ACTH. (Figura 15)

Durante la premetamorfosis (Figs. 15a, b) las <células de
ACTH aparecieron esparcidas por la regién anterior de la pars
distalis debajo de la eminencia media, observdndose una
inmunorreaccion debil. Con el avance del desarrollo (Figs.
15¢, d, e) se ubicaron en las zonas rostral y dorsal
revelando una inmunomarcacién mAs intensa. Hacia el final del
climax y en juveniles las células ACTH mantuvieron la misma
distribucion pero se wubicaron principalmente en Jla zona
rostral de la pars distalis. Las células ACTH
inmunorreactivas presentaron una forma elipsoidal y oval
(Fig. 15h) . Es importante mencionar que se observé marcacién
en las células de 1la pars intermedia con el anticuerpo

utilizado.
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Fig.

14

Cortes mediosagitales de hip6fisis de Bufo arenarum
mostrando células GH inmunorreactivas. Rostral a la
izquierda. (a) premetamorfosis (estadio 1IV), (b)
premetamorfosis (estadio VIII), (c) prometamorfosis
(estadio XII), (d, h) prometamorfosis (estadio XV),
(e) climax metamdérfico (estadio XVII), (f) climax
metamérfico (estadio XX), (g) postmetamorfosis. pd,
pars distalis; pi, pars intermediaj; pn, pars
nervosa; em, eminencia media. (a,b,c,d,e,f,g) (250
x); (h) (1000 x)




Fig. 14 Continuacidn.
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Fig.

>
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15 Cortes mediosagitales de hipéfisis de Bufo arenarum

mostrando células ACTH inmunorreactivas. Rostral a
la izquierda. (a) premetamorfosis (estadio 1IV), (b)
premetamorfosis (estadio VIILI)" (c,h)
prometamorfosis (estadio XII), (d) prometamorfosis
(estadio XV), (e) climax metamérfico (estadio XVII),
(f) climax metamérfico (estadio XX ) (g)
postmetamorfosis. pd, pars distalis; pi, pars
intermedia; pn, pars nervosa; em, eminencia media.
(a,b,c,d,e,f,g) (250 x); (h) (1000 x)
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Fig. 15 Continuacién.
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Nimero de células inmunorreactivas. (Figura 16, Tabla III)

Durante la pre- y la prometamorfosis, las células TSH se
incrementaron significativamente en ndGmero. A través del
climax metamérfico fue observado un considerable descenso en
la poblacién de esta clase de células. Con el avance del
desarrollo larval las células de PRL incrementaron su ndmero
hasta la mitad del <climax (estadio XVII). Al final de la
metamorfosis (estadio XX) se observéd una pronunciada
disminucién en su nimero. Las células GH se incrementaron
significativmente hasta la mitad de 1a prometamorfosis
(estadio XII); al final de la prometamorfosis (estadio XV) y
durante el clfmax se observé un marcado descenso. La
poblacién de células ACTH no sufrié modificaciones durante la
premetamorfosis, se incrementé durante la prometamorfosis,
disminuyé suavemente en la mitad del climax y se incrementd
nuevamente al final de 1la metamorfosis. En los animales
postmetamérficos, el nimero de células TSH continud
disminuyendo, las células de PRL y ACTH mostraron un fuerte
incremento y las GH aumentaron suavemente si se comparan con

lo observado al final de la metamorfosis.

Densidad de voldmen (Vv). (Figura 17, Tabla IV)

En las células TSH la Vv mostré un leve incremento durante
el desarrollo, llegando al maximo al final de la
prometamorfosis (estadio XV); wuna disminucién se observé en

la Vv durante el climax e inclusive en los animales
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FIGURA 16
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Nimero de <células inmunorreactivas TSH, PRL, GH Yy
ACTH en la hip6fisis de Bufo arenarum durante el
desarrollo. Se representan valores medios (N=35),
*P<0,05 respecto del estadio anterior.

92



metamorfoseados. Después de una disminucién al final de la
premetamorfosis (estadio VIII) este parédmetro en las células
de PRL se incrementé hasta la mitad del climax (estadio
XVII). Al final de la metamorfosis la Vv decrecié nuevamente
y en postmetamérficos se observé un aumento significativo.
En las células GH la Vv mostr6é una disminucién moderada hasta
el final de la premetamorfosis (estadfo VIII), se incrementd
hasta la mitad de la prometamorfosis (estadio XII), disminuyé
hasta la mitad del <climax (estadio XVII) y se incrementd
nuevamente al final de la metamorfosis como as{f también en
postmetamérficos. Después de una suave disminucién hasta la
mitad de la prometamorfosis (estadio XII) la Vv de las
células ACTH mostré un incremento hasta el final de la
metamorfosis. En los ejemplares metamorfoseados este
parametro no varié con respecto a los valores registrados en

el estadio XX.

Volumen total ocupado (V). (Figura 18, Tabla V)

El v por las <células TSH, PRL, GH, y ACTH mostrdé un
considerable incremento durante el desarrollo hasta el final
de 1la prometamorfosis. Durante el climax metamérfico se
observd una disminucién en este parémetro, a excepcién del V
por las células ACTH que sufrié un leve incremento hacia el
final de la metamorfosis. En juveniles solamente el V por
las células PRL aumenté significativamente, los V ocupados
por las células TSH y GH continuaron disminuyendo y el V por

las células ACTH no se modificé.

93



DENSIDAD DE VOLUMEN

FIGURA 17
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Fig. 17 Densidad de volumen (Vv) de las células
inmunorreactivas TSH, PRL, GH y ACTH, en la
hip6fisis de Bufo arenarum durante el desarrollo.
Se representan valores medios (N=5), *P<0,05

respecto del estadio anterior.
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FIGURA 18
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Fig. 18 Volumen total ocupado (V) por las células
inmunorreactivas TSH, PRL, GH y ACTH, en la
hip6fisis de Bufo arenarum durante el desarrollo.
Se representan valores medios (N=5), *P<0,05

respecto del estadio anterior.
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IV.1.3. Morfométricos tiroides.

Evolucién anatémica. (Figuras 19, 20)

En la especie estudiada, durante la premetamorfosis, puede
observarse macroscopicamente el par de glédndulas tiroideas
situadas a los costados del es6fago, en posicién anterior con
respecto al corazén y el resto de las visceras (Figs. 19a,
b). Poseen forma esférica y coloracién oscura debido a la
presencia de pigmento. A nivel microscépico en estadios
premetamérficos pueden observarse las gldndulas ubicadas
ventralmente al cartilago hioideo y que ya comienzan a
organizarse en foliculos con coloide (Fig. 20a). A través de
la metamorfosis las tiroides toman una forma elipsoidal (se
desarrollan hacia los laterales de la larva), y el coloide de
los folfculos cambia de consistencia desde compacto y poco
vacuolado (pre-y mitad de prometamorfosis) (Figs. 20b, c, d)
a fracturado, menos denso y muy vacuolado (final de la
prometamorfosis y climax metamérfico) (Figs. 20e, f, g). En
juveniles se observa que los foliculos y el <coloide toman
caracterfsticas similares a las observadas en prometamorfosis
(Fig. 20h). A mayor aumento puede observarse claramente como
el coloide es absorbido por las células que forman el
foliculo y ocasionalmente pueden encontrarse células

parafoliculares (Fig. 20i).
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Fig. 20

Evolucién anatédmica de las glandulas tiroides de
Bufo arenarum durante el desarrollo. (a,b)
premetamorfosis (estadio 1IV), (c) premetamorfosis
(estadio VIII), (d,i) prometamorfosis (estadio XII),
(e) prometamorfosis (estadio XV:).y (f) climax
metamérfico (estadio XVII), (g) climax metamérfico
(estadio XX), (h) postmetamorfosis. gt, glandula
tiroides; ef, células foliculares; cpf, células
parafoliculares; ¢, coloide; ch, cartilago hioideo.
D dorsal, V ventral. (a) (100 x); (b,c,d,e,f,g,h)
(400 x); (i) (1000 x)
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Fig. 20 Continuacién.
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Fig. 20 Continuacidn.
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Volumen gldndulas tiroides (VGT). (Figura 21, Tabla VI)

Este pardmetro mostré un incremento ininterrumpido hasta
el final de la prometamorfosis donde alcanzé su valor méximo.
Un descenso se observé durante el clifmax, volviendo =

incrementarse en animales postmetamérficos.

Ndmero de folfculos (NF). (Figura 22, Tabla VI)

El NF tiroideos aumenté desde la premetamorfosis hasta la
mitad del climax. Al final del <clifmax y en animales

metamorfoseados este pardmetro disminiuyé.

Didmetro folicular (DF). (Figura 23, Tabla VI)

El DF aumentd durante el desarrollo, mostrando valores
mAximos especialmente entre el final de la premetamorfosis y
la mitad de la prometamorfosis. Durante el climax disminuyé y

en juveniles volvié a incrementarse.

Altura células foliculares (ACF). (Figura 24, Tabla VI)

Se observé un aumento en la ACF tiroideas durante la pre-
y prometamofosis alcanzando el valor mAximo hacia la mitad
del climax metamérfico. Al completar 1la metamorfosis este
pardmetro disminuyé drédsticamente, obteniéndose valores

similares en ejemplares postmetamérficos.
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VOLUMEN GLANDULAS TIROIDES (unsX 10)

FIGURA 21
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ESTADIOS METAMORFICOS

Fig. 21 Volumen de las gladndulas tiroides de Bufo arenarum
durante el desarrollo. Se representan valores
medios (N=5), *P<0,05 respecto del estadio
anterior.
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FIGURA 22
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Fig. 22 Nimero de foliculos presentes en las gléandulas

tiroides de Bufo arenarum durante el desarrollo. Se
representan valores medios (N=5), *P<0,05 respecto
del estadio anterior.
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FIGURA 23
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Fig. 23 Didmetro maximo folicular tiroideo de Bufo arenarum
durante el desarrollo. Se representan valores
(N=5), *P<0,05 respecto del estadio anterior.
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FIGURA 24
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Fig. 24 Altura de las células foliculares tiroideas de
Bufo arenarum durante el desarrollo. Se representan
valores medios (N=5), *P<0,05 respecto del estadio

anterior.
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IV.1.4. Ultraestructurales tiroides. (Figura 25)

A nivel ultraestructural las células epiteliales
foliculares tiroideas de larvas de Bufo arenarum, muestran la
misma distribucién general subcelular de organelas
encontradas en la mayorfa de las celulas tiroideas de otros
vertebrados. El nicleo se encuentra situado en el centro de
las células foliculares, mientras que la mayorfa del retfculo
endoplasmético ocupa una posicién infranuclear (basal) y la
mayorfia de vacuolas, grédnulos asociados al aparato de Golgi y
mitocondrias, se encuentran en la zona supranuclear (apical).
Pueden observarse algunos microvilli en la parte apical
celular en contacto con el coloide del folfculo. Cabe
destacar la presencia de grandes espacios intercelulares
(canales) entre las células adyacentes que forman el
foliculo.

Los cambios observados a nivel Optico en la altuvra del
epitelio folicular tiroideo fueron confirmados a nivel
ultraestructural. Durante la premetamorfosis (Fig. 25a)
encontramos células bajas cibicas, con pocas organelas,
distribuidas especialmente en la zona apical celular. Hacia
la mitad de la prometamofosis (Fig. 25b), se notan <células
foliculares bien desarrolladas (cilindricas bajas), con un
aumento en la cantidad de organelas especialmente del RER
situado por debajo y a los costados del nicleo. Voluminosas
mitocondrias ubicadas tanto en la zona supra- como

infranuclear se encuentran en relacién con el reticulo
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endoplasmdtico y los cambios en su nimero parecerfan estar en
proporcién directa con la cantidad de reticulo presente. EIl
aparato de Golgi siempre se encuentra en la zona supranuclear
siendo mids extenso, vesiculoso y aparentemente mds activo en
las células de mayor altura. En el ldGmen folicular comienzan
a notarse signos de vacuolizacién, indicando principio de
reabsorcién. Hacia la mitad del <climax (Figs. 25c¢, d),
estadios de mayor estimulacién tiroidea, se observa el mayor
desarrollo de las <células foliculares (células cilindricas
altas), con gran cantidad de RER, Golgi y vacuolas
intracelulares en la zona supranuclear en el Ilimite con el
coloide. Estas vacuolas intracelulares serfan vacuolas de
coloide rodeadas por NuUmMerosos y pequefios citosomas
conteniendo lisosomas, que parecerfan estar en contacto

directo, o fusionados, con las grandes vacuolas de coloide.

Los cambios en el tamafio y el voldmen de las células
foliculares se deberian a la cantidad y desarrollo de las
organelas celulares que estarfan directamente relacionadas

con la sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas.
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Fig. 25

Célula epitelial folicular tiroidea de larva de
Bufo arenarum. (a) mitad premetamorfosis, (b) mitad

prometamorfosis; (e, d), climax metamérfico
temprano. ¢, coloide; g, aparato de Golgi; rer,
reticulo endoplasmatico; n, nicleo; ei, espacio
intercelular; m, mitocondria; mv, microvilli; vc,

vacuola coloide. (a) (2500 x), (b) (3500 x), (c)
(3000 x), (d) (6500 x)
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IV.2. Efecto del goitrégeno perclorato de potasio en el
desarrollo y evolucién de la pars distalis hipofisaria
Yy de las gldndulas tiroides.

IV.2.1. Morfométricos corporales.

Estadios metamé6rficos. (Figura 26, Tabla 7)

Las larvas tratadas con el goitrégeno perclorato de
potasio con las dos dosis mencionadas, mostraron un notable
detenimiento de los procesos metamérficos, con respecto a las
larvas control. A partir de 1la semana 7 de tratamiento se
registraron diferencias significativas entre las larvas
control y las tratadas. A las 12 semanas todas 1las larvas
control habian superado la metamorfosis mientras las
experimentales se encontraban detenidas en estadios de final
de premetamorfosis (VIII), estadio que no superaron en los 5
meses de tratamiento. No se encontraron diferencias
significativas entre las larvas tratadas con las diferentes

dosis del goitrégeno.

Longitud. (Figuras 27, 28 y Tabla 8)

La inhibicién en el desarrollo larval causada por el
goitrégeno no impidié el crecimiento corporal larval. Después
de 12 semanas de tratamiento las larvas alcanzaron wuna
longitud total promedio de aproximadamente 40 mm y a las 20
semanas de 60 mm. Mientras que las larvas controles llegaron
a una longitud médxima de 35 mm a las 10 semanas alcanzando

los estadios (XIV-XV) de final de la prometamorfosis. Se
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ESTADIOS METAMORFICOS

FIGURA 26
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Fig. 26 Estadios metamérficos de farvas de RBufo arenarum
mantenidas en solucién de KCIlOs, A: 0,034 % B:

0,051 % C: CONTROL. Se representan valores medios
semanales (N=15), *¥P<0,05 diferencias significativas
entre grupos.
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FIGURA 27
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Fig. 27 Longitud total de larvas de Bufo arenarum mantenidas

en solucién de KClOa4, A: 0,034 % B: 0,051 % C:
CONTROL. Se representan valores medios semanales
(N=15), *P<0,05 diferencias significativas entre
grupos.




Fig. 28 lLarvas de Bufo arenarum mantenidas en solucién de
KCl0os (0,034 %) durante 3 y 5 meses. (a) larva

control en estadio VIII, (b) 3 meses, (c) 5 meses.
Caybse) (1,5 x)
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observé un mayor crecimiento en longitud de las larvas
tratadas con respecto a las controles, registrdndose
diferencias significativas a partir de la semana 11 de
tratamiento. No se encontraron diferencias significativas
entre las larvas tratadas con las diferentes dosis del

goitrégeno.

Peso total himedo (P). (Figura 29, Tabla 9)

Este parédmetro al igual que la longitud total, aumenté a
lo largo del tratamiento. A Jlos 3 meses se registraron
valores promedios cercanos a 1 g Yy a los 5 meses cercanos a
1,15 g, mientras que las larvas controles nunca superaron los
0,4 g. Se registraron diferencias significativas entre larvas
controles y tratadas a partir de la semana 8 de tratamiento.
No se encontraron diferencias significativas entre las larvas

tratadas con las diferentes dosis del goitrégeno.

IV.2.2. Imunocitoqufmicos y morfométricos pars distalis.

Evolucién anatémica pars distalis. (Figuras 30, 31)

En las larvas tratadas se observaron voluminosas hip6fisis
hiperpldsicas, mostrando especialmente un crecimiento mayor
de la pars distalis (Figs. 30a, b). 8Sin embargo no se
observaron caracteristicas diferentes a 1las encontradas en
larvas premetam6érficas normales, no observdndose un mayor
desarrollo de la eminencia media ni de la pars nervosa. Con

la coloracién de Mallory se observé una mayor tincién de
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FIGURA 29

PESO (g)

Fig. 29
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SEMANAS
Peso humedo de larvas de Bufo arenarum mantenidas

en solucién de KCIlOs4, A: 0,034 % B: 0,051 % C:
CONTROL. Se representan valores medios semanales
(N=15), *P<0,05 diferencias significativas entre
grupos.



células acidé6filas (color rojo intenso) especialmente en la
zona caudal de la pars distalis tanto a los 3 como a los 5
meses de tratamiento (Figs. J31a, b) cuando comparadas con las

controles (Fig. 31c).

Volumen de la pars distalis (VPD). (Figura 32, Tabla 10)

En las larvas experimentales se observé un dréstico
incremento de este parédmetro, registrdndose valores a los 3
meses que cuadruplicaban y a los 5 meses septuplicaban los

valores obtenidos en las larvas control.

Distribucién células inmunorreactivas.

Por medio de técnicas inmunocitoquimicas fueron
identificadas células TSH, PRL, GH y ACTH en la pars distalis
de larvas de Bufo arenarum mantenidas en KClOs4 durante 3 y §
meses, como asi también en larvas controles en el mismo
estadio que las tratadas. No se obtuvo inmunorreaccién cuando
los anticuerpos primarios fueron sustituidos por PBS o cuando
se incubdé con los anticuerpos primarios previamente

preabsorbidos con antfgenos hom6logos.
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Fig.

30 Observacidédn macroscOdpica de la hipéfisis de larvas
de Bufo arenarum mantenidas en solucién de KCl1O0s4

(0,034 %) durante 3 meses. bo, bulbo olfatorio;

diencéfalo; h, hipéfisisy; b, bulbo. (a) (5 x),
(10 x)

d,
(b)




Evolucién anatémica de la hipéfisis de larvas de
Bufo arenarum mantenidas en solucidén de KC104
(0,034 %) durante 3 y 5 meses. (a) larva control en
estadio VIII, (b) 3 meses, (c) 5 meses. pn, pars
nervosa; pi, pars intermedia; pd, pars distalis; em,
eminencia media; h, hipotalamo; chi; cartilago
basiesfenoides. (a,b,c) (400 x)
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VOLUMEN PARS DISTALIS (um’x 10)

FIGURA 32
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Vvolumen de la pars distalis de larvas de Bufo
arenarum mantenidas en solucién de KClOs (0,034 %)
durante 3 y S meses. Los valores 1identificados
con la misma letra no difieren significativamente,
P<0,05. Se representan valores medios (N=5).
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Células TSH. (Figura 33)

En las larvas controles las <células inmunorreactivas
fueron encontradas en 1la zona centro-ventral de 1la pars
distalis (Fig. 33a). En las tratadas se distribuyeron en toda
la gldndula y 1la inmurreaccién obtenida fué menos intensa

(Figs. 33b, c, d).

Células PRL. (Figura 34)

En las larvas no tratadas, esta <clase <celular se
distrubuyé por toda la gldndula a excepcién de la zona caudal
(Fig. 34a), pero en las tratadas cambié 1la distribucién
ocupando principalmente el drea dorsal de la pars distalis a
los 3 meses de tratamiento (Fig. 34b) y el 4rea dorsal y en
menor proporcién el drea central glandular a los 5 meses de

tratamiento (Figs. 34c, d).

Células GH. (Figura 35)

Este tipo celular se identific6é en larvas normales en la
zona caudal y en menor medida hacia la zona central de la
pars distalis (Fig. 35a) y unicamente en la zona caudal de la
gldndula (especialmente en la zona de contacto con la pars

intermedia) en las larvas tratadas (Fig. J35b, c, d).
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Fig. 33 Cortes mediosagitales de hip6fisis de Bufo arenarum
mostrando células TSH inmunorreactivas. Rostral
hacia la 1izquierda. (a) larva control en estadio
VIII. (b) larva mantenida durante 3 meses en KClOs.
(c,d) larva mantenida durante 5 meses en KClOs: pd,
pars distalis; pi, pars intermedia; pn, pars
nervosa; em, eminencia media. (a) (250 x), (b)

(100 x), (c) (400 x), (d) (525 x)
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Fig. 33 Continuacién.
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Fig. 34

Cortes mediosagitales de hip6fisis de Bufo arenarum
mostrando células PRL inmunorreactivas. Rostral a la
izquierda. (a) larva control en estadio VIII. (b)
larva mantenida durante 3 meses en KClOs. (c,d)
larva mantenida durante 5 meses en KClOsa+ pd, pars
distalis; pi, pars intermedia; pn, pars nervosaj; em,
eminencia media. (a) (250 x), (b) (100 x), (c)

(400 x), (d) (525 x)
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Fig. 34 Continuacidn.
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Fig. 35 Cortes mediosagitales de hip6fisis de Bufo arenarum

mostrando células GH inmunorreactivas. Rostral a la
izquierda. (a) larva control en estadio VIII. (b)
larva mantenida durante 3 meses en KClOs. (c,d)
larva mantenida durante S meses en KClOs: pd, pars
distalis; pi, pars intermedia; pn, pars nervosa; em,
eminencia media. (a) (250 x), (b) (100 x), (c)

(400 x), (d) (525 x)

124




Fig. 35 Continuacién.
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Células ACTH. (Figura 36)

Estas células aparecieron en escaso nGmero distribuidas en
la regién rostral o anterior del 16bulo distal en larvas
normales (Fig. 36a). Mientras que en las experimentales se
localizaron en la zona dorsal, principalmente debajo de la
eminencia media (Figs. J36b, ¢, d). Es importante mencionar
que las células de la pars intermedia exhibieron

inmunoreaccién al anticuerpo primario utilizado.

Nimero de células inmunorreactivas. (Figura 37, Tabla 11)

E!l ntdmero de células TSH, PRL, GH y ACTH inmunorreactivas
se incrementé en las larvas tratadas y estas diferencias
fueron mds pronunciadas en las poblaciones de células TSH y
PRL. El incremento en el nimero de células ACTH no fué muy
evidente y no se encontraron diferencias significativas entre

3 y 5 meses de tratamiento.

Densidad de volumen (Vv). (Figura 38, Tabla 12)

Este pardmetro mostré diferentes patrones en las células
estudiadas. Para células TSH y PRL un marcado aumento se
observé entre las larvas tratadas durante S5 meses y las
controles o las larvas tratadas durante 3 meses. En las
células GH una significativa disminucién en la Vv se observéd
entre larvas controles y 5 meses de tratamiento. En las

células ACTH no se observaron cambios.
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Fig. 36 Cortes mediosagitales de hip6fisis de Bufo arenarum
mostrando células ACTH inmunorreactivas. Rostral a
la izquierda. (a) larva control en estadio VIII. (b)
larva mantenida durante 3 meses en KClOs. (c,d)
larva mantenida durante S meses en KClOsa+ pd, pars
distalis; pi, pars intermedia; pn, pars nervosa; em,
eminencia media. (a) (250 x), (b) (100 x), (c)
(400 x), (d) (525 x)
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36 Continuacidn.

Fig.
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NUMERO DE CELULAS INMUNORREACTIVAS

FIGURA 37
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Fig. 37 Nimero de células inmunorreactivas TSH, PRL, GH v

ACTH en la hipéfisis de larvas de Bufo arenarum
mantenidas en solucidén de KCIOsa (0.034 %) durante

3y 5 meses. Para cada tipo celular los wvalores
identificados con la misma letra no difieren
significativamente, P<0,05. Se representan valores

medios (N=3).



DENSIDAD DE VOLUMEN

FIGURA 38
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Densidad de volumen (Vv) de las ~<lulas
inmunnorreactivas TSH, PRL, GH y ACTH de¢ la
hip6fisis de larvas de Bufo arenarum manten:~as e€n
solucién de KCIlO4 (0,034 %) durante 3 y ° mcses.
Para cada tipo cclular los valores identifica<ns con
la misma letra no difieren significativamente.
P<0,05. Se representan valores medios (N=5)
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Volumen total ocupado (V). (Figura 39, Tabla 13)

El V por <células TSH, PRL, GH y ACTH evidencié un
considerable incremento entre larvas experimentales y
controles. El incremento observado en este paréimetro fué
extremadamente significativo para células TSH y PRL en larvas
tratadas durante 5 meses con respecto a las controles o a las

tratadas durante 3 meses.

IV.2.3. Morfométricos tiroides.

Evolucién anatémica. (Figura 40)

Las larvas tratadas mostraron tiroides hipertrofiadas,
contactando prdcticamente con el corazén y a los costados con
las branquias, presentando una forma esférica-oval y menor
cantidad de pigmento que las larvas premetamérficas normales
(Figs. 40a, b). El andlisis histolégico de las tiroides de
larvas controles en el mismo estadio en el que se encontraban
las experimentales (estadio VIII) mostraron uno o dos
foliculos con coloide y algunos signos de reabsorcién de
coloide. Sefiales de una incipiente actividad glandular
(Fig. 41a). Mientras que las tiroides de larvas tratadas se
mostraron hiperplidsicas con células hipertré6ficas con
foliculos desorganizados, presentando escasisimo coloide,
patrén considerado como de hipofuncionalidad glandular (Figs.

41b, ¢, d, e).
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FIGURA 39
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los valores identificados con misma
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valores medios (N=5).
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Cabe destacar que las larvas mantenidas en KClOs4 durante 5
meses, al suspendérsele el tratamiento completaron los
procesos metamérficos normalmente. El andlisis histolégico de
las tiroides de estas larvas revelé un cuadro de
funcionalidad relativa, mostrando células organizadas en
folfculos con coloide con algunos signos de reabsorcion
(Figs. 42, b). Si se continuaba con el tratamiento las larvas
comenzaban a morir, mostrando signos de hipoxia y de natacién

irregular, no llegando a superar los 6 meses de tratamiento.

Volumen gldndulas tiroides (VGT). (Figura 43, Tabla 13)

Este pardmetro se incrementd drasticamente en las larvas
tratadas con respecto a las controles. También se encontraron
diferencias significativas en el VGT de las larvas a los 3 y

5 meses de tratmiento.

Altura células foliculares (ACF). (Figura 44, Tabla 13)

Un significativo incremento en este parémetro pudo
registrarse en las células foliculares tiroideas de las
larvas tratadas con respecto a las controles. A los tres

meses los valores tomados duplicaban a los controles y entre
Jy S meses de tratamiento la altura celular continué

aumentando encontrdndose también diferencias significativas.

133



Fig.

40

Observacidn

tiroides;

higado;

i,

e, esb6fago;
intestino.

134

macroscopica
de larva de Bufo arenarum
KClOs (0,034 %) durante

b,
(a)

de las glandulas tiroides
mantenidas en solucidn de
3 meses. gt, glandulas
branquias; ¢, corazdén; h,

(5 ), (b) (10 x)



Fig. 41

Glandulas tiroides de larvas mantenidas en solucidn
de KCl10O4 (0,034 %) durante 3 y 5 meses. (a) larva
control en estadio VIII, (b) 3 meses, (c,d,e) 5
meses. c¢f, <células foliculares; ¢, coloide; ch,

cartilago hioideo. (a,b,c) (400 x),(d) (525 x), (e)
(1000 x)
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Fig. 41 Continuacidn.
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Fig.

42

Gldndulas tiroides de larvas mantenidas durante 5
meses en solucién de KClOs (0,034 %) y luego
mantenidas en agua de cano hasta completar la
metamorfosis. cf, células foliculares; c, coloide;
ch, cartilago hioideo. (a,b) (400 x)

1.37




FIGURA 43
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Volumen de las glandulas tiroides de larvas de Bufo
arenarum mantenidas en solucidén de KClOs (0,034 %)

durante 3 Yy S meses. Los valores identificados
con la misma letra no difieren significativamente,
P<0,05. Se representan valores medios (N=5).
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FIGURA 44
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Altura de las células foliculares tiroideas de
larvas de Bufo arenarum mantenidas en solucidén de
KCl104 (0,034 %) durante 3 ¥ 5 meses. Los valores
identificados con la misma letra no difieren
significativamente, P<0,05. Se representan valores
medios (N=3).
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IV.2.4. Ultraestructurales tiroides. (Figuras 45,46,47)

Si comparamos las células tiroideas de larvas en estadios
al final de la premetamorfosis (Fig. 45a) con las células
tiroideas de las larvas mantenidas en presencia de
goitrégeno, se observa a nivel wultraestructural 1la misma
distribucién general subcelular de organelas pero
destacdndose una marcada hipertrofia celular. A 1los 3 meses
de tratamiento, las células tiroideas se presentan alargadas
de forma cilindrica con el nicleo situado en la zona basal y
central. El aumento de tamafio en las células es debido al
gran incremento del nimero de organelas distribuidas por todo
el citoplasma celular. Especialmente del RER, muy
desarrollado, que ocupa una posicién infranuclear (basal) y a
los costados del nidcleo. En la zona apical se ubican
numerosas mitocondrias, vacuolas y grénulos asociados al
aparato de Golgi que también se encuentra muy desarrollado.
En la interfase coloide-célula se observan gran cantidad de
vacuolas con coloide reabsorbido aumentando su nimero hacia
el interior celular (Figs. 46a, b, c). Los espacios
intracelulares también presentes en las células foliculares
de las larvas tratadas son menos evidentes que en otras
etapas metamérficas. Cabe destacar que se han encontrado
numerosos vasos sangufneos rodeados por grupos de células
tiroideas (Fig. 46d). El exédmen wultraestructural de las
células tiroideas a 1los 5 meses de tratamiento evidencia las
mismas caracteristicas descriptas en las células tiroideas de

larvas mantenidas durante 3 meses en presencia de goitrégeno.
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Pueden observarse células cilfndricas altas, hipertrofiadas,
con gran cantidad de organelas (Figs. 47a, b, c¢) siendo comdn
observar células en cordones rodeando pequefilas porciones de
coloide, mostrando folfculos desorganizados (Fig. 47d). Cabe
destacar el aumento en el nilimero y tamafio de organelas
celulares implicadas en la sfntesis y secrecién de
tiroglobulinas como ser vacuolas con coloide y lisosomas,

RER, aparato de Golgi y mitocondrias (Figs. 47e, f).



Fig. 45 Célula epitelial folicular tiroidea de larva control
en estadio VIII de Bufo arenarum. c, coloide; n,

nicleo; ei, espacio intercelular; vc, vacuolas
coloide; rer, reticulo endoplasmatico rugoso.
(2500 x)
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Fig.

46 Célula epitelial folicular tiroidea de larva de Bufo

arenarum mantenida durante 3 meses en solucién de
KCl0s (0,034 %). c, coloide; g, aparato de Golgi;
rer, reticulo endoplasmatico; m, mitocondria; vc,
vacuola coloide; n, nicleo; ei, espacio
intercelular; mv, microvilli; vs, vaso sanguineo; e,
eritrocito. (a) (3500 x), (b) (3800 x), (c) (7500
x), (d) (2000 x).
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Fig. 47

Célula epitelial folicular tiroidea de larva de Bufo

meses en solucidén de
aparato de Golgi;
mitocondria; vc,
ei, espacio
(3500 x), (b)
(e) (4500 x),

arenarum mantenida durante 5
KCl10s (0,034 %). <c, coloide; g,
rer, reticulo endoplasmidtico; m,
vacuola coloide; n, ndicleo;
intercelular; mv, microvilli. (a)
(3500 x), ¢ (3000 x), (d) (4800 x),
(f) (7000 x)
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Fig. 47 Continuacidn.
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V. DISCUSION.

V.1. Desarrollo y evolucién de Ia pars distalis y la
gldndula tiroides en condiciones normales.

V.1.1. Modificacién del tamaiio de los animales.

Junto a las modificaciones morfolégicas que caracterizan
el desarrollo larvario de anuros, estd comunmente aceptada la
existencia de una gran tasa de crecimiento durante las
primeras fases asf{ como de un descenso del tamafio y peso del
ejemplar durante el climax metamérfico. No obstante, se han
realizado pocos trabajos morfométricos en anuros (Taylor y
Kollros, 1946; Cambar y Marrot, 1954; Cambar y Gipouloux,
1956) vy en estos casos unicamente se han observado las
variaciones de la longitud total. Estos autores indican que
la longitud médxima se verifica al inicio del climax
metamérfico. Nuestros datos concuerdan con los obtenidos por
los autores citados en cuanto al gran incremento de la
longiud existente durante la pre- y prometamorfosis pero no
coinciden con el momento en que se alcanza la longitud
madxima. Nuestros resultados confirman lo observado por
Martin et al (1985) en Bufo arenarum, en cuanto a la longitud
total mdxima que se obtieme en el estadio XV (final de la
prometamorfosis). Durante el clifmax se produce un descenso de
la longitud total, de cerca del 50 % de la longitud mAxima.
La reabsorcién de la cola parece ser la Gnica responsable de
la disminucién de 1la longitud observada durante este periodo

ya que si exceptuamos un ligero descenso en la longitud
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corporal hacia la mitad del <climax metam6érfico, esta se
mantiene casi invariable durante este perfodo. En cuanto al
peso existe una correlacién con lo que ocurre con la longitud
total: aumenta durante el desarrollo, llegando a un valor
maximo en el estadio XV, y disminuye drédsticamente durante el
climax, presumiblemente debido a la reabsorcién de la cola. A
lo largo del climax, el cuerpo de la larva sufre una serie de
cambios morfolégicos que transforman el cuerpo mds o menos
globular en el de un pequefio adulto, sin gque se produzcan
modificaciones importantes en su longitud, pero si en su

peso.

Una vez finalizada la metamorfosis, segin se desprende de
los resultados obtenidos en la longitud total y el peso, los
ejemplares comienzan a crecer hasta alcanzar el tamafio propio

de los adultos de su especie.

V.1.2. Evolucién anatémica de la pars distalis.

Tanto en Bufo arenarum como en especies previamente
estudiadas (Kerr, 1939, 1966; Doerr-Schott, 1968b, 1970; van
Oordt, 1974; Reyrel, 1970; Nyholm, 1977, Garcia-Navarro et
al., 1988a,b) la pars distalis sufre modificaciones
anatémicas durante el desarrollo no presentando variaciones
de importancia entre especies, lo que permite establecer un

patrén general para los anfibios anuros.
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Segin este patrén, una vez terminada su migracién desde la
zona anterior de la cabeza hasta su localizacién definitiva
en la zona infundibular diencefdlica, el esbozo ectodérmico
que origina la adenohip6fisis, comienza a diferenciar las
distintas regiones que la integran. Al inicio de la
premetamorfosis, las células del esbozo adenohipofisario
sufren una reorganizacién y un reagrupamiento que conducen a
la separaci6én de 1la pars distalis y la pars intermedia. La
pars distalis, situada rostro-ventral con respecto a la pars
intermedia, aumenta de tamafio y modifica su posicién
desplazdndose bajo esta dUltima hasta adoptar una localizacién
més caudal. El aparente desplazamiento de la pars intermedia
sobre la pars distalis podrfia deberse mAs a una diferente
tasa de crecimiento entre los dos 16bulos, que a una

migracién real de la pars intermedia.

Nuestras observaciones en los juveniles concuerdan con las
de Reyrel (1970) y Garcfa-Navarro et al. (1988a,b) en cuanto
a la pars distalis que no alcanza su configuracién anatémica
definitiva al final del climax metamérfico, sino que continda
modificdndose a lo largo del perfodo juvenil hasta alcanzar

la morfologia tipica del adulto.

Si bien no existen en bibliograffa suficientes datos
cuantitativos sobre las variaciones sufridas por el volumen
de la pars distalis durante el desarrollo en distintas
especies, nuestros resultados concuerdan con lo observado por

Garcfa-Navarro et al. (1988a,b) en Bufo calamita, Pelobates
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cultripes, Rana perezi, y Alytes cisternasii. Estos datos
permiten generalizar sobre la existencia de un crecimiento
acentuado de la pars distalis a 1lo largo de 1la pre- y
prometamorfosis lo que coincide con el periodo de crecimiento
larval. A lo largo de estas etapas, la pars distalis de Bufo
arenarum aumenta su volumen cerca de 4,5 veces. Durante el
clfmax se produce wuna disminucién de tamafio de 1la pars
distalis ya sefialada por Reyrel (1970) en Pelobates
cultripes, aunque sus observaciones no fueron corroboradas
por datos cuantitativos. Este fenémeno coincide con la
pérdida de peso de la pars distalis observada por HsG et al.

(1976).

Los cambios anatémicos que se producen a nivel cefédlico
durante el climax podrfian ser la causa de esta disminucién ya
que al disminuir el espacio disponible, las células de la

pars distalis se verian obligadas a reagruparse reduciendo

sus espacios intercelulares y/o su tamafio celular. Otra
posible causa podria ser una disminucién del ndmero de
células que la componen, siendo asf mismo posible wuna

combinacién de todos estos fenémenos. Nuestros datos sugieren
una disminucién del tamafio de la pars distalis por
degranulacién o degeneracién celular de las células que la

componen durante el clifmax metamérfico.

En ejemplares juveniles de un mes de vida, no se observé

un incremento en el volumen de la pars distalis, en cambio
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se ha notado incremento en este pardmetro en juveniles de un

afio (Garcfa-Navarro et al., 1988a,b).

V.1.3. Identificacién inmunocitoqufmica de las células de la
pars distalis.

La aplicacién de los métodos inmunocitoquimicos al estudio
de la hip6fisis durante el desarrollo de anfibios favorecié
en gran manera la identificacién del origen celular de las
hormonas hipofisiarias. (ver revisiones de Doerr-Schott,
1980; Girod, 1983). Basadas en 1la alta especificidad
de las reacciones antigeno-anticuerpo, estas técnicas
ofrecieron un complemento muy Gtil] a los métodos <citolégicos

y citofisiolégicos clésicos.

En el presente estudio, las células TSH, PRL, GH y ACTH
inmuorreactivas fueron identificadas en Bufo arenarum en
todos los estadios analizados. Las primeras células
inmunorreactivas de los tipos celulares estudiados aparecen
claramente durante la premetamorfosis temprana. Estas
observaciones concuerdan con lo sefialado para otras especies
anuras (Moriceau-Hay et al., 1979, 1982; Garcfa-Navarro et
al., 1988a,b; Guastalla y Campantico, 1990). La presencia
generalizada de células inmunorreactivas a los distintos
anticuerpos utilizados a comienzos de la premetamorfosis
parece indicar que la diferenciacién morfofuncional de las
células de la pars distalis tiene lugar al final del perfodo
embrionario, coincidiendo con la reorganizacién que originaré

la separacién entre la pars distalis y la pars intermedia.
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A través del desarrollo, las células TSH inmunorreactivas,
se identificaron principalmente en la zona centroventral de
la pars distalis de Bufo arenarum. Observaciones semejantes
fueron reportadas, tanto en anfibios adultos (Girod, 1983;
Doerr-Schott y Zuber-Vogeli, 1984; Malagén et &al., 1988;
Yamashita et al., 1991) como as{f tambien en estadios larvales

(Moriceau-Hay et al., 1982; Garcf{a-Navarro et al., 1988a).

Utilizando anticuerpos anti-PRL humana, las células PRL
inmunorreactivas en las larvas de Bufo arenarum mostraron una
ubicacién similar a la descripta en Nectophrynoides
occidentalis (Zuber-Vogeli y Doerr-Schott, 1984), Pelobates
cultripes, Rana perezi (Garcia-Navarro et al., 1988b),
ocupando toda la pars distalis (a excepci6én de la porcién
caudal) mientras que en Bufo calamita, Alytes <cisternasii 'y
Hyla meridionalis se encuentran ubicadas en los 2/3
posteriores de la pars distalis (Garcfa-Navarro et al.,
1988b). Sin embargo usando antisuero contra PRL de bullfrog,
Yamamoto et al. (1986a) en larvas de Rana catesbeiana,
Yamashita y Kikuyama (1994) en Xenopus laevis y Guastalla and
Campantico (1990) en Rana dalmatina han identificado células
de PRL principalmente en la parte anterior de la pars

distalis.

La distribucién topogréfica de las células GH
inmunorreactivas en la pars distalis larval de Bufo arenarum
en las zonas central y caudal ha coincidido con lo observado

en larvas de Xenopus laevis (Moriceau-Hay et al. 1979),
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Nectophrynoides occidentalis (Zuber-Vogeli y Doerr-Schott,
1984), Discoglossus pictus (Gracia-Navarro et al., 1986) y
Rana dalmatina (Guastalla y Campantico, 1990). Recientemente
Yamashita y Kikuyama (1994) han observado andloga
distribucién de las células GH en larvas de Xenopus laevis,
usando antisueros contra hormona de crecimiento de Rana

catesbeiana.

La sucesiva y gradual localizacién de las células ACTH
inmunorreactivas en las zonas rostral y dorsal del ]6bulo
distal de las larvas de Bufo arenarum, corrobora lo descripto
por Moriceau-Hay et al. (1982) en Xenopus laevis y en Rana
dalmatina por Guastalla y Campantico (1990). Es importante
mencionar que las células de la pars intermedia exhibieron
inmunorreactividad al anticuerpo contra ACTH 1-24 sintética
himana en nuestros preparados. Observacién andloga fue
descripta por Girod (1983) y Doerr-Schott y Zuber-Vogeli
(1984). Estas células inmunorreactivas probablemente
representen las productoras de hormona melanocito-estimulante
(MSH). Es sabido que las células ACTH de la pars distalis y
las células MSH de la pars intermedia, sintetizan wuna
glicoproteina que contiene la secuencia completa de la ACTH,
MSH, y de 1la pB-endorfina; esta molécula precursora comin ha

sido denominada propiomelanocortina (POMC).

La homogeneidad en la distribucién de las células TSH,

PRL, GH y ACTH, sugiere la no colocalizacién de estos tipos
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celulares y que salvo algunas excepciones muestran el mismo

patrén de distribucién en la clase Anfibia.

V.1.4. Evolucién de los pardmetros morfométricos de la pars
distalis.

El nimero de células inmunorreactivas es un pardmetro que

permite conocer la evolucién de Jas poblaciones de las

células inmunorreactivas estudiadas.

La densidad de volumen es un parédmetro estereolégico que,
en nuestro estudio, indica la proporcién de volumen de la
pars distalis que ocupan las céluias inmunorreactivas a los
distintos anticuerpos utilizados. Al ser un parémetro
relativo refleja los cambios que se producen en los distintos
tipos celulares durante el desarrollo, con independencia de
las variaciones que se produzcan en el volumen de la pars

distalis.

El volumen total ocupado por las células inmunorreactivas,
al ser un parémetro absoluto y reflejar la cantidad de
inmunorreaccién existente en 1la glandula, proporciona una
aproximacién a la cantidad de hormona almacenada en Ja pars

distalis.

La hormona tireotrépica cumple un importante rol! durante
la metamorfosis, estimulando la sfintesis y liberacién de las
hormonas tiroideas (Gorbman et al., 1983; Norris, 1985;

Rosenkilde y Using, 1990). En el presente estudio el nimero
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celular, la densidad de volumen, y el volumen total ocupado
por las células TSH inmunorreactivas, se incrementaron
durante los estadios de pre-y prometamorfosis, caracterizados
por niveles bajos de hormonas tiroideas plasmdticas, mientras
que al inicio del climax, caracterizados por un elevado nivel
de hormonas tiroideas, todos estos pardmetros decrecieron.
Estos resultados que son similares a 1o observado en Rana
perezi y Bufo calamita por Garcfa-Navarro et al. (1988a)
indicarfan una liberacién hormona! al inicio del climax,
observada por Dodd y Dodd (1976) en Rana catesbeiana. Esta
liberacién propiciarfa la sfntesis y secrecién de una gran
cantidad de hormonas tiroideas que dispararian el climax vy

provocarian los cambios metamérficos.

Durante el desarrollo de Bufo arenarum, el ntGmero de
células PRL inmunorreactivas se incrementé hasta la mitad del
climax, decrecié al final de esta etapa, y en ejemplares
postmetamérficos se incrementé nuevamente. Estos resultados
concuerdan con los de Yamamoto et al. (1986a), y con los de
Yamashita y Kikuyama (1994) quienes observaron en Rana
catesbeiana y Xenopus laevis respectivamente que la poblacién
de células de PRL se incrementaba segin 1la metamorfosis
progresaba y decrecfan al final del clifmax. Por otra parte,
Clemons y Nicoll (1977b), Yamamoto y Kikuyama (1982a) en Rana
catesbeiana y Niinuma et al. (1991) en Bufo japonicus, han
observado que los niveles de prolactina plasmitica son
relativamente bajos durante la pre- y prometamorfosis y

elevados hacia el final del climax. Estos resultados
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concuerdan con los valores obtenidos por nosotros en la
densidad de volumen y volumen total ocupado por las células
de PRL en Bufo arenarum y por Garcfa-Navarro et al. (1988b)
en Rana perezi, Alytes cisternasii e Hyla meridionalis. EIl
significado fisiolégico del elevado nivel de prolactina
durante el final del climax es aidn incierto, si bien no debe
descartarse la funci6én osmorreguladora de esta hormona en

animales postmetamérficos.

La hormona del! crecimiento produce claros efectos
somatotréopicos después de la metamorfosis, pero su rol en
larvas es desconocido (Gracia-Navarro et al., 1986). Sin
embargo fue demostrado que la PRL promueve el <crecimiento
s6lo de los 6rganos larvales (branquias, cola, etc) y que la
hormona del crecimiento estimularfa el crecimiento somdtico
general durante la ontogenesis (Dodd y Dodd., 1976; White y
Nicoll., 1981). En Bufo arenarum, los valores obtenidos para
las células GH inmunorreactivas, densidad de volumen, y
volumen total, mostraron un incremento durante el desarrollo
y una disminucién al final de la prometamorfosis (estadios de
mdximo crecimiento larval) y durante el climax. Resul tados
similares en el nimero de células GH fueron obtenidos en

Xenopus laevis por Yamashita y Kikuyama (1994).

Es sabido que los niveles plasmidticos de corticosterona
(Jaffe, 1981) y de aldosterona (Kikuyama et al., 1986) son
elevados durante el climax metam6rfico, y que su liberacién

estarfa influenciada por los altos niveles de hormonas
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tiroideas. Se ha demostrado el efecto promotor de la
metamorfosis de la aldosterona, actuando en forma sinérgica
con las hormonas tiroideas, incrementando la unién nuclear de
la Ts (Niki et al., 1981), y causando el encogimiento de
segmentos de cola de Rana catesbeiana (Kikuyama et al.,
1983a,b). Por otra parte también fue demostrado en Xenopus

laevis que las hormonas tiroideas potencian la estimulacién

de las células interrenales por ACTH, permitiendo la
liberacién de grandes cantidades de corticosterona y
aldosterona, necesarias para la culminacién de la

metamorfosis (Leloup-Hatey et al., 1990). Los mismos autores
sugieren que el normal progreso dela metamorfosis dependerfa
del adecuado equilibrio entre corticosterona y de las

hormonas tiroideas.

En nuestros estudios, el nimero de células ACTH
inmunorreactivas en la pars distalis de Bufo arenarum, no
varié durante la premetamorfosis, pero el volumen de la pars
distalis aumentd; por esta razén se observa una declinacién
en la densidad de volumen en los primeros estadios del
desarrollo para las células ACTH. Durante la prometamorfosis
la poblaci6én de células ACTH y el volumen total ocupado
aumentan en forma paralela hasta e] principio del clfimax
metamérfico, disminuyen hacia la mitad del climax, y
nuevamente se incrementan hacia el final de la metamorfosis.
La densidad de volumen para las células ACTH se incrementé

desde la mitad de la prometamorfosis hasta el final de la
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metamorfosis, debido a la combinacién del incremento y
mantenimiento de la poblacién de <células y a la disminucién
del volumen de la pars distalis en estas etapas. Si bien
algunos de los pardmetro analizados indicarian que durante el
climax habria liberacién hormonal, las modificaciones
observadas no son tan evidentes como en Jlos otros tipos
celulares de la pars distalis. Es importante mencionar que
durante la pre- y prometamorfosis, los valores obtenidos en
todos los parédmetros medidos para las células ACTH
inmunorreactivas, fueron siempre menores que los valores
obtenidos en los otros tipos celulares estudiados, mostrando
que la ACTH no es relevante en el desarrollo larval temprano

de Bufo arenarum.

Los resultados de los parédmetros morfométricos obtenidos
sobre las células de 1la pars distalis durante el desarrollo
de Bufo arenarum nos conducen a concluir que durante el
crecimiento larval (pre-prometamorfosis) hay un perfodo de
proliferacién de las células TSH, PRL, GH y ACTH vy
almacenamiento de sus hormonas, y un segundo perfodo de
liberacién hormonal en el climax metamérfico, caracterizado
especialmente por un alto nivel! de hormonas tiroideas,

adrenales y de prolactina.

Etkin (1968) postuléd altos niveles de prolactina
circulante, durante la pre- y prometamorfosis, que harfan
posible el gran <crecimiento de la larva que ocurre durante

estos estadios. Sin embargo, los datos obtenidos por RIA
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sobre niveles circulantes de PRL (Clemons y Nicoll, 1977b.,
Yamamoto y Kikuyama 1982b; Niinuma et al., 1991) 1los de
sintesis de protefina (Yamamoto et al., 1986b), 1los obtenidos
por métodos morfométricos por Garcfa-Navarro et al.
(1988a,b) y nuestros resultados, parecen indicar un
almacenamiento mds que wuna gran liberacién como postulé
Etkin. Parece por 1lo tanto que la hormona del crecimiento
cumplirfa un rol! preponderante en el <crecimiento larvario
como ya habfa sido postulado en Rana temporaria (Enemart et

al., 1968; Enemart, 1978).

El descenso de la sintesis, liberacién y niveles
circulantes de prolactina durante el climax metaméifico
propuesto por Etkin (1968) favorecerfa la accién promotora de
la metamorfosis por parte de las hormonas tiroideas dado que
la funcién antimetamérfica de la prolactina se verfa reducida
al minimo. Estos pcstulados se contradicen con los altos

niveles de prolactina obtenidos (Clemons y Nicoll, 1977b.,

Yanamoto y Kikuyama 1982b; Niinuma et al., 1991), asf como
con la liberacioén que sugieren nuestros resultados. La
desaparicién una vez iniciada la metamorfosis, de los

receptores a PRL en 6rganos exclusivamente Jlarvarios como
branquias y cola, mediada directa o indirectamente por la
tiroxina, asi como la diferenciacién morfofuncional de nuevos
6rganos diana para la PRL como los rifiones (White y Nicoll,
1979), podrfan explicar la desaparicién de la capacidad

antimetamérfica y los alto niveles de PRL, respectivamente.
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V.1.5. Evolucién anatémica de las tiroides.

El desarrollo morfol6égico de 1la larva es regulado en
primer nivel por hormonas. No obstante los 6rganos endécrinos
necesitan crecer y diferenciarse para funcionar
adecuadamente. En particular las tiroides deben sintetizar y
liberar sus hormonas tempranamente en el desarrollo larval,

para que la prometamorfosis pueda ser iniciada.

Durante el desarrollo de Bufo arenarum las tiroides toman
una forma elipsoidal, y los folfculos que la constituyen
almacenan coloide que durante 1la pre- y principio de la
prometamorfosis cambia de consistencia desde compacto y poco
vacuolado, a fracturado, menos denso y muy vacuolado hacia el
final del climax metamérfico. Estas variaciones en la
consistencia del coloide indican las etapas de actividad

glandular (almacenamiento o liberacién de hormonas).

Las células parafoliculares que ocasionalmente se
observaron en algunos estadios de la metamorfosis de Bufo
arenarum, y que también se encontraron en Xenopus laevis
(Coleman, 1968) no pueden relacionarse directamente con los

procesos metamérficos, siendo su funcién adn incierta.

V.1.6. Evolucién de los pardmetros morfométricos de Ilas
tiroides.

El andlisis estructural cldsico de las glédndulas tiroides

muestra generalmente un fuerte incremento de actividad cerca
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del climax metamérfico, 1llegando a niveles nunca encontrados
en otros estados de la vida de 1los anfibios. El <coloide
folicular que es almacenado como prohormona (tiroglobulina)
se incrementa al méAximo durante la prometamorfosis y decrece
en el climax, dejando al final de esta etapa los foliculos
vacios, colapsados, demostrando la terminacién de un fuerte
perfodo de sfntesis y secreci6én hormonal. Paralelamente a
estos acontecimientos se ha observado un aumento en la altura
de las células foliculares y su posterior disminucién en el
climax metam6rfico (Saxen et al., 1957a,b; Coleman et al.,

1968; Fox, 1983; Rosenkilde y Using, 1990).

Los parémetros morfométricos analizados en nuestro
estudio (Shirai et al., 1992; Gancedo et al., 1992) nos han
permitido evaluar las distintas etapas de actividad de las
gldndulas tiroideas durante el desarrollo de Bufo arenarum.
Los resultados obtenidos concuerdan en gran parte con lo
observado en numerosas especies de anuros por los autores
ante mencionados. En el <caso del VGT y DF un incremento en
los valores de estos pardmetros significa un crecimiento de
la gldndula y almacenamiento de prohormona, mientras que el
aumento de la ACF y del NF indican mayor actividad glandular.
Durante las primeras etapas del desarrollo larval se observé
un incremento considerable de todos los parémetros
analizados. En el caso del VGT y DF hasta el final de la
prometamorfosis (indicando médximo almacenamiento de
tiroglobulinas) y para la ACF y el NF hasta la mitad del

climax metamérfico (pico de liberacién hormonal). Al final
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del clfmax todos los parametros estudiados disminuyeron
abruptamente indicando el vaciamiento y cese de actividad de

las tiroides.

En ejemplares postmetamérficos se observé un aumento en el
VGT y en el DF mientras que la ACF y el NF se mantuvieron en
los valores registrados al final de la metamorfosis. Estos
incrementos indican un aumento en la acumulacién de
tiroglobulinas; es probable que este resultado se relacione
con la diferenciacién sexual de Bufo arenarum que ocurre
entre los 30 y 40 dfias después de la culminacién de la

metamorfosis (Pisané y Pizarro, 1957).

Las tiroides de Bombina bombina, Bombina variegata,
Pelobates fuscus, Hyla arborea, Rana temporaria Yy Xenopus
laevis, fueron investigadas cuali- y cuantitativamente
durante el desarrollo larval, observdndose que la médxima
actividad en términos de volumen, superficie secretoria,
némero de folfculos, y coloide vacuolado, coincide <con el
periodo de emergencia de los miembros anteriores (ver Fox,
1983). Estas observaciones concuerdan con los resultados en
Bufo arenarum, donde se evidencié6 que la méaxima actividad
glandular ocurre entre los estadios XV y XVII, recordando que
la emergencia de los miembros anteriores tiene Jlugar en el

estadio XVI.

El estudio aqui expuesto descripto muestra un paralelismo

entre la ultraeastructura tiroidea y su actividad
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endocrinolégica, mostrando los efectos de la tirotr6fina
end6gena en ia morfologia del epitelio folicular tiroideo
durante la metamorfosis. La estimulacién tirotr6fica serfa la
causante del incremento de la altura celular, acompaifiado por
el aumento del aparato de Golgi, del RER (sugeriendo aumento
en la sintesis proteica), del nimero de mitocondrias
(sugeriendo aumento de 1la produccién energética), y del
nimero de citosomas (vacuolas con <coloide y lisosomas).
Muchas de estas respuestas a la esponténea estimulacién
tirotr6fica en Bufo arenarum han sido inducidas
experimentalmente por inyeciones de TSH en Ambystoma
tigrinum, Triturus torosus, Triturus viridescens (Herman,

1960).

Una de las caracteristicas mAs evidentes en las tiroides
de Bufo arenarum es la presencia de espacios intercelulares o
canales bien desarrollados, formados por la separacién de la
membrana plasmdtica lateral, la misma observacién fue
realizada por Coleman et al. (1968) en Xenopus Iaevis. Es
probable que estos canales intercelulares estén aumentados
como resultado de los procesos de fijacién, sin embargo
estudios sobre los efectos de diferentes fijadores en
tiroides humanas sugieren que estos canales intercelulares
representan estructuras reales y no artefactos de técnica
(Irie, 1960; Heimann, 1966). Se sugiere que estos canales
intercelulares podrfan desempefiar un rol en el pasaje de las
hormonas tiroideas desde las células foliculares a los

capilares perifoliculares (Young, 1966). No se observaron en
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las células foliculares de Bufo
importantes en las microvellosidades

prominentes hacia el ldmen folicular

arenarum diferencias

apicales, ni seudopodios

durante la metamorfosis;

lo que indicarian que la reabsorcién del coloide se lleve a

cabo por micropinocitosis.

Nuestras observaciones en Bufo arenarum, permiten emitir

la hip6tesis que la mAxima liberacién de tirotrofina ocurre

entre los estadios XV y XVII (fin de 1la prometamorfosis y

mitad del climax) y el pico de 1liberacién de hormonas

tiroideas entre los estadios XVII y XX (mitad y final del

climax). El retardo existente entre la liberacién de

tirotrofina y el incremento plasmético de los niveles de

hormonas tiroideas encontrados por diversos autores (Leloup y

Buscaglia, 1977; Miyauchi et al., 1977; Regard et al ., 1978;

Mondou y Kaltenbach, 1979; Susuki y Suzuki, 1981; Weil, 1986)

a mediados del climax podrian reflejar el tiempo que necesita

la maquinaria de biosintes y liberacién de hormonas tiroideas

para actuar después de la estimulacién por tirotrofina.
V.2 Efecto del goitrégeno Perclorato de potasio en el
desarrollo y evolucién de la pars distalis y de las
gldndulas tiroides.
V.2.1. Modificacién del tamaiio de los animales.
En nuestro experimento las Jlarvas de Bufo arenarum
mantenidas en solucién de KCl04 después de la eclosibn
durante 5 meses, no pudieron superar la etapa de
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premetamorfosis, permaneciendo en el estadio VIIII de esta
etapa a partir del tercer mes de tratamiento. El detenimiento
en el desarrollo no impidié el <crecimiento corporal de las
larvas tratadas tanto en longitud como en peso, que fue
ininterrumpido hasta el final del experimento, obteniéndose
larvas "gigantes" de aproximadamente 40 mm de longitud total
y 1 g de peso. En las primeras semanas de tratamiento no hubo
diferencias significativas en las variables registradas. A
las 8 semanas de tratamiento se presentd una diferencia
significativa de los estadios metamérficos en 1los que se
encontraban }las larvas control (estadios X-XI, comienzo de la
prometamorfosis) y las tratadas (estadios VI-VII, fin de la
premetamorfosis). Entre la semana 10 y 11 del tratamiento
las larvas control entraron en la etapa de climax
metamérfico, caracterizada por 1la reduccién de la longitud
total y el peso, mientras que las tratadas que se encontraban
en estadios VII-VIII continuaron incrementando su tamafio
corporal. Estos resultados indican que en las etapas
tempranas del desarrollo caracterizadas por el crecimiento
larval, las hormonas tiroideas no cumplirfan un rol
predominante. En cuanto que a partir de la prometamorfosis y
especialmente en el climax metamérfico son necesarias altas
concentraciones de hormonas tiroideas para poder superar los

eventos metamérficos.

Cabe destacar que las larvas tratadas mantienen las mismas

caracteristicas morfolégicas externas de las larvas normales
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en estadio VIII, observdndose solamente un notable aumento en

el tamafio del cuerpo y cola.

Si bien no se encontraron diferencias significativas en
los parédmetros registrados en las larvas tratadas con las
diferentes désis de goitrégeno durante todo el experimento,
cabe sefialar que soluciones de KClO4 mayores al 0,051 %
provocaron la muerte de las larvas y concentraciones menores
no causaran efectos de retardo del desarrollo en los tiempos
utilizados en nuestros experimentos (datos no publicados). Es
importante sefialar que la accién del KCl0O4 pudo ser revertida
con la suspensién del tratamiento y del mantenimiento de las

larvas en agua de canilla hasta completar la metamorfosis.

V.2.2. Evolucidén anatémica de la pars distalis.

Los resultados obtenidos a nivel macroscépico como asf
también el andlisis histolégico preliminar de las hipé6fisis
de larvas mantenidas en goitrégeno, indicaron un dréstico
aumento en el tamafio de esta glandula. Especialmente del
volumen de la pars distalis, indicando un cuadro de
hiperplasia e hipertrofia de las células que la componen.
Cabe destacar que no hubo un mayor desarrollo de otras partes
de la hip6fisis como ser la eminencia media, pars intermedia
o pars nervosa, estas observaciones podrian indicar la
necesidad de las hormonas tiroidcas para el normal desarrollo

de estas partes de la hip6fisis larval de Bufo arenarum.
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V.2.3. Identificacién inmunocitoqufmica de las células de la
pars distalis.

La distribucién topogréafica de los tipos celulares
estudiados en las larvas tratadas, sufrié algunas
modificaciones con respecto a la distribucién encontrada en
las larvas control en el mismo estadio. Las <células TSH
inmunorreactivas se reconocieron por toda la gldndula y la
inmurreaccién obtenida fue menos intensa; mientras que en las
larvas control sélo se distribuyeron en la zona centro
ventral de la pars distalis. La menor inmunorreaccién es un
signo de liberaci6én hormonal y el incremento del Area de
distribucion indica un aumento de estimulacién sobre |las
células TSH, resultado coincidente con 1o observado en larvas
de Bufo japonicus mantenidas en el goitrégeno tiourea por dos

semanas (Kurabuchi et al., 1992).

Tanto para las células de PRL, como asf también para las
GH y ACTH no hay datos bibliogrdficos previos sobre algin
cambio en la distribucién en larvas mantenidas en sustancias
goitrégenas. Sin embargo cabe destacar el cambio de
localizaci6én de las células PRL y ACTH (presentes en escaso
nimero) que se observd en las larvas experimentales,
identificdndose ambos tipos celulares en la regién dorsal de

la glandula, si bien las de PRL ocuparon también la zona

central de la misma.
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V.2.4. Evolucién de los pardmetros morfométricos de la pars
distalis.

Los resultados obtenidos en los pardmetros morfométricos
medidos muestran que en larvas premetamérficas con la funcién
tiroidea inhibida por varios meses, las células hipofisarias
TSH, PRL, GH y ACTH, incrementan tanto sus poblaciones, como
as{ también la sintesis y almacenamiento de sus hormonas con

diferentes patrones.

Es sabido que larvas mantenidas durante algunas semanas en
sustancias goitrégenas, como el propiltiouracilo, presentan
hipertrofia tiroidea (Goos, 1978; Rosenkilde, 1979),
degranulacién e hipertrofia de las células TSH, como asf{
también degranulacién e hiperactividad de 1la zona dorsal
magnocelular del nicleo preéptico (Goos, 1978), centro
sintetizador de TRH (Mimnagh et al., 1987). Mientras que la

inyeccién de T4 produce efectos opuestos (Goos, 1968b).

Por otra parte, la TRH estd presente en extractos
cerebrales de larvas de Rana catesbeiana (Mimnagh et al.,
1987; Taniguchi et al., 1990) y se ha demostrado el
incremento de su concentracién durante la prometamorfosis y
el climax metamérfico en Xenopus laevis (King y Millar, 1981;
Bray y Sicard, 1982; Balls et al., 1985). Por otra parte,
numerosos estudios sobre anfibios tanto in vivo como In
vitro, han demostrado que TRH estimula tanto la sintesis como

la liberacién de TSH y PRL (Darrd4s y Kihn, 1982; Kihn
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et al., 1985; Malagébn et al., 1989; Gracia Navarro et al.,

1990; Nakajima et al., 1993).

Postulamos la hip6tesis que en nuestro experimento, el
fuerte incremento en el nimero celular, densidad de volumen,
y volumen total ocupado por las células TSH y PRL
inmunorreactivas en la pars distalis de las larvas tratadas
estarfa relacionado con un aumento en la liberacién de TRH
por el hipotédlamo, inducido por una falta de hormonas
tiroideas en circulacién (Etkin, 1964, 1968, Hourdry, 1993) o
directamente por una accion sobre ia pars distalis.
Recientemente Jacobs y Kiuhn (1992) demostraron que las
hormonas tiroideas ejercen un fuerte control de "feedback"
negativo sobre la secrecién de tirotrofina en ranas adultas.
Sin embargo la inyeccién de TRH (de mamifero) en larvas
anuras, no afecto la metamorfosis (Denver y VLicht, 1989),
aunque un efecto acelerador de los procesos metamérficos fue
reportado por Etkin y Kin (1971) y Shiomi et al. (1972),.

Estas diferencias en los resultados podrian depender de las

concentraciones, métodos de administracién, estadios
larvales, y duracién de 1los experimentos. Recientemente
Gancedo et al. (1992) han demostrado que otras hormonas

hipotaldmicas como la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), ¥ no TRH, estimularfan a las <células productoras de
tirotrofina. Sin embargo en nuestro estudio, el nimero de
células y el volumen total ocupado por las células ACTH se

incrementan levemente a los 3 y 5 meses de tratamiento, y la
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densidad de volumen no se modificé entre larvas normales y

experimentales.

Con respecto a las células GH, algunos autores demostraron
el efecto estimulador de 1la TRH sobre la sintesis y
liberaci6én de esta hormona en anfibios (Hall y Chadwick,
1984; Gracia-Navarro et al., 1990). Nuestros resultados
muestran que la poblacién de células GH, y el volumen total
ocupado por este tipo celular se incrementan en las larvas
experimentales. Sin embargo 1la densidad de volumen sufrié un
leve decremento en las larvas tratadas. Estos resultados
indicarfan que la TRH serfa un moderado estimulador de las

células GH en las larvas de Bufo arenarum.

Nuestros resultados, indicarfan que en larvas de Bufo
arenarum, sometidas a una deficiencia crénica de hormonas
tiroideas, las células TSH, PRL, GH y ACTH son capaces de
desarrollarse y que la ausencia de hormonas tiroideas
ejerceria un fuerte control de feedback en 1la sintesis y
almacenamiento de prolactina y tirotrofina, y en menor grado
sobre la hormona del <crecimiento y la adrenocorticotropina.
Este control podria ser directo sobre 1a pars distalis
hipofisaria, o indirecto, por aumento de TRH u otro factor

hipotaldmico.
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V.2.5. Evolucién de los parametros morfométricos de Ilas
tiroides.

El drédstico incremento observado tanto en el volumen de
las glédndulas tiroides como en la altura de 1las células
foliculares de larvas tratadas por 3 y 5 meses, con respecto
a los controles puede explicarse en respuesta a una
sobrestimulacién de la gldndula via tirotrofina. Ha sido
observado que el volimen de la gldndula tiroides es
generalmente inversamente proporcional a la concentracién de

hormonas tiroideas plasmAticas (ver Fox, 1983).

Tanto el nimero de foliculos como el didmetro del folfculo
mas ancho no pudieron registrarse ya que el coloide se
encontraba casi totalmente reabsorbido y los folfculos
desorganizados. Nuestros resultados en Bufo arenarum
confirman en parte los obtenidos en Rana y Xenopus en los que
utilizando otros goitrégenos como la tiourea y el
propiltiouracilo, se describieron tiroides hiperpldsicas con
extensos foliculos llenos de coloide compacto (Guardabassi et
al., 1964; Fox, 1983; Yamashita et al., 1990). La diferencia
en la organizacién de foliculos y la presencia de coloide se
debe a la distinta accién de las sustancias goitrégenas. El
perclorato de potasio inhibe la captacién y transporte del
ioduro, impidiendo la formacién de tiroglobulinas; en cambio
el propiltiouracilo o 1la tiourea inhiben la transformacién

del ioduro a iodo orgédnico y el acople de iodotirosinas,
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permitiendo de esta forma el almacenamiento de tiroglobulinas

en foliculos, pero no su transformacién a Ta y Ts.

El efecto del goitrégeno propiltiouracilo fue descripto en
la ultraestructura de las tiroides del wurodelo Hynobious
nigrescens. A los 6 meses de tratamiento se encontraron
células foliculares que posefan un RER nuy desarrollado vy
dilatado, numerosos grénulos y vacuolas, y las
microvellosidades apicales mds evidentes que en las células
de ejemplares controles (ver Fox, 1983). Resultados similares
fueron encontrados por Coleman et al. (1957) en la células
foliculares de larvas de Xenopus laevis mantenidas en
goitrégeno. Todas estas alteraciones morfolégicas de las
células foliculares, que nosotros hemos encontrado también en
Bufo arenarum (tanto a los 3 como a los 5 meses de
tratamiento), han sido explicadas en respuesta a una

sobrestimulacién por hipersecrecién de tirotrofina.

Los resultados obtenidos en las larvas mantenidas en
sustancias goitrégenas, pueden interpretarse en términos de
mecanismos regulatorios del tipo feedback, involucrando los
minimos niveles de hormonas tiroideas en circulacién y la
elevada estimulacién del eje hipotdlamo-hip6fisis sobre la

gléndula tiroides.
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CONCLUSIONES



vI.

CONCLUSIONES.

Las larvas de Bufo arenarum, crecen significativamente
durante la pre- y prometamorfosis, siendo la reabsorcién
de la cola el principal acontecimiento responsable de la

disminucién de tamafio observada durante el climax.

El crecimiento de 1la pars distalis y de las tiroides
ocurre en forma paralela al crecimiento larvario durante
la pre- y prometamorfosis. Siendo también general la
disminucién del tamafio de estas gldndulas durante el

climax metamérfico.

La inmunorreaccién generalizada en todos los estadios
estudiados a los anticuerpos anti-TSH, anti-PRL, anti-GH,
anti-ACTH humanos implica una gran similitud antigénica
entre estos anticuerpos y las hormonas correspondientes

de Bufo arenarum.

La presencia de células inmunorreactivas a los distintos
anticuerpos utilizados a comienzos de la premetamorfosis
parece indicar que la diferenciacién morfofuncional de
las células de la pars distalis tiene lugar al final del
perfodo embrionario, coincidiendo con la reorganizacién
que originar4d 1la separacién entre la pars distalis y la

pars intermedia.

Durante el crecimiento larval de Bufo arenarum, (pre-
prometamorfosis) hay un perfodo de proliferacién celular

y almacenamiento de hormonas hipofisarias, y un segundo
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perfodo de liberaci6én hormonal hacia la mitad del clfimax
metamérfico, caracterizado especialmente por un elevado

nivel de hormonas tiroideas, adrenales y de prolactina.

En Bufo arenarum, la méxima liberacién de tirotrofina
ocurrirfa entre los estadios XV y XVII (fin de la
prometamorfosis y mitad del climax) y el pico de
liberacién de hormonas tiroideas entre los estadios XVII
y XX (mitad y final del climax). El retardo existente
entre la liberacién de tirotrofina y el incremento
plasmdtico de los niveles de hormonas tiroideas a
mediados del climax podrifan reflejar el tiempo que
necesita la maquinaria de biosintes y 1liberacién de
hormonas tiroideas para actuar después de la estimulacién

por tirotrofina.

Larvas de Bufo arenarum, mantenidas en el goitrégeno
perclorato de potasio después de 1la eclosién, no son
capaces de superar el estadio VIII de la metamorfosis. El
detenimiento en el desarrollo no impide el crecimiento
larval, obteniéndose ejemplares que a los 5 meses de
tratamiento alcanzan los 40 mm de longitud y més de 1 g

de peso.

El notable incremento en los volimenes de las gléndulas
tiroides y de la pars distalis, como el gran desarrollo y
evolucién de las células TSH, PRL, y en menor proporcién

de las células GH y ACTH hipofisarias, serfan el
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resultado de mecanismos regulatorios del tipo feedback,
que involucran los minimos niveles de hormonas tiroideas
en circulacién y la elevada estimulacién del eje
hipotdlamo-hip6fisis-tiroides. Este control podria ser

directo sobre la pars distalis hipofisaria, o indirecto,

por aumento de TRH u otro factor hipotalédmico.

Dr. A. PIBANG
DIRECTOR LABORATORIE

INVE CIONES EMBRIOLOGICAS . .
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TABLAS



TABLA I. Longitud total (LTO),

corporal (LCU),

caudal

(LCO) ¥y

peso himedo de Bufo arenarum durante el desarrollo. Se
representan los valores medios t los errores estédndares,
*P<0,05 respecto del estadio anterior. (N= 15)

ESTADIO| LTO (mm) LCU (mm) LCO (mm) PESO (g)
IV 14,7 + 0,95 6,2 + 0,34 8,5 ¢+ 1,05 {0,04 ¢ 0,01
VIII 30,7 £ 1,71%|12,4 + 0,61%]18,3 + 1,23%|0,29 + 0,02%
XII 35,4 ¢+ 1,32 |14,3 ¢+ 0,98 |21,1 ¢+ 0,92 |0,36 * 0,04%
Xv 37,6 + 0,97 |17,3 ¢+ 1,06 (20,3 £+ 1,68|0,40 t 0,01
XVII 28,5 + 1,23%(13,2 ¢+ 0,86*|15,3 + 0,84%|0,35 + 0,05¢%*
XX 14,5 £ 0,79%*(14,5 + 0,32 0,30 + 0,04

POSTM. |18,5 ¢+ 0,97%|18,5 + 0,45% 0,40 + 0,03%
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TABLA II. Volumen de la pars distalis de Bufo arenarum durante
el desarrollo. Se representan valores medios t los errores
estdndares, *P<0,05 respecto del estadio anterior. (N=5)

ESTADIO| VOLUMEN PARS DISTALIS
(um3 x 106)
1v 0,69 £+ 0,03
VIII 1,32 ¢ 0,05%*
XII 2,72 + 0,17%
Xv 3,17 £ 0,13
XVIlI 2,47 £ 0,17%
XX 2,05 + 0,13
POSTM. 1,64 ¢+ 0,08%
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TABLA III. Nimero de células inmunorreactivas TSH, PRL, GH y ACTH
en la hip6fisis de Bufo arenarum durante el desarrollo. Se
representan valores medios * los errores estéindares, *P<0,05
respecto del estadio anterior. (N=5)

ESTADIO| CELULAS TSH CELULAS PRL CELULAS GH CELULAS ACTH

Iv 15,73 + 1,67 27,50 ¢+ 2,49 (15,33 *+ 1,26 [14,14 £t 1,56

VIII 26,25 + 2,20%|34,89 + 1,90*|27,56 + 1,96*|14,75 £ 1,73

XI1 41,29 + 4,73%}(44,00 + 4,04%|60,71 &+ 4,39%|23,12 £ 1,14%

Xv 54,00 + 3,01%(47,31 54,30 £ 3,60 |32,44 % 4,22%

-+
N
Yo
W

XVII 36,43 + 2,29%|50,40 ¢t 3,68 |39,69 t 2,35%|31,91 t 2,79

XX 29,56 + 3,24 |34,45 t 2,20%|35,40

I+
»
o
<2

33,90 t 3,7

49,00 + 4,39%|36,80

I+
&
o
[—y

POSTM. [25,10 43,23 + 3,05%

I+
N
N
[




TABLA IV. Densidad de volumen (Vv) de las células

inmunorreactivas

TSH, PRL, GH y ACTH, en la hip6fisis de Bufo arenarum durante
el desarrollo. Se representan valores medios % los errores
estdndares, *P<0,05 respecto del estadio anterior. (N=5)
ESTADIO| Vv CELULAS Vv CELULAS |Vv CELULAS Vv CELULAS
TSH PRL GH ACTH
1V 0,17 ¢+ 0,02 (0,24 + 0,02 {0,20 ¢+ 0,02]|0,13 ¢ 0,01
VIII 0,19 ¢+ 0,02 0,20 ¢ 0,01 {O,18 ¢+ 0,02]|0,11 ¢ 0,01
XI1I 0,19 ¢+ 0,02 |0,20 £ 0,02 |0,20 ¢ 0,02|0,09 % 0,01
XV 0,22 ¢+ 0,01%|0,25 ¢+ 0,02 |O0,16 £ 0,02|0,11 %+ 0,01
XVII 0,16 £+ 0,02%|0,29 ¢+ 0,02 |0,12 £ 0,01}0,13 + 0,01
XX 0,12 ¢+ 0,02*%|0,21 + 0,02%|0,14 ¢+ 0,02]|0,20 £ 0,02%
POSTM. |0,10 ¢ 0,01 |O,34 ¢+ 0,01 }|O,16 £ 0,01]/0,20 £ 0,02
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TABLA

V. Volumen

total ocupado

(V)

por

las células

inmunorreactivas TSH, PRL, GH y ACTH, en la hip6fisis de
arenarum durante el desarrollo.
valores medios t los errores estédndares,

Bufo

del estadio anterior. (N=5)

Se

representan

*P<0,05 respecto

ESTADIO|V CELULAS TSH

V CELULAS PRL

V CELULAS GH

V CELULAS ACTH

(n3 x 1098) (pd x 106) (u3 x 108) (u3 x 106)
v 0,13 £+ 0,02 0,17 ¥ 0,02 0,13 & 0,01 0,11 + 0,01
VIII 0,25 + 0,03 10,29 ¢+ 0,03* (0,21 t 0,02% 0,14 t 0,01
XII 0,45 £+ 0,04 [0,57 £ 0,05% (0,48 + 0,01% 0,25 ¢+ 0,01
Xv 0,62 ¢+ 0,02% (0,79 + 0,08 0,49 + 0,04 0,37 £ 0,02
XVII 0,42 £ 0,02 (0,76 £t 0,02 0,29 + 0,03% 0,27 + 0,02
XX 0,26 ¢+ 0,03 (0,35 £+ 0,03% 0,27 ¢ 0,03 0,32 ¢ 0,02
POSTM. |0,19 & 0,02 0,49 ¢+ 0,02% |0,26 t 0,03 0,32 ¢t 0,03
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TABLA VI. Volumen glindulas tiroides (VGT), nimero de folfculos
(NF), diédmetro médximo folicular (DMF) y altura de las células
(ACF) foliculares de las gladndulas tiroides de Bufo arenarum
durante el desarrollo. Se representan valores medios t |los
errores esténdares, *P<0,05 respecto del estadio anterior. (N=5)

ESTADIO VGT NF DMF (um) ACF (um)
(um3 x 106)
v 0,45 £ 0,01 3,3 + 0,30 |28,5 + 0,40 4,5 £+ 0,70
VIII 0,8 ¢+ 0,03»| 5,0 ¢+ 0,60 |35,2 + 1,70%] 8,3 * 0,60%*
XII 3,10 £+ 0,13%} 5,3 + 0,70 |86,4 + 11,1*) 9,1 + 0,70
Xv 5,79 + 0,11%) 9,3 *+ 0,70%|96,7 ¢ 9,60 (10,1 % 0,60

XVII 2,60 + 0,08%|13,0 ¢t 0,60%|39,7 ¢+ 1,30*|12,3 &t 0,60

1+
o
[,
o

*

XX 1,98 ¢+ 0,03*%] 9,0 34,1 t 2,79 5,1 £+ 0,70

POSTM. 3,32 44,2 + 1,10*| 5,1 £ 0,70

I+
[«
o
B
*
o)
~
-
o
~
(=)
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TABLA VII. Estadios metamérficos de larvas de Bufo arenarum
mantenidas en solucién de KClOs, A: 0,034 % B: 0,051 %
C: CONTROL. Se representan valores medios semanales ¢t 1los
errores estédndares. Diferencias significativas entre grupos,
*P<0,05 (N=15).

SEMANA ESTADIO
GRUPO A GRUPO B GRUPO C

0 3,3 &t 0,48 3,4 £ 0,52 3,3 + 0,52
1 4,0 £+ 0,00 3,8 &+ 0,42 3,9 £ 0,32
2 4,4 + 0,53 4,0 £ 0,00 4,0 + 0,23
3 5,0 &£ 0,00 4,8 + 0,42 5,2 £ 0,42
4 5,7 &+ 0,48 5,4 + 0,52 6,0 + 0,29
S 6,0 ¢+ 0,00 5,6 £+ 0,53 6,9 + 0,32
6 6,4 + 0,52 6,0 + 0,22 7,7 £+ 0,48
7 6,5 + 0,53 6,0 ¢+ 0,31 9,5 ¢t 0,53
8 6,7 + 0,48 6,0 &+ 0,11 10,3 t 0,48+
9 6,8 + 0,42 6,1 + 0,11 12,4 + 0,97*
10 7,1 + 0,32 6,4 + 0,52 14,7 £ 0,48%*
11 7,7 ¢+ 0,48 7,3 + 0,48 19,2 + 0,42%*
12 8,0 + 0,00 7,3 £+ 0,48 20,0 ¢+ 0,42%
13 8,0 ¢+ 0,00 8,0 ¢+ 0,00

14 8,0 + 0,00 8,0 £t 0,00

15 8,0 ¢+ 0,00 8§,0 £+ 0,00

16 8,0 £ 0,00 8,0 £+ 0,00

17 8,0 £+ 0,00 8,0 + 0,00

18 8,0 £ 0,00 8,0 £ 0,00

19 8,0 £ 0,00 8,0 £+ 0,00

20 8,0 + 0,00 8,0 £+ 0,00
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TABLA VIII. Longitud total de larvas de Bufo arenarum
mantenidas en solucién de KClOs, A: 0,034 % B: 0,051 % C:
CONTROL. Se representan valores medios semanales t los
errores estédndares. Diferencias significativas entre grupos,
*P<0,05 (N=15).

SEMANA LONGITUD TOTAL (mm)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C

0 13,3 + 0,48 13,4 &t 0,52 13,4 + 0,52
1 14,4 + 0,52 14,1 £t 0,67 14,4 £ 0,47
2 16,5 * 0,71 15,5 &t 0,53 14,7 £ 0,95
3 21,9 + 1,23 18,4 + 2,01 19,8 ¢+ 0,52
4 23,5 £ 0,85 23,3 t 2,87 22,6 £ 1,75
S 25,2 + 1,03 24,9 t 2,47 26,4 + 0,71
6 28,9 + 2,23 29,4 t 0,97 30,7 £ 1,71
7 30,8 £ 2,97 31,3 £ 1,25 30,5 t 0,48
8 32,5 ¢+ 1,95 31,7 £ 1,64 31,8 £ 0,53
9 32,5 £ 1,98 33,4 & 0,97 35,4 & 1,32
10 34,8 & 2,72 35,2 ¢+ 1,69 35,4 & 0,97
11 37,2 + 1,75 38,2 + 0,97 16,2 + 0,97%
12 40,2 t 1,75 40,6 * 0,97 14,5 £ 0,79%
13 43,3 t 1,93 42,6 + 1,12

14 45,8 * 1,43 44,9 t 1,23

15 48,2 + 1,56 49,2 t 1,65

16 50,2 + 1,89 51,2 £ 1,09

17 53,8 + 1,23 54,2 + 1,78

18 55,6 + 2,13 55,9 + 2,34

19 59,1 t 2,11 58,1 & 2,12

20 63,8 t 2,21 63,5 t 2,54
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TABLA IX. Peso himedo de larvas de Bufo

arenarum mantenidas

en solucién de KClOs, A: 0,034 % B: 0,051 % C: CONTROL.
Se representan valores medios semanales ¢ los errores
estdndares. Diferencias significativas entre grupos, *P<0,05
(N=15).
SEMANA PESO (g)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C
0 0,04 £ 0,001 0,03 £ 0,001 0,03 & 0,001
1 0,04 £ 0,001 0,04 £ 0,001 0,03 * 0,001
2 0,06 t 0,001 0,05 ¢+ 0,001 0,04 ¢ 0,001
3 0,12 t 0,01 0,10 + 0,01 0,10 ¢ 0,01
4 0,16 t 0,02 0,15 &t 0,02 0,14 t 0,03
5 0,21 * 0,04 0,18 + 0,03 0,20 ¢+ 0,03
6 0,33 £ 0,05 0,34 £+ 0,04 0,29 + 0,01
7 0,42 + 0,02 0,42 ¢+ 0,03 0,34 £ 0,02%
8 0,51 ¢+ 0,02 0,53 &+ 0,04 0,34 + 0,01%
9 0,61 t 0,06 0,60 + 0,05 0,36 + 0,04x
10 0,73 t 0,04 0,71 ¢ 0,03 0,38 + 0,05%
11 0,84 + 0,04 0,82 t 0,02 0,35 + 0,02%
12 0,98 + 0,03 0,97 £ 0,04 0,30 + 0,03%
13 0,99 £+ 0,02 1,00 £ 0,05
14 1,00 ¢t 0,05 1,00 t 0,04
15 1,00 *+ 0,05 1,05 £ 0,05
16 1,00 £+ 0,03 1,05 ¢+ 0,03
17 1,05 £t 0,06 1,10 £t 0,03
18 1,10 £ 0,06 1,10 £ 0,06
19 1,10 £+ 0,02 1,12 £ 0,03
20 1,10 £+ 0,03 1,14 £ 0,05
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TABLA X. Volumen de la pars distalis de larvas de Bufo arenarum
mantenidas en solucién de KClO4 (0,034 %) durante 3 y 5 meses.
Los valores identificados con 1la misma letra no difieren
significativamente, P<0,05. Se representan valores medios %t los
errores esténdares. (N=5)

MESES VOLUMEN TIROIDES| VOLUMEN PARS DISTALIS
(pm3 x 106) (pm3 x 106)
CONTROL 0,89 + 0,03a 1,32 £+ 0,05a
3 7,47 + 1,34b 7,84 £+ 0,70b
5 12,36 *+ 0,85¢c 13,91 t 0,70c




TABLA XI. Nimero de

solucién de KC104
celular
difieren

los valores

células

significativamente,
medios * los errores estédndares.

identificados

inmunorreactivas
ACTH en la hip6fisis de larvas de Bufo
(0,034 %) durante 3 y 5 meses.
misma
P<0,0S5. representan

(N=

con la
Se

5)

TSH,
arenarum mantenidas en
Para cada tipo

PRL, GH y

letra no
valores

MESES

CELULAS TSH

CELULAS PRL

CELULAS GH

CELULAS ACTH

CONTROL

26,25 + 2,20a

34,89 £ 1,90a

27,56 £ 1,96a

14,75 + 1,73a

3

128,28 t 4,14Db

124,45 £ 3,91b

47,22 + 1,92b

29,93 t 2,78b

5

202,81 t 7,91c

224,83 t 4,38c

75,61 t 4,06¢

41,32 t 2,200




TABLA XII. Densidad de volumen (Vv) de las <células
inmunnorreactivas TSH, PRL, GH y ACTH de 1la hipé6fisis
de larvas de Bufo arenarum mantenidas en solucién de
KC104 (0,034 %) durante 3 y 5 meses. Para cada tipo
celular los valores identificados con la misma letra no

difieren significativamente, P<0,05. Se representan
valores medios t los errores estédndares. (N=5)
MESES Vv CELULAS Vv CELULAS Vv CELULAS Vv CELULAS
TSH PRL GH ACTH

Control(o0,19 ¢+ 0,02a|0,20 ¢+ 0,012|0,18 + 0,02a 14,75 t 1,73a

3 0,27 ¢+ 0,03a§0,25 *+ 0,02a}0,13 *+ 0,01ab|{29,93 + 2,78a

5 0,40 t 0,05b|0,44 * 0,01b|0,10 ¢+ 0,01b |41,32 t 2,20a




TABLA XIII. Volumen

inmunnorreactivas TSH, PRL,

total ocupado (V) por

GH y ACTH de

las células
la hip6fisis de

larvas de Bufo arenarum mantenidas en solucién de KClOs
(0,034 %). Para cada tipo celular los valores identificados
con la misma letra no difieren significativamente, P<0,05.
Se representan valores medios

(N=5)

t los errores

estandares.

MESES V CELULAS TSH
(um3 x 10%)

V CELULAS PRL
(um3 x 106)

V CELULAS GH
(um3 x 106)

V CELULAS ACTH
(pm3 x 106)

CONTROL|0,25 & 0,03a

0,29 * 0,03a

0,21 + 0,02a

0,14 + 0,01a

3 1,79 & 0,20a

1,59 & 0,20a

1,12 + 0,21ab

0,61 + 0,06a

5 4,61 t 0,52b

5,31 + 0,51b

1,47

I+

0,20b

1,26 + 0,16b
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TABLA XIV. Volumen de las glandulas tiroides y altura de las
células foliculares tiroideas de larvas de Bufo arenarum
mantenidas en solucién

meses. Los valores
difieren significativamente,

de

medios t los errores estéindares.

KC104
identificados
P<0,05. Se representan valores
(N=5)

(0,034 %) durante 3 y 5
con la misma letra no

MESES VOLUMEN TIROIDES ALTURA CELULAS
(um3 x 106) FOLICULARES (um)

CONTROL 0,89 + 0,03a 8,33 t 0,63a
3 7,47 + 1,34b 17,12 + 1,94b

5 12,36 & 0,85c¢ 22,87 + 2,03c
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