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“Microanatomia del sistema respiratorio en Bufo arenarum y

Melanophryniscus stelzneri stelzneri (Anura, Bufonidae)”

RESUMEN I

En el presente estudio se ha determinado que |la microanatomia
del sistema respiratorio de B. arenarum y M.s.stelzneri son en
algunos aspectos muy diferentes.

Utilizando técnicas macroscdpicas, de microscopia optica y de
microscopia electronica, se caracterizaron anatomicamente e
histologicamente el sistema respiratorio de ambas especies. Para ello
se dividio el estudio en I) vias aéreas extrapulmonares, II) pulmoén y
III) cuerpos neuroepiteliales.

Las vias extrapulmonares estan reducidas a una laringotraquea
constituida por un par de cartilagos aritenoides y el cricoides. En B.
arenarum a diferencia de M. s. stelzneri la laringotraquea esta
dividida en dos camaras, una anterior y otra posterior delimitadas
ambas por membranas. La mucosa que reviste el lumen de la
laringotraquea asi como las membranas que tapizan las camaras
presenta una diversidad celular importante. En B. arenarum la ultima
porcion de la laringotrdquea se continla con dos camaras
“bronquiales” que se abren cada una de ellas a un pulmdén mientras
que en M. s. stelzneri la laringotraquea se comunica directamente con
los pulmones.

Los pulmones son diferentes en ambas especies. En B.
arenarum la estructura interna es mas compleja por la presencia de
tres tipos de septos: primarios, secundarios y terciarios con
caracteristicas histologicas propias, mientras que en M. s. stelzneri la
organizacion interna es simple por la presencia solamente de septos
terciarios. El parénquima pulmor es del tipo faveolar para B.
arenarum y edicular para M. s. stelzneri. El epitelio respiratorio esta
constituido por neumocitos los cuales emiten prolongaciones
citoplasmaticas que cubren a los capilares sanguineos. Estas
prolongaciones junto con el endotelio de los capilares constituyen la
barrera de intercambio gaseoso.

En M. s. stelzneri se determind la presencia sobre los septos de
cuerpos neuroepiteliales a los cuales se les adjudica una posible
funcion secretora y/o receptora.

Palabras claves: anuros, Bufonidae, sistema respiratorio,
laringotraquea, cuerda vocal, camara bronquial, pulmones, septos
pulmonares, cuerpos neuroepiteliales, microscopia Optica vy
electronica.



“*irroanatomyv of the respoiratorv svstem of Bufo arenarum
and Melanophrvniscus stelzneri stelzneri (Anura, Bufonidae)”

!l ABSTRACT I

The present study has determined that the microanatomy of the
respiratory system of B. arenarum and M.s.stelzneri are different in
some aspects.

Light and electron microscopy were used to study the anatomy
and histology of the respiratory system of both species. For it was
divided it the study in I) extrapulmonary airways, II) lung and III)
neuroepithelial bodies.

The extrapulmonary airways in these species are reduced to a
laryngotrachea constituted by a couple of arytenoid cartilages and a
cricoid cartilage. In B. arenarum contrary to M.s.stelzneri the
laryngotrachea is divided in two laryngeal chambers, anterior and
posterior. The epithelia of the chambers as well as the membranes
that limit this chambers present an important cellular diversity. In B.
arenarum the last portion of the laryngotrachea connected with two
bronchial chambers which give out onto the lung.

The lungs in both species are different. In B. arenarum the
internal structure is more compiex by the presence of three types of
septa: first, second and third order. In M.s. stelzneri the parenchyma
forms a polygonal network arrangement, therefore the parenchyma is
edicular in both. These space are delimited by the interconnection of
septa which are covered by respiratory epithelium. This epithelium
consists of one type of pneumocytes, which emit a thin cytoplasmic
process that cover the puimonary capillaries to form the outer layer
of the air-blood barrier.

In M.s. stelzneri neuroepithelial bodies (NEB) appear randomly
distributed over the septa. Each NEB consists of special cells, the
corpuscular cells (cc) which contains numerous dense core vesicles
(dcv). The NEB are associated with afferent and efferent terminal
nerves. The location of the NEB, the presence of the dcv, the
occurrence of synaptic contacts between nerve endings and the cc
and the occurrence of capillaries close to the NEB, suggest a
receptosecretory function for the NEB in the lung of M.s. stelzneri.

Key words: Anura, Bufonidae, respiratory system, laryngotrachea,
vocal chord, bronchial chamber, lungs, septa, neuroepithelial body,
light and electronic microscopy.
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Brecht (Vida 2o Galileo)
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I INTRODUCCION GENERAL I

1. Origen vy radiacion de los tetrapodos

Durante mas de una centuria, los zodlogos se han cuestionado
acerca del origen de los primeros tetrapodos (Romer, 1958; Szarski,
1962; Schaeffer, 1965 y Bray 1985). Mediante el analisis de craneos,
dientes y extremidades se han emparentado a los peces
sarcopterigios de la Familia Panderichthyidae como grupo hermano
de los tetrapodos (Ahlberg y Milner, 1994). Estos hicieron su
aparicion entre el Devonico medio y tardio. El paso siguiente en la
evolucion de los tetrapodos fue su radiacion en diferentes linajes
durante el Paleozoico tardio y el Mesozoico. Sin embargo, fue
durante el Devonico tardio y el Carbonifero temprano donde los
tetrapodos se dividieron en dos linajes: los batracomorfos y los
reptilomorfos. Los anfibios modernos (Lissamphibia) podrian haber
tenido su origen dentro de éste primer grupo (Fig. 1).

Existen diferentes teorias que tratan de explicar el pasaje de
los panderichthyidos desde el agua a la tierra. La teoria cldsica
propuesta es que se produjeron durante la segunda mitad del
Devonico sequias estacionales. Las charcas temporarias poco
profundas que se formaron durante los periodos de lluvia,
frecuentemente desaparecieron por la evaporacion durante la
estacion seca y como consecuencia sus habitantes quedaban varados
en las aguas estancadas. Los peces atrapados en tal situacion
estaban condenados a muerte al menos que la siguiente estacion de
lluvia se iniciara antes que en las charcas estuviesen completamente
secas. Es sabido que los peces pulmonados vivientes de Africa y
Sudameérica se han adaptado a este tipo de situacion ya que son
capaces de estibar en el barro de las charcas hasta el momento en

que comiencen las lluvias.
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Tal vez ciertos peces sarcopterigios devonicos tenian extremidades

que les permitian arrastrarse desde una charca seca, moverse por
tierra y alcanzar otras charcas que todavia contenian agua. Esta
teoria sin embargo ha estado sujeta a muchas criticas. Fueron
propuestas otras teorias. Unas, enfatizan el contraste que existia
durante el Devonico entre el habitat terrestre y el acuatico. En el
agua habitaban una variedad de peces que se fueron expandiendo en
una diversidad de nichos ecoldgicos. Por otra parte, existian
predadores activos, fuertemente competitivos en este medio. En
contraste, la tierra estaba libre de vertebrados por lo que algunos
sarcopterigios podrian haber ocupado ese ambiente que estaba libre
de predadores y competidores; este proceso debid ser gradual.

La reinterpretacion de los primeros tetrapodos como animales
basicamente acuaticos sugiere que la colonizacion de la tierra
deberia considerarse como una seleccion a la actividad terrestre.

Los juveniles de Acanthostega e Ichthyostega podrian haberse
reunidos en aguas poco profundas, como lo hacen los juveniles de
los peces y de los anfibios vivientes, para escapar de los grandes
peces predadores que estaban restringidos a aguas profundas.
Muchas de las caracteristicas morfolégicas y fisiologicas de los
vertebrados terrestres podrian haber sido utiles para un tetrapodo
acuatico en la orilla de un lago o estuario. Las aguas calidas
contienen poco oxigeno y las orillas de las charcas poco profundas
estan especialmente calientes durante el dia. De esta manera los
pulmones son importantes en un vertebrado en este tipo de
ambiente, ya sea este pez o tetrapodo. De la misma forma, las patas
habrian soportado el peso del animal en ausencia de suficiente agua
como para flotar. En aguas poco profundas un ejemplar tetrapodo
con respiracion aérea, podria haber alzado su cabeza fuera del agua,
y los cambios en la forma del cristalino del ojo podria producirse

debido a la diferencia en el indice de refracciéon del agua y del aire.
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Estas caracteristicas comportamentales y morfolégicas podrian ser
encontradas entre un numero de especies de.peces vivientes los
cuales hacen una incursion fuera del agua, trepan arboles y capturan
a sus presas sobre la tierra.

Considerando que existian tetrapodos acuaticos que se
lanzaban sobre los invertebrados terrestres y que caian dentro del
agua, uno puede pensar en una gradual progresion de formas cada
vez mas agiles capaces de explotar ambientes terrestres tanto para
alimentarse como para protegerse de los predadores acuaticos. La
agilidad terrestre deberia haberse desarrollado en el estadio en el
cual los juveniles tetrapodos se movian sobre la tierra desde su lugar
de origen (una charca) para colonizar nuevos ambientes. Este tipo
de comportamiento es tan general entre los vertebrados vivientes
que se puede suponer que esto ocurrio también en los tetrapodos
primitivos (Pought et al., 1999).

La conquista del nuevo ambiente obligd a cambios morfologicos
y fisioldgicos importantes los cuales desencadenaron modificaciones
que llevaron a producir la transicion entre los peces y los tetrapodos.
Entre las mas destacadas, se cuenta el paso de la natacién a la
locomocion en cuatro patas. Esto llevd a cambios en el esqueleto y el
sistema locomotor en su conjunto que se vieron sometidos a una
suma de fuerzas completamente nuevas al verse privados de la
funcion de soporte que ofrecia el agua y al hacerse mas importante
los efectos de la gravedad. Por otro lado la respiracion pasé de ser
branquial, donde los animales acuaticos extraian el oxigeno por
medio de un flujo unidireccional del agua a través de las branquias a
una respiracion pulmonar donde tenian que adaptarse a la utilizacion
de oxigeno atmosférico. Al mismo tiempo la piel debié modificarse
para evitar la desecacion y el sistema sensorial tuvo que adaptarse
a la percepcion de nuevos estimulos provenientes del nuevo
ambiente.
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Sin embargo la marcha de la evolucion es tan lenta que los

unicos anfibios conocidos del Devonico y muchos de los del
Carbonifero eran todavia semejantes a peces. Animales de este tipo,
por ejemplo Eogyrinus realizaron vacilantes incursiones a la tierra
firme durante 30 millones de afios o quizas mas, antes de que
aparecieran tipos claramente terrestres, como Eryops, del Pérmico
(Young, 1977).

La palabra "amphibia” significa que los miembros de esta clase
llevan una “doble vida”. Algunos sapos pasan gran parte de su vida
en tierra, pero la mayor parte de los anfibios no se alejan mucho del
agua, y algunos animales actuales siguen siendo acuaticos, como sus
antecesores. La reproduccion de los anfibios en general, por ejemplo,
la de las ranas y sapos, es semejante a la de los peces. Las hembras
desovan en el agua, y de los huevos salen renacuajos acuaticos que
respiran por branquias. So6lo cuando se produce la metamorfosis,
desaparecen las branquias para ser sustituidas por pulmones, se
desarrollan las extremidades y se hace posible la vida terrestre
(Romer, 1966).

En su intento de independencia del agua y colonizacién de la
tierra, los anfibios han experimentado una extraordinaria radiacion
adaptativa, exhibiendo una gran diversidad de modos de vida en
comparacion con otros grupos de vertebrados y alcanzando gran
éxito en los niveles ecoldgicos que ocupan constituyendo un

importante eslabon en muchas de las cadenas alimentarias.

2. Generalidades del sistema respiratorio en vertebrados

Para que una célula realice un metabolismo efectivo y
sobreviva, debe abastecerse de oxigeno y liberarse de los productos
de desecho acumulados. Estas funciones estan a cargo de dos

sistemas de transporte: el sistema circulatorio y el respiratorio.
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Estos dos sistemas se ayudan en el proceso de difusidon pasiva,
movimiento azaroso de moléculas desde un area de mayor presion
parcial hacia un area de menor presion parcial. El oxigeno se
encuentra usualmente (aunque no siempre) a altas presiones
parciales en el ambiente y tiende a difundirse dentro del organismo.
El dioxido de carbono se acumula en los tejidos y tiende a difundirse
hacia el exterior. La difusion pasiva por si sola es insuficiente para
enfrentarse con las necesidades que requiere un organismo
multicelular, por eso un sistema de transporte eficiente ayuda al
proceso de difusidon pasiva.

Durante la evolucion de los animales para optimizar la difusion
de los gases en el disefio de los 6rganos respiratorios se han
producido grandes modificaciones. La tasa de difusidon pasiva entre
un organismo y su ambiente depende de algunos factores. Uno de
ellos es la superficie aérea: cuanto mas grande es la superficie
aérea, mayor es la oportunidad que tienen las moléculas de moverse
a través de la superficie epitelial. Otro factor es la distancia. El
tiempo que tardan las moléculas para alcanzar la profundidad de los
tejidos depende de la distancia que deban recorrer. Los tejidos
gruesos retardan el proceso de difusion mientras que las barreras
delgadas ayudan a este proceso. El tercer factor es la resistencia de
los propios tejidos a la difusion. La humedad de la piel de los anfibios
vivientes facilita el transporte de gases. En contraste, la piel de otros
vertebrados (como reptiles y mamiferos) estd cornificada y es
gruesa, caracteristicas que le impiden la difusion de los gases con el
ambiente. Otro factor importante que afecta la tasa de difusidon son
las diferencias parciales de los gases a través de la superficie de
intercambio. Los peces que viven en aguas estancadas y calientes
se encuentran con una presion parcial de oxigeno en el agua inferior
a la que tienen en su sangre, lo que lieva a que el oxigeno difunda

en sentido contrario con lo que el pez se encuentra en peligro.
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Tanto el sistema respiratorio como el circulatorio con el fin de
movilizar los fluidos (aire, agua o sangre) tienen bombas como el
corazon, el aparato branquial o en el caso de algunos tetrapodos una
caja toracica.

Los sistemas respiratorio y circulatorio estan funcionalmente
asociados con el proceso de respiracion en la distribucion de oxigeno
a los tejidos y la eliminacion de desechos, principalmente didxido de
carbono.

Es importante diferenciar algunos términos que muchas veces
son usados erroneamente. El término respiracion debe ser reservado
para el proceso de respiracion celular donde mediante rutas
metabdlicas se produce la degradacion de algun sustrato por via
aerobica. La ventilacion es el proceso activo de movimientos del
medio respiratorio, agua o aire, a través de una superficie de
intercambio El pasaje de la sangre a través de los capilares de un
organo se conoce como perfusion.

La ventilacion en los vertebrados puede ser unidireccional, el
agua entra a través de la boca a la cavidad bucal, atraviesa las
branguias y sale hacia el exterior siguiendo una Unica direccion. En
otros vertebrados pulmonados, la ventilacion es bidireccional ya que
el aire entra y sale a través de las mismas vias.

Son varios los tipos de organos que utilizan los vertebrados
para llevar a cabo el intercambio gaseoso alguno de los cuales
actian de forma complementaria: branquias (internas y externas),
vejiga gaseosa, piel, porciones del tubo digestivo y pulmones.

Con respecto al pulmén es importante destacar que es una
caracteristica primitiva de los peces 0seos. Asi que, aunque los
pulmones son de importancia critica para los tetrapodos, ellos no se
han desarrollado con el expreso proposito de respirar en la tierra. Por
muchos anos se pensé que los pulmones se desarrollaban en los

peces con el unico objetivo de respirar aire en ambientes donde las
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aguas estaban estancadas y eran pobres en oxigeno, de esta forma
tragando aire rico en oxigeno se ayudaba al suministro del mismo a
los tejidos corporales. Sin embargo aunque algunos peces
pulmonados se encuentran en ambientes andxicos, otros peces de
respiracion aérea se encuentran en ambientes ricos en oxigeno.
Farmer (1997) ofrecié una explicaciéon alternativa para la evolucion
de los pulmones. La autora sugirio que la respiracion aérea podria
haberse producido en aguas bien oxigenadas, en peces activos donde
el oxigeno es necesario primariamente para proveer al musculo
cardiaco mas que a los tejidos corporales de este gas.

Una consecuencia de la anatomia del sistema circulatorio en
los peces es que el corazén recibe y bombea so6lo sangre
desoxigenada. La sangre se oxigena en las branquias, después que
aquella deja el corazéon. Muchos peces carecen de arterias coronarias
que llevan sangre oxigenada al corazon, por eso el corazéon de los
peces rayas deber extraer el oxigeno que éste necesita desde la
sangre que ha sido disminuida de ese gas en su viaje a través del
cuerpo.

Farmer sugiere que los pulmones podrian haberse desarrollado
como una manera de proveer sangre oxigenada directamente al
corazon y de esta manera cubrir las necesidades metabodlicas de las
células cardiacas. Un pez raya primitivo no usa sus pulmones para
conseguir oxigeno adicional en aguas estancadas, sino que traga aire
desde la superficie cuando esta activo, incluso cuando el agua esta
bien aireada. En los peces teledsteos, la vejiga natatoria proviene
evolutivamente de dichos pulmones, tal vez porque la flotabilidad
provista por esta estructura sea mas importante para este grupo que
un pulmén respiratorio. Sin embargo ciertos teledsteos activos, han
desarrollado también un sistema circulatorio coronario. Estos hechos
son coherentes con la hipotesis de que los pulmones se desarrollan

inicialmente para proveer de oxigeno al musculo cardiaco.
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Los pulmones en los vertebrados tetrapodos estan disefiados
para una respiracion aérea como en el caso de los adultos de
anfibios, reptiles, aves y mamiferos. En general son sacos elasticos
ubicados dentro del cuerpo que tienen la propiedad de que su
volumen se expande cuando el aire es inhalado y decrece cuando el

aire es exhalado.

3. Generalidades del sistema respiratorio en los anfibios

Los anfibios constituyen un grupo extremadamente diverso
entre los vertebrados, capaces de habitar tanto el medio acuatico
como el terrestre, por lo menos en alguna etapa de su vida. La
transicion de un medio a otro condiciona la morfologia, fisiologia y el
desarrollo embrionario de estos animales.

Uno de los aspectos principales del desarrollo de los anfibios y
de su adaptacion al medio acuatico o terrestre, lo constituye la
formacion de drganos diferentes capaces de llevar a cabo los
procesos respiratorios, exhibiendo cambios muy complejos en los
mismos a lo largo de su vida embrionaria y larval. Parte de esta
complejidad reside en el hecho de que casi todos los integrantes de
esta clase son capaces de utilizar simultaneamente mas de un
organo en el intercambio gaseoso, obteniendo oxigeno a partir del
aire, del agua o de una combinaciéon de ambos (B'urggren y Just,
1992). Esta es una adaptacion fundamental de los anfibios ya que la
menor capacidad de disolucidon del oxigeno y el diéxido de carbono
en el agua respecto del aire, implican que un animal acuatico debe
ventilar, bajo las mismas condiciones, unas veintiocho veces mas
que uno terrestre (Virtel y Richter, 1999).

En los anfibios el intercambio gaseoso se realiza a través de
distintas estructuras: la piel, las branquias, la mucosa bucofaringea y

los pulmones.
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El tegumento, en toda su extension, o en éspecial en ciertas
areas, juega un rol importante, si bien de mayor o menor alcance,
segun el caso, en los procesos respiratorios de estos animales. En
aquellos anfibios que carecen de pulmones o que estan dotados de
pulmenes rudimentarios, la eficacia' respiratoria del tegumento
aumenta, no sbélo por el adelgazamiento de la epidermis sino
también por una rica red de capilares que inclusive pueden penetrar
en la capa epidérmica (Noble, 1954). En los anfibios terrestres la
funcidn respiratoria de la piel esta en gran medida relacionada con la
humedad de la superficie corporal, lo que se alcanza generalmente
por la actividad de glandulas esencialmente mucosas.

Algunos anfibios han desarrollado repliegues tegumentales
ricamente vascularizados y mdviles con una significacion respiratoria
importante como en el caso del urodelo Cryptobranchus y de la rana
Batracophrynus. La larva del anuro africano Xenopus laevis presenta
sobre su cabeza barbulas y Astylosternus robustus, otro anuro
africano, desarrolla sobre los costados del cuerpo y los muslos
numerosas excrecencias largas y finas, con aspecto de “pelos”
(Gavrilov, 1978).

La respiracion cutanea de los batracios con pulmones reducidos
o atrofiados es ademas casi siempre auxiliada en mayor o menor
grado por la respiracion bucofaringea independientemente del modo
de vida predominante del animal. Asi Salamandrina, mas bien
terrestre, tiene respiracion bucofaringea en el agua, mientras que
Pseudotriton ruber, mas bien acudtico, tiene una respiracion
bucofaringea atmosférica (Noble, 1954).

En muchas larvas de anuros las branquias son externas e
internas como por ejemplo en Rana catesbeiana, pero externa en
urodelos y cecilidos. Son el principal érgano respiratorio previo al
desarrollo de los pulmones. Su funcidn es relevada por los pulmones

durante la metamorfosis. De esta manera no es sorprendente que la
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total reabsorcion de las branquias ocurra en forma relativamente
tardia, alrededor del mismo estadio o ligeramente mas temprano que
la reabsorcion de la cola. La reabsorcion de las branquias comienza
alrededor de los estadios XX-XXI (segun Gosner) para R.
catesbeiana, equivalente al estadio 61/62 para X. laevis. Cuando
este proceso toma lugar, la morfologia de las branquias cambia
completamente. El epitelio llega a separarse de la red vascular
cuando éste experimenta histolisis. Las branquias se tornan negras
en apariencia, en el estadio XXIII (equivalente al estadio 64 en X.
laevis) y simultaneamente degeneran rapidamente. Cuando las
branquias han sido completamente reabsorbidas, su espacio es
ocupado por melanocitos en los estadios mas avanzados (Schi,
2000).

Desde un punto de vista anatémico, el sistema respiratorio en
los anfibios adultos puede dividirse en dos grandes porciones: vias
aéreas extrapulmonares y pulmones.

En lineas generales las vias extrapulmonares no siempre
resultan expresadas de la misma manera y en igual grado entre los
distintos anfibios. Esta formada por tres porciones: una parte inicial
cercana a la parte posterior de la faringe, la laringe. Una parte media
que persiste como traquea, dotada por lo comun de un sostén
cartilaginoso en forma de anillos y que se divide en dos ramas, los
bronquios primarios o extrapulmonares o troncos bronquiales,
derecho e izquierdo, que puede estar completamente reducidos
(Anura), de suerte que los pulmones se unen directamente con el
propio tubo traqueal.

La laringe es una camara provista de elementos esqueléticos
cartilaginosos, musculos particulares y, en varios casos, cuerdas
vocales. Goppert (1937) define a la laringe como la porcion inicial
especializada del aparato respiratorio aéreo, provista de dispositivos

particulares y separada de la traguea, menciona a este drgano ya al
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referirse a los Dipnoos (Protopterus y Lepidosiren). No obstante el
autor subraya que, en los Dipnoos, dicha “laringe” primitiva carece
de esqueleto cartilaginoso y que los musculos reconocidos, incluso el
llamado esfinter laringeo, no son equiparables con los musculos de la
laringe de los batracios. Schimkiewitsch (segun Gavrilov, 1979)
designa como laringe la parte inicial del conducto neumatico de los
Dipnoos, provista de musculatura propia, a pesar de la ausencia del
esqueleto cartilaginoso.

En oposicion a estos zoologos, otros investigadores como
Goodrich (1930), Romer (1956), Hyman (1956), Gavrilov (1979)
definen a la laringe solamente como la parte inicial de la via traqueal
de los Tetrdpodos, destacando como caracteristica fundamental,
entre otros rasgos, el sostén cartilaginoso de sus paredes,
presumiblemente proveniente de los ultimos arcos viscerales
reducidos y por lo comun estrechamente relacionado con el
esqueleto hioideo.

La laringe esta pobremente desarrollada en los urodelos en
comparacion con los anuros (Pastor y Pascual, 1995).

En Urodela no se observa a menudo una delimitacion nitida de
la laringe, la cual ya esta provista aqui de un par de cartilagos
laterales. Los mismos sostienen con sus partes anteriores los
margenes apenas levantados de la glotis (orificio de comunicacion
con la parte postero-ventral de la faringe) y se extienden, a ambos
lados, a lo largo de la laringe, ya sea hasta el comienzo de la traquea
como en el caso de Necturus, o aun mas hacia atras, hasta la ultima
porcion de la traquea, proxima a los pulmones como en Proteus,
Siren, Amphiuma (Goéppert, 1937). En el caso de Necturus en cada
cartilago lateral pueden distinguirse una porcion oral, anterior,
aplanada (parte aritenoidea) y una porcién caudal, posterior (parte
crico-traqueal). Debido al caracter particular del limite entre ambas

porciones, las mismas poseen cierta movilidad, una con respecto a
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otra, bajo la influencia de la musculatura laringea (Goppert, 1937).

Los cartilagos de Siren y Amphiuma, que son largos, llegan hasta la
bifurcacion posterior de la traquea, sin impedir el encorvamiento de
ésta gracias a su elasticidad, conservan aun su individualidad de
cada lado del cuerpo, pese a que en opinion de otros autores como
Noble (1954) estos cartilagos ya presentan un verdadero
desmembramiento de su porcion posterior en cartilagos tragueales
como en Siren.

En los salamandroideos, la laringe estda constituida por dos
cartilagos laterales, cada uno de los cuales esta dividido en dos
porciones separadas: el carti_lago aritenoides y el cartilago
cricotraqueal (Goppert, 1937).

Mayor diferencia aun se observa en Gymnophiona (Apoda),
donde ademas de un par de cartilagos aritenoideos se separan,
inmediatamente detrds y en intima relacion con ellos, las porciones
cricoideas de los cartilagos cricotraqueal, fusionandose dorsalmente
en calidad del unico y amplio cartilago cricoideo, mientras que el
resto de las partes cricotraqueales se subdividen en una serie de
anillos traqueales, en forma de semicirculos cerrados dorsalmente.

La traquea en Urodela y Gymnophiona es generalmente larga y
bien definida, aunque como indica Matsumura y Setoguti (1986) en
Hynobius nebulosus un cartilago traqueal diferenciado no existe, la
porcion inferior de la cavidad laringotraqueal se corresponde con la
porcion cricotragueal. Los bronquios son siempre muy cortos y estan
conectados con los pulmones en todos los érdenes.

En los Anuros, la traquea practicamente no existe o es
extremadamente corta, apenas perceptible, abriéndose sin
delimitacion marcada con la porcion laringea, que le precede, en la
constitucion de la llamada laringotraquea o camara laringotraqueal.
Estas denominaciones adoptadas por varios autores (Gavrilov, 1979)

y quien escribe, no es la Unica referencia a esta parte de las vias
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respiratorias de los Anuros. Varios zoologos (Holmes, 1927; Weicher,

1953) la denominan simplemente laringe, mientras que Henle
(1839) habla al respecto como "“caja vocal” (“Stimmlade”, en
aleman). Marcus (1937) distingue, en ella, una laringe propiamente
dicha, y un “espacio laringo-traqueal” que le sigue también impar.

Es evidente que este ultimo espacio debe equipararse con la

I"

“cavidad laringotraqueal” que le sigue también impar, en su
oposicion al vestibulo laringeo mas anterior, que corresponderia a la
parte propiamente laringea de la laringotraquea. En la mayoria de
los batracios anuros, los pulmones se unen directamente con dicho
conducto, a veces se presentan adelgazados en su parte inicial a
manera de cuello (Pseudis, Bufo). Solamente en los anuros aglosos
(pipidos) se observan los bronquios, que salen del extremo caudal de
la laringotraquea y que, en Pipa, pueden ser bastante largos.

La laringe de los anuros, con su esqueleto cartilaginoso de
diferentes aspectos segun las especies, se ubican entre las apofisis
postero-medianas de hueso hioideo. En su interior se encuentran las
cuerdas o ligamentos vocales que junto con otras adaptaciones de
fonacidn (sacos vocales o resonantes, impares o pares) contribuyen a
la emision del canto. El esqueleto laringeo consta de dos amplios
cartilagos semiovalados, los aritenoides, uno a cada lado de la
hendidura de entrada o glotis, y un cartilago cricoideo, mas caudal,
en forma de anillo completo o incompleto, con sus prolongaciones
(Pirlot, 1976) (Fig. 2).
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Fig. 2 Esqueleto laringotraqueal generalizado de un anuro. (Modificado de Grassé,
1986).

En cuanto a los pulmones de los anfibios, estos son
sacciformes y se unen ya sea directamente con la laringotraquea, en
los anuros faneroglosos; o de manera directa con una traquea poco
extendida en algunos urodelos (Proteus, Necturus); o con los
bronquios, que pueden ser muy cortos, sélo apenas insinuados
(Siren, Amphiuma), o pequefios pero bien diferenciados en los
gimnofiones (Chtonerpethon) y varios urodelos (Salamandra), o
inclusive relativamente mas largos pero sin limite neto, en los

anuros aglosos (Pipidae).
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En los gimnofiones y los urodelos, en relacion con la

conformacion serpentiforme o extendida de su cuerpo, estos sacos
son alargados, mas o menos cilindricos, con superficie exterior lisa o
provista de estrangulaciones y surcos que le proporcionan un aspecto
“racimoso” o “alveolar”. Pueden tener ademas el extremo posterior
adelgazado como en algunos gimnofiones; o estrechos en su region
media (Menobranchus) o anterior (Triturus, Cryptobranchus, varios
Salamandridae); o extendidos a manera de un tubo en su mayor
parte desde la traquea, de modo que solo el extremo distal aparece
ampliado a modo de vesicula (Proteus).

En estos batracios pueden ser del mismo tamano (Siren,
Pleurodeles), o el izquierdo mas largo que el derecho (Proteus,
Amphiuma y algunos otros urodelos), o al contrario, se desarrolla el
derecho, mientras que el izquierdo sufre una considerable reduccion,
a veces muy acentuada (gimnofiones).

En los anuros, los pulmones son cortos, redondeados, por lo
comuin exteriormente son lisos, 0 muy raramente dotados en su
parte anterior de algunos l6bulos como en Bufo marinus.

La estructura interna de los pulmones en los distintos grupos

se ampliara en el capitulo II.

4, Biologia general de las especies estudiadas
Los sapos Bufo arenarum (Hensel, 1867) y Melanophryniscus
stelzneri (Weyenberg, 1875) son anfibios pertenecientes a la familia

Bufonidae del Orden Anura (Gallardo,1987).

4.1. Caracterizacion de la Familia Bufonidae

La familia Bufonidae es una familia cosmopolita donde sus

miembros habitan tanto las regiones templadas como las tropicales,
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a excepcion, originalmente de Madagascar, Nueva Zelanda vy
Australia (Cei, 1980).

Segun Duellman y Trueb (1986) los bufonidos se caracterizan
por presentar de 5 a 8 vértebras holocordales, procélicas, presacrales
con arcos neurales imbricados. La variacion del niumero de vértebras
presacrales, es el resultado de la fusion de las vértebras presacrales
I y II. Las costillas estan ausentes. El sacro tiene una diapdfisis
dilatada y una articulacion bicondilar con el coxis. Los procesos
transversos estan ausentes en el coxis. La cintura pectoral es del tipo
arcifera o pseudofirmisternal por fusion de los epicoracoides. El
omosternun esta ausente mientras que el esternon esta presente; la
escapula no esta cubierta anteriormente por la clavicula. El anillo
cricoideo es completo. Tanto el maxilar como el premaxilar son
edentados. El astrdgalo y calcaneo estan fusionados solamente
proximal y distalmente y presentan un tubérculo metatarsal externo.
Las falanges son normales, sin elementos intercalares; formula de
falanges de la mano: 2-2-3-3 y del pie: 2-2-3-4-3. Presentan una
pupila horizontal. EIl amplexo es axilar. Con érgano de Bidder en
alguna época del desarrollo. Muchos bufdonidos depositan ristras con
numerosos huevos pequefos pigmentados en el agua donde
generalmente se desarrollan en renacuajos. Estos presentan un pico
corneo y una hilera simple de denticulos.

La familia Bufonidae contiene 335 géneros vivientes, entre

ellos Bufo y Melanophryniscus, y 20 especies extinguidas.

4.2. Caracterizacion biologica de Bufo arenarum

El género Bufo estad representado en la Argentina por diez
especies, entre los cuales se halla Bufo arenarum (Hensel 1867). Es
la especie de anuro quizdas mas conocido en el pais, su distribucion

se extiende desde el norte de la Provincia de Jujuy hasta el rio
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Chubut, cerca de la costa patagdnica. Hacia el oeste, éste alcanza el

borde sur de la Provincia de Neuquén, proximo al rio Limay. Habita
desde ambientes himedos, 1000 mm anuales, hasta aridos de
menos de 500 mm anuales. Su localizacion se extiende hasta el sur
de Brasil, Paragﬂay, Uruguay y Bolivia (Cochabamba) (Fig. 3).
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Fig. 3 Mapa de distribucion del Género Bufo segun Cei (1980)
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Segun Gallardo (1987) estos animales se caracterizan por

tener una cabeza levemente céncava, hocico redondeado y crestas
tanto cefalicas como a lo largo del labio superior. Los 0jos son
prominentes y los timpanos visibles y redondeados. Con glandulas
paratoides, seguidas por glandulas verrucosas. Las manos pueden o
no presentar reborde cutaneo; el tubérculo metatarsal interno tiene
forma de azada, el externo es redondeado mientras que los
subarticulares son coénicos. La piel dorsal tiene verrugas pequefas y
obtusas con una o varias espinas corneas. El vientre es granular y
blancuzco. Los machos ademas de presentar unas patas delanteras
robustas tienen un saco vocal externo azulado y callosidades
nupciales en el 19, 29 y 30 dedo de la mano. Ellos tienen un dorso
amarillento o verdoso, mientras que las hembras el color es grisaceo,
marrén brillante y azulado con grandes manchas amarronadas (Fig.
4). Se puede escuchar su canto desde agosto hasta abril en lagunas
y lagos. Ponen huevos pequefios, negros, en ristras gelatinosas
adheridas a las plantas sumergidas.

Fig. 4 Bufo arenarum (Cortesia del Dr. Mario Ravaglia)
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4.3. Caracterizacion biologica de Melanophryniscus stelzneri

stelzneri

El género Melanophryniscus, Gallardo 1961, se caracteriza
porque los sapos son de tamafo pequefio, carecen de dientes,
crestas cefalicas y glandulas paratoides. La pupila es circular y el
timpano esta oculto. La piel presenta granulaciones y la coloracién es
aposematica. Las extremidades son cortas y los dedos de las manos
presentan una membrana interdigital basal, mas desarrollada en el
pie. Los condilos occipitales estan separados entre si, mientras que
las apdfisis transversas sacrales estan dilatadas. La cintura escapular
tiene precoracoides y las claviculas son horizontales. No hay
omosternén y tanto el estilo esternal como el xifisternon son
cartilaginosos.

Melanophryniscus stelzneri stelzneri es un bufénido con cabeza
pequefia y corta, de aproximadamente 25 a 30 mm de longitud
desde el hocico a la cloaca. Tanto el dorso como sus extremidades
son negros u oscuros con manchas amarillas. El vientre negro es
granuloso con manchas rojas a igual que las palmas y las plantas.
Las manos presentan tubérculos metacarpales cénicos. En el caso de
los machos se puede observar callosidades nupciales marrones (Fig.

Fig. 5
Melanophryniscus
stelzneri stelzneri

(Cortesia de la Lic.
L.E. Fiorito)
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Es frecuente hallar eiemplares de M.s.stelzneri activos durante
el dia, luego de fuertes lluvias, cerca de arroyos o pequefios cuerpos
de aqua de zonas serranas de Coérdoba v San Luis, entre los 900 v

2000 m sobre el nivel del mar (Fig. 6).

Debido a lo restringido de su distribucion y a que estos animales
son comercializados como mascotas, se hallan entre las especies que
la UICN (Unién Internacional para la conservacion de la Naturaleza) y
la FVSA (Fundacién Vida Silvestre Argentina) coinciden en llamar
“rara” (especies sujetas a riesgo) y comercialmente amenazada,
respectivamente. La explotacion de estos animales de su medio
ambiente, llevada a cabo en forma indiscriminada, podria afectar, por
ejemplo, la abundancia y distribucion de las poblaciones de M.s.

stelzneri en los ambientes serranos.
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Fig. 6 Mapa de distribucion del Género Melanophryniscus segin Cei (1980)
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Objetivos %
OBJETIVOS I

En la actualidad el estudio de la anatomia de los sistemas

blandos de los Anuros ha tomado importancia en el mundo de la
batracologia y sus resultados son aplicados a estudios filogenéticos.

Dado a que hasta el momento en la bibliografia no hay ningun
estudio histologico comparado del sistema respiratorio en dos
especies de bufonidos de nuestra fauna, el propésito de la presente
tesis doctoral es conocer aspectos de la morfologia respiratoria de
Bufo arenarum (Hensel 1867) y Melanophryniscus stelzneri stelzneri
(Weyenberg 1875) (Bufonidae, Anura).

Para ello, se establecieron los siguientes objetivos dividiendo el

trabajo de tesis en tres capitulos:

1) Caracterizar anatomica e histologicamente (a nivel dptico y

electronico de barrido) las vias extrapulmonares (Capitulo I)
2) Estudiar la morfologia pulmonar (Capitulo II)

3) Caracterizar morfologicamente los cuerpos neuroepiteliales

presentes en Melanophryniscus stelzneri stelzneri (Capitulo III)
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I MATERIALES Y METODOS I

1. Animales utilizados

Para el presente estudio se utilizaron ejemplares adultos de
Bufo arenarum y Melanophryniscus stelzneri stelzneri sexualmente
maduros.

Los ejemplares de B. arenarum fueron capturados en las
localidades de Escobar y Gral. Pacheco, Provincia de Buenos Aires,
mientras que los ejemplares de M.s. stelzneri fueron obtenidos en las
localidades de Tanti, Provincia de Cordoba, y Valle de Pancata y
Trapiche, provincia de San Luis.

En ambos casos, las especies en estudio fueron mantenidas en
cautiverio en el laboratorio durante un breve periodo bajo condiciones
adecuadas. Se los alimentdé con organismos vivos: Dipteros
(Drosophila sp., Musca domestica), larvas de Coleopteros,
Oligoquetos (Lumbricus sp., Pheretima sp.). En el caso de carecer de
lo mencionados, se les suministro dia por medio a cada individuo, un
trozo pequeino de higado de vaca fresco. Se ataba en un extremo de
un hilo el alimento y se lo movia lentamente, a fin de imitar el
movimiento de un insecto o lombriz. El movimiento atraia a los sapos
hacia el hilo, de donde tomaban directamente el alimento. Esto evitd
tener que alimentarlos de manera forzada por medio de una sonda

que se introduce directamente en el esofago.

2. Estudio anatémico de la cavidad laringotraqueal

Se utilizaron ejemplares adultos de ambos sexos para cada especie
en estudio. Se los anestesio con MS222 al 1% vy se los fijo por
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inyeccion con formol al 10% via glotis y posterior inmersion en el
mismo fijador.

Una vez fijado el sistema respiratorio completo (vias aéreas y
pulmones), se procedié a la separacion del mismo del resto de los
organos alojados en la cavidad.

Se procedid a la tincion de los cartilagos “in toto” que
conforman la laringotraquea con azul de toluidina siguiendo la técnica
de Lundwall (Romeis, 1928).

Con el fin de destacar todos los elementos esqueléticos de la
laringotraquea se utilizd una tincion diferencial de cartilago y hueso
de acuerdo con la técnica de Wassersug (1976) la cual fue sujeta a
ligeras modificaciones, (ver apéndice). Para ello se utilizo azul alcian
para colorear el tejido cartilaginoso y rojo de alizarina para la
coloracion del tejido oOseo previa maceracion de los tejidos con
hidroxido de potasio, finalmente se procedid a la diafanizacion y
conservacion de las piezas en glicerina para su posterior analisis.

Las observaciones del esqueleto laringotraqueal fueron
realizadas con una microscopio estereoscopico Wild. Las fotografias
fueron obtenidas con una camara digital SV Micro-Sound Vision

adosada a un microscopio estereoscopico Zeiss (Stemi 2000C).

3. Estudio microanatémico

3.1. Con microscopia Optica

3.1.1 Técnicas topograficas

Se utilizaron ejemplares adultos de ambas especies para esta
parte del estudio. La anestesia utilizada fue MS222 al 1%.

De acuerdo a la técnica a emplear posteriormente se utilizaron
diferentes soluciones fijadoras: formol neutro al 10%, liquido de
Bouin, liquido de Zenker los cuales fueron inyectados por la glotis. Se
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procedid a la diseccion del tracto respiratorio completo y a su
posterior inmersion en el mismo fijador utilizado (ver Fig. 2.1).

Seguin la metodologia a seguir posteriormente se separ6 la
laringotraquea de los pulmones y se los conservé hasta el momento
de ser utilizados en la misma solucion fijadora (formol al 10%), o
bien en alcohol 709 (Martoja y Martoja Pierson, 1970; Pearse, 1985).

Las piezas fueron deshidratadas en una gradacion creciente de
alcohol etilico (709-800-900-969). A fin de poder incluir el material en
parafina o paraplast (punto de fusion 56-58°C), el material bioldgico
fue sumergido en un liquido intermediario (alcohol butilico) que es
miscible con el alcohol y con el medio de inclusion. Las muestras se
las pasoé a una solucion 50:50 de butilico-parafina o paraplast liquida,
en estufa. Finalmente se procedio a la impregnacion del tejido con
parafina o paraplast puro en caliente. Antes de la solidificacidon se
procedié a la orientacion de la pieza con el fin de obtener cortes
transversales y longitudinales.

El tiempo de permanencia de las piezas en cada solucién
dependio tanto del tamafio como de la naturaleza del material.

Se realizaron cortes seriados con microtomo de deslizamiento
de 20 um, 10 um y 7 um de grosor de la cavidad laringotraqueal y de
7 um de espesor para los pulmones.

Las secciones obtenidas segin la metodologia a aplicar
posteriormente, fueron montadas en portaobjetos con albumina de
Mayer.

En el caso de los pulmones de Melanophryniscus stelzneri
stelzneri una vez deshibratadas las piezas hasta alcohol etilico 1009,
se procedid a incluir las piezas en metacrilato. Se realizaron cortes de

3 um de espesor.
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Los cortes fueron coloreados con las siguientes técnicas:

Hematoxilina & Eosina

v

Tricromico de Masson modificado segun De Carlo (ver
apeéndice)

Coloracion de Mallory-Heidenhain (AZAN) (Preece, 1959)
Hematoxilina fosfotingstica de Mallory (PTAH) (Preece, 1959)
Tricromico de Cajal-Gallego para fibras coldgenas (Gabe, 1968)

vV V V V

Método de la orceina de Rubens Duval para fibras elasticas

(Langeron, 1949)

» Técnica de Frankel para la deteccion de fibras elasticas (Burck,
1969).

» Técnica de azul de toluidina combinada con acido periodico-

Reactivo de Schiff (Perry, 1981) (realizada en cortes con

metacrilato)

Las fotomicrografias topograficas de la cavidad laringotraqueal
fueron efectuadas segun la técnica propuesta por Carmanchahi et al.,
(1998).

Las observaciones y fotografias fueron realizadas con un
microscopio Wild y un microscopio Zeiss-Axioplan con una camara
Wild MP5 51 y con un microscopio Zeiss Axiostar el cual tenia
adosada una camara digital SV Micro-Sound Vision, respectivamente.
Se utilizé pelicula fotografica Iliford Pan 50 asas blanco y negro y
Kodak color de 100 y 400 asa.

3.1.2 Estudios histoguimicos

Como consecuencia de los estudios microanatomicos surge la
necesidad de identificar la secrecion de los epitelios secretores y
estructuras tisulares presentes en el material de estudio.
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El estudio histoquimico se aplico a la determinacion de

mucosustancias, lipidos y proteinas.

a) Mucosustancias

Mucosustancias es un término muy general que incluye
macromoléculas compuestas principalmente por carbohidratos. La
clasificacion de los mismos ha sufrido cambios considerables en las
Ultimas tres décadas por haberse logrado una mayor comprensién de
la forma en que son sintetizados por la célula, y por conocer los
distintos compuestos que son capaces de formar a partir de su union
con otras moléculas.

Las mucosustancias pueden ser clasificadas en 1) glicanos y 2)
glicoconjugados (GC).

1) Los glicanos incluyen: a) polisacaridos (grandes agregados de
monosacaridos) y b) glicosaminoglicanos (por ejemplo: acido
sidlico, queratan sulfato, acido hialurénico, dermatan sulfato, etc.).

2) Los glicoconjugados incluyen: a) proteoglicanos (largas
cadenas de polisacaridos, unidas covalentemente a un pequeno
centro proteico), b) glicoproteinas (proteinas unidas
covalentemente a cadenas de oligosacaridos) y c¢) glicolipidos
(lipidos unidos a cadenas de hidratos de carbono).

A estas moléculas anteriormente mencionadas, cuya
caracterizacion  estructural frecuentemente ofrece una alta
complejidad, se le introducen modificaciones tales como sulfatacion y
adicion de grupos carboxilos que contribuyen ain mas a aumentar su
grado de organizacién (Danguy et al.,1994).

Los métodos histoquimicos para la determinacion de GC
dependen inicialmente de su contenido de azucares con hidroxilos

vecinos y de su contenido acido. Asi, los GC que contienen
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exclusivamente hexosas con hidroxilos vecinos se visualizan
selectivamente por el método del acido periodico-Reactivo de Schiff
(APS). Adicionalmente, los ésteres sulfatados fuertemente acidos y
los grupos carboxilos de los acidos sialicos y urdnicos en los GC,
menos acidos, se unen a una gran variedad de colorantes cationicos
que no reaccionan con los aminoacidos dicarboxilicos de las proteinas
o los acidos nucleicos. Estos agentes basicos incluyen cominmente al
azul alcian (AB), azur A, fucsina aldehida y las diaminas férricas
(Spicer y Schulte, 1992).

El método de acido periodico-reactivo de Schiff es una de
las técnicas mas utilizadas en la histoquimica de los carbohidratos.
Este método oxidativo depende del clivaje de los grupos glicoles por
la accion del acido periodico (HIO4). El acido periodico oxida los
grupos 1,2 glicoles convirtiéndose en aldehidos, los cuales reaccionan
con el reactivo de Schiff, dando como resultado un dialdehido
inestable e incoloro que luego se transforma en un compuesto
coloreado (magenta) por la restauracion de los grupos cromdgenos.
Este método da positivo con estructuras que contienen hexosas
neutras. El término hexosas neutras es utilizado para residuos de
monosacaridos que no poseen ésteres sulfatados, acidos carboxilicos
o grupos funcionales que contengan nitrogeno (Danguy et al., 1994).
Los proteoglicanos (que contienen glicosaminoglicanos) no son
visualizados por el meétodo del APS utilizado usualmente (Spicer y
Schulte, 1992). Por lo tanto la positividad del APS se debe a la
presencia de glicoproteinas (neutras o con residuos de acido sialico) y
polisacaridos (Pearse, 1985). Ademas, esta técnica permite detectar,
fibras reticulares y glicoproteinas de la membrana basal y algunos
glicolipidos (cerebrosidos y gangliésidos) (Sheenan y Hrapchak,
1980).
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Por otra parte se puede utilizar la técnica de APS, para la
identificacion de acido sidlico en los glicosaminoglicanos,
requiriéndose para ello la utilizacion de condiciones que oxiden
completamente los residuos de acido sialico sin alcanzar a oxidar los
dioles de las hexosas vecinas. A éste método se lo conoce como
oxidacion selectiva del acido sialico de glicanos sialatados
(Voltz et al., 1987). La capacidad identificatoria de esta reaccion, se
basa en que la oxidacion del triol exociclico de los residuos de acido
sialico es mucho mas rapida que el de los dioles vecinos ubicados en
los azticares neutros. De tal manera, el em.pleo de acido periddico de
baja molaridad y las bajas temperaturas de la reaccion pueden llevar
a la oxidacion completa de los residuos de acido sialico solamente,
poniéndolos en evidencia con el reactivo de Schiff (Voltz et al.,
1987). Sin embargo, el acido sidlico suele presentar los carbonos 7,8
y 9 acetilados lo que negativiza la reaccion de APS. La saponificacion
con hidroxido de potasio (KOH) desacetila lo que permite luego
evidenciar mediante APS modificado (APS*) por Volts (1987) la
presencia de dicho acido. Por lo tanto la secuencia: KOH (hidroxido
de potasio 0,5% p/v en etanol 70%; 15 minutos); AP* (acido
periodico 0,4mM CIH 1M a 49C; 60 minutos) y el KOH-AP*-Schiff,
permite distinguir acido sidlico, unido o no a glicanos.

La corroboracion de la unién del acido sidlico a azicares
neutros, estd dada por la secuencia de reaccion: KOH-AP*-Bh-APS
segun la cual se efectia la saponificacion con hidroxido de potasio
(KOH); AP*; reduccion con borohidruro de sodio (BH) de grupos
aldehidos generados por la oxidacion AP* y formados en el acido
sialico (Pearse, 1985), Estos grupos aldehidos se convierten en no
reactivos al Schiff. La positividad al APS estara dada solamente por

los azucares neutros.
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Existen ademas otros procedimientos quimicos que pueden ser
aplicados para el estudio de los hidratos de carbono. Estos
procedimientos se basan en bloquear los grupos reactivos e impedir
su visualizacion histoquimica. El tratamiento del tejido con anhidrido
acético disuelto en piridina anhidra convierte los grupos hidroxilos
reactivos en grupo ésteres acetilos, también puede ocurrir la
acetilacion de los grupos aminos utilizando este método. Al aplicar
la técnica de APS, los carbohidratos APS reactivos no estaran
disponibles para que la reaccidn ocurra. Por otra parte, la hidrolisis de
los ésteres acetilos puede realizarse mediante la saponificacion con
amoniaco-alcohol 50°C, lo cual revierte de este modo la reaccion de
acetilacion (Martoja, 1970).

La técnica que utilizan colorantes cationicos permiten visualizar
la presencia de glicoconjugados acidos y glicosaminoglicanos en un
tejido. Los dos colorantes mas utilizados son el azur A y el azul alcian
(AB). Los glicoconjugados anidnicos pueden presentar ésteres sulfato,
con o sin la presencia de carboxilos, y ésteres carboxilos que no
poseen residuos polisulfatos (Danguy et al., 1994). La identificacion
de ambos componentes se lieva a cabo sobre la base de una mayor
acidez de los grupos sulfatos respecto a los grupos carboxilados.

El azul alcian (AB) (una ftalocianina soluble en agua que debe
su color azul a un nucleo de cobre) es un colorante catiénico que tifie
con diferentes intensidades, segun el niumero de cargas (-) expuestas
por el tejido. El nimero de cargas es funcion del pH al que se
encuentra dicho tejido. Por lo tanto utilizando pH controlados,
permite clasificar a las sustancias de acuerdo a su acidez (Spicer y
Schuite, 1992).

El AB utilizado a pH 2,5-3 identifica tanto ésteres sulfatos como
ésteres carboxilos, ya que a ese pH, tanto los grupos sulfatos como

carboxilos disocian su proton. A pH 1-0,5, la tincidn es selectiva para

30



Materiales y Métodos %)

macromoléculas con grupos sulfatos, ya que solo estos ultimos
quedan ionizados. La excesiva acidez no permite que l0s grupos
carboxilos liberen su proton, lo que produce una disminucion de la
afinidad del colorante por estos grupos (Spicer y Shultz, 1992). Los
grupos carboxilos pueden ser bloqueados mediante una reaccion
suave de acido clorhidrico y metanol a 37° C (metilacion suave),
por lo tanto la posterior tincion con AB a pH 2,5 mostrara solo los
grupos sulfatados, ya que los grupos carboxilos han sido bloqueados
por la metilacion previa (Cook, 1990). Este método bloquea, ademas,
los GC sulfatados de los tejidos conectivos. Por lo tanto, permite
diferenciar solamente entre mucinas carboxiladas y sulfatadas de
origen epitelial (Cook, 1990). La metilacion fuerte a 60° C, blogquea
la basofilia tanto de los GC carboxilados como sulfatados. La posterior
saponificacion restaura la basofilia de los GC carboxilados. La
reaccion diferencial se basa en que la metilacion hidroliza los grupos
sulfatados, pero no los carboxilados que forman los grupos metil-
ésteres. Estos grupos se hidrolizan con la saponificacion de lo cual
permite la restauracion de la basofilia (Cook, 1990).

La utilizacion de AB y amarillo alcian (AY) permite diferenciar
glicoconjugados acidos carboxilados y sulfatados en un mismo
preparado mediante la utilizacion de colores contrastantes. Este
método involucra inicialmente la tincion con AB a pH 0,5, segquida
posteriormente por AY a pH 2,5. De esta manera se obtiene: GC
carboxilados, amarillos; GC sulfatados, azul; mezcla de ambos, verde
(Cook, 1990).

La orceina y el AB también han sido utilizados para la
determinacion de glicoconjugados sulfatados en wuna misma
preparacion. La fucsina aldehida presenta gran afinidad por las
entidades que presentan grupos sulfatos, tifiéndolos de color purpura.
La posterior tincion con AB tifie los GC carboxilados de azul (Singh y
Gorton, 1989).
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La técnica de APS junto con el AB pH 2,5, conocida como
técnica de Mowry permite diferenciar la presencia de
glicoconjugados acidos y neutros en un mismo preparado (Cook,
1990). La técnica consiste en una primera tincion con AB pH 2,5
seguida por la tincion con APS. El AB colorea los glicoconjugados
acidos, incluso los glicoconjugados acidos que puedan reaccionar con
el APS. Por lo tanto, la posterior tincion con APS sélo revelara los
glicoconjugados neutros (Cook, 1990). Por lo tanto los GC acidos y
glicosaminoglicanos se tifien de color azul, 1os GC neutros de color
magenta y una mezcla de ambas sustancias se observara en
diferentes gradaciones de violeta.

Con la técnica de Hale es posible demostrar la presencia de
glicoconjugados acidos. Esta técnica se basa en que trabajando con
un pH bajo, el hierro coloidal es adsorbido por las mucinas del tejido.
Esta adsorcion es posteriormente visualizada cuando el hierro
reacciona con el ferrocianuro potasico dando como resultado un tinte
azul de prusia (Cook, 1990).

b) Lipidos

Los lipidos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con
la caracteristica de su solubilidad en solventes organicos (Sheenan y
Hrapchak, 1980).

Actualmente los lipidos pueden ser clasificados en:
a) Triglicéridos (aceites y grasas).
b) Glicerofosfatos (acidos fosfatidicos, fosfatidil ésteres, inositol).
c) Esfingolipidos (esfingomielinas, cerebrdsidos y ganglidsidos).
d) Ceras (ceras verdaderas, ésteres de vitamina A y D3) (Scheenan y
Hrapchak, 1980).
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" Para la correcta determinacion de los lipidos lo importante es no
exponer los tejidos a solventes tales como xilol, alcoholes,
cloroformo. Como estas sustancias se utilizan en forma corriente
durante el procesamiento histologico, la mayoria de los lipidos no son
preservados durante este procedimiento. Por lo tanto, para tal fin se
efectuaron secciones con criostato de pulmén y cavidad
laringotraqueal de material fijado en formol al 10%. Las piezas fueron
colocadas a 4°C en buffer fosfato salino a pH 7,4 con el agregado de
sacarosa al 20% como crioprotector. Se obtuvieron cortes entre 10
um los que fueron adheridos a portaobjetos a los que se les realizd
tinciones como el Sudan o suifato azul de Nilo (Método de Cain)
(Pearse, 1985).

c) Proteinas

Para la deteccion de proteinas se utilizan métodos para
determinar las secreciones de naturaleza proteica en su conjunto. Por
lo tanto conviene utilizar métodos que demuestren 10s grupos aminos
distribuidos en todas las proteinas. Para ello, se utilizd la técnica de
Ninhidrina-Schiff que es una reaccién basada en la desaminacion
oxidativa con liberacion de aldehidos y la posterior reacciéon con el
reactivo de Schiff (Martoja y Martoja Pierson, 1970).

Otra técnica utilizada es la tincion con mercurio-azul de
bromofenol. Este colorante presenta dicromatismo, a elevadas
concentraciones de colorante la transmitancia vira desde el azul al
rojo (Pearse, 1985). Asi, las proteinas tisulares se tifien de color azul
claro o grisaceo. Las regiones tisulares que presentan una elevada
concentracion de proteinas presentan una coloraciéon roja (Pearse,
1985).

Resumiendo, para el estudio histoquimico de la laringotraquea

y del pulmon se realizaron las siguientes técnicas:
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1) APS (acido periddico-reactivo de Schiff)

2) Acetilacion reversible (acetilacion/amoniaco/APS)
3)ABpHO,5; 1; 2,5y 3,5

4) Técnica combinada de APS-AB

5) Técnica combinada de AB-AY

6) Oxidacion selectiva con acido periodico-Shiff (AP*-S)

7) Saponificacion KOH/AP*-S

8) Oxidacidn selectiva con reduccion con borohidruro seguida de
saponificacion (AP*/Bh/KOH/S)

9) Saponificacion con oxidacion selectiva seguida de reduccion con
borohidruro (KOH/AP*/Bh/S)

10) Orceina de Shikata - AB pH 2,5

11) Técnica de Hale

12) Metilacion suave (37°C)/AB

13) Metilacidn fuerte (60°C)/AB

14) Técnica de Sudan Black y Sudan III

15) Técnica de Azul de Nilo

16) Técnica de Ninhidrina-Schiff

17) Técnica de Mercurio-Azul de bromofenol

En todos los casos se hicieron controles positivos.

3.1.3 Técnicas inmunohistoquimicas

Para las técnicas inmunohistoquimicas se utiliza el mismo

material que el procesado para técnicas histoldgicas convencionales,

es decir fijado en liquido de Bouin y material incluido en paraplast. La

técnica utilizada se resume en el apéndice. El anticuerpo policlonal

utilizado es Anti-PGP 9,5 (Uitraclone Limited) desarrollado en conejo

y con una dilucién 1:100. Este anticuerpo se une a una proteina

34



Materiales y Métodos %)

neuroespecifica aislada del cerebro humano, y que se halla
principalmente en el citoplasma de las neuronas y células
neuroendocrinas.

Los controles realizados son: la omision del primer anticuerpo y
la omisién del segundo anticuerpo. En ambos casos fueron
reemplazados por PBS.

3.1.4 Mediciones

Las mediciones del diametro de las vesiculas que figuran en el
capitulo III se realizaron sobre micrografias donde las células

aparecian con su nucleo completo.

3.2 Estudio de microscopia electrénica
3.2.1 Microscopia electrdnica de barrido (M.E.B)

El sistema respiratorio completo, de ambas especies en estudio,
fue fijado con liquido de Bouin por inyeccion del mismo a través de la
glotis. Por mayor disponibilidad de ejemplares vivos de B. arenarum,
se utilizé un segundo tipo de fijador, glutaraldehido al 3% en tampoén
fosfato 0,1 M, pH 7 4.

Para el procesamiento de la laringotraquea, al cabo de una hora
se separd la misma del animal y se la dividio obteniéndose dos hemi-
laringotraqueas las cuales fueron sumergidas en el mismo fijador por
3 horas mas.

En el caso de los pulmones, después de una hora, los sapos
fueron abiertos ventralmente exponiéndose los pulmones. Estos
fueron inmersos en el mismo fijador por un lapso de 12 horas.
Transcurrido ese tiempo los pulmones fueron  abiertos
longitudinalmente.
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Tanto las hemi-laringotraqueas como los pulmones fueron
deshidratados en gradacion creciente de alcohol etilico hasta alcohol
100°. Para continuar con este proceso, se utilizaron mezclas de
alcohol 100°: acetona en diferentes proporciones hasta llegar a
acetona pura. Las muestras una vez procesadas por el método de
punto critico de desecacion fueron montadas y metalizadas con un
bario de oro paladio para su posterior observacion.

Las muestras se analizaron bajo un microscopio electronico de
barrido JEOL JSM-25 II (CITEFA) a 25 kV utilizando pelicula
fotografica en blanco y negro Agfa Pan APX 100 (Professional).

3.2.2 Microscopia electrdnica de transmisiéon (M.E.T.)

Pequeiias muestras de pulmdén de ambas especies de 2 mm de
espesor fueron fijadas durante toda la noche a 49 C con
glutaraldehido al 2,5% en tampon cacodilato 0,1 M, pH 7,4. Luego de
la fijacion se lavo con el mismo tampon y se postfijo en tetroxido de
osmio al 1% durante una hora a temperatura ambiente. Las muestras
fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de alcoholes
hasta etanol 100°-6xido de propileno (1:1) y finalmente 6xido de
propileno puro. Seguidamente las muestras fueron embebidas en
resina Araldita. Las secciones de 1 ym de espesor fueron seccionados
con un ultramicrétomo Reichert y tefidas con azul de toluidina para
ser examinadas con microscopio dptico a fin de seleccionar la zona a
estudiar con M.E. Los cortes ultrafinos fueron tenidos con acetato de
uranilo y citrato de plomo (Reynolds, 1963) y examinados bajo un
microscopio Zeiss EM 109 T a 80 kV (LANAIS-MIE, Facultad de
Medicina, UBA). Las micrografias se realizaron utilizando pelicula
fotografica en blanco y negro Kodak 5302.
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l ' INTRODUCCION I

El sonido producido por los animales es un método primario de

advertencia, senala la presencia de un individuo a otro de la misma
especie. La vocalizacibn es mas comun en especies con baja
densidad de dispersion, saltadoras o voladoras y que al no dejar
ninguna huella continua tienen que ser rastreados por medio de
quimiosensores.

Entre los vertebrados, la vocalizacion estd altamente
desarrollada en los anuros, pajaros, murciélagos, cetaceos vy
primates.

En los anuros el propdsito primario de la vocalizacion es el de
anuncio, formalmente conocido como el canto de apareamiento.

Muchos estudios han demostrado que la comunicacion acustica
en estos animales ha alcanzado un alto nivel de desarrollo y
diferenciacion. Se lleva a cabo por una ingeniosa interdependencia
del sistema auditivo y del sistema de vocalizacion, lo cual indica una
coevolucion de ambos sistemas (Schneider, 1988).

Como el mecanismo respiratorio es una parte integral del
sistema de producciéon de sonido, hay una obligada interdependencia
mecanica y fisioldogica entre la respiracion y el sistema de
vocalizacion.

Considerando que la mayoria de los trabajos morfoldgicos
sobre el esqueleto laringeo existentes hasta el momento, se han
centralizado en los aspectos mioldgicos y osteoldgicos, actualmente
existe un renovado interés por investigar mas exhaustivamente la
organizacidon histoldgica de las estructuras involucradas en éste
organo de emision del sonido. Es en este contexto en que se plantea,
en esta parte de la tesis, un analisis macro y microscopico
comparado de la cavidad laringotraqueal en dos especies de

bufénidos: B. arenarum y M. s. stelzneri.
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1. Terminologia

La nomenclatura utilizada para la orientacion de Ila
laringotraquea, la denominacion de la musculatura asociada a esta
estructura asi como los cartilagos involucrados en el esqueleto de las

especies incluidas estudiadas es el siguiente:

» Orientacion de la laringotraquea

La ubicacién anatémica de la laringotraquea es tan variada en
especies del mismo género que los términos “dorsal”, “ventral”,
“anterior” y “posterior” no siempre son faciles de aplicar. Sin
embargo con el fin de poder determinar una orientacion de las
diferentes estructuras involucradas, estos términos son utilizados en
esta parte de la tesis, dejando de lado por su ambigtedad los
términos “faringeal” y “cardiaco” utilizados por Wilder (1896) (Fig.
1.2).

» Musculatura laringotraqueal

La laringotraquea de los Anuros estd dotada de una
musculatura particular que presenta una- variabilidad de organizacion
en las distintas familias. Todos estos musculos se subdividen en dos
categorias: los dilatadores laringeos en sentido amplio y los
constrictores laringeos. Con respecto a ello, en la bibliografia existen
diferentes nombres para sefalar a un mismo musculo. En la tabla 1
se presenta un resumen de la nomenclatura utilizada por diferentes

autores.
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Schneider | Martin & | Duellman
Henle Wilder Géoppert Gaupp | Trewavas
(1970, Gans & Trueb
(1839) (1896) (1898) (1904) (1933)
77) (1972) (1986)
m. dilatador | m. dilatador m. m. m. m. m. m.
aditus aditus dilatador | dilatador | dilatador | dilatador | dilatador | dilatador
laryngis laryngis laryngis laryngis laryngis laryngis laryngis laryngis
m. m m. m.
constrictor constr'i ctor m. m. constrictor m. constrictor m.
aditus larynais hyolaryn- | hyolaryn- | laryngis | hyolaryn- laryngis hyolaryn-
laryngis ryng geus geus externus geus externus geus
m. m. m.
m . m. m. . . m.
! sphincter , . constrictor m. constrictor .
compresor /gryngis sphincter | sphincter laryngis | sphincter | laryngis sphincter
laryngis . anterior anterior f . f anterior
ventralis anterior anterior anterior
m. m.
m. : . m. m. ; m. m.
compresor sgc;%gir sphincter | sphincter c/c;r;;r,;;t;r sphincter sphincter
laryngis dorsalis posterior | posterior posterior posterior posterior
Tabla 1. Musculatura laringotraqueal
Adoptaremos en este trabajo la nomenclatura utilizada por
Trewavas.

» Esqueleto laringotraqueal

De igual manera, distintos autores han nombrado de forma

diferente a los cartilagos que conforman el esqueleto laringeo (Tabla

2).
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. " ) Martin & | Duellman
Wilder | Goppert Gaupp Trewavas | Schneider
(1896) (1898) (1904) (1933) (1970,72) Gans & Trueb
! (1972) | (1986)
Aritenoldes Aritenoides Aritenoides Aritenoides | Aritenoides
Prominencia
apical anterior
Prominencia
apical posterior
Cartilago apical Cart.llago
apical
Cartilago
basal
Cricotraquealis Cncc(>'t)raar2ueal
Annulus (Pars cricoidea Cricoides I Cricoides Cricoides
Pars traquealis) Cricoidea Pars
traquealis)
Espina Proceso Proceso
esofagica esofadgico esofagico
Proceso Proceso
articular articular
posterior
Proceso ::t?gl?lsaor Proceso
cardiaco anterior cardiaco
Proceso
. Proceso Proceso
fanng'eo muscularis muscular
anterior
Proceso Proceso Proceso Proceso Proceso Proceso
bronquial | traquealis traquealis bronquial bronquial bronquial
Proceso
pulmonar
________________ Proceso
lateral

Tabla 2. Esqueleto laringotraqueal

2. Laringotraquea en los anuros

En muchos tetrapodos el aparato laringotraqueal, o caja de
resonancia, es la estructura que produce el sonido y en general

puede ser visualizada como una capsula cartilaginosa en cuyo

interior se alojan las cuerdas vocales.

El aparato laringotraqueal separa la cavidad bucal

de

los

pulmones a nivel del eséfago. Dicho aparato esta comunicado con la

cavidad bucal por medio de una hendidura vertical, la glotis, la cual
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permite el pasaje del aire entre la cavidad bucal y los pulmones
(Fig.1.1).

Mandibula superior

Coana

Entrada del
es6fago

Trompa de
Eustaquio

Masculos
mandibulares
(corte)

Glotis
Apertura del

é?zf saco vocal
Piso de la boca

4’ /)
"79/ Lengua

Amandibuh inferior

Fig. 1.1 Esquema general de la cavidad bucal de un anuro macho, indicando sus
principales estructuras.(Segun Duellman y Trueb, 1986)

El aire deja los pulmones, atraviesa las cuerdas vocales y los
cartilagos asociados, provocando la vibracion de estas estructuras. La
vibraciéon induce la pulsacion de la columna de aire y se traduce
como sonido. La calidad del sonido dependera de varios factores: la
masa de la estructura vibratil, su tensién; y la naturaleza de la
camara de resonancia, a través de la cual el sonido pasa antes de
dejar el cuerpo.

Aunque hay una considerable diversidad de estructuras de la
laringotraquea en anuros (ver Trewavas, 1933; Martin 1972;
Schneider, 1970) en muchos de ellos ésta estd compuesta por dos
cartilagos aritenoideo que forman en conjunto una estructura
hemisférica en cuyo lumen se alojan las cuerdas vocales y estan
balanceados dentro de una estructura anular cartilaginosa: el

cricoides. Este conjunto de cartilagos junto con la musculatura
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asociada, compone el aparato laringotraqueal el cual estd suspendido
entre los procesos posteromedial del hioides (Fig. 1.2).

Posterior

-~ Proceso esofagico

Misculo constrictor
Taringeo posterior

Cricoides

Misculo constrictor laringeo anterior
Aritenoides

™
—-—— Musculo dilatador laringeo

Tarlngeo externo ok
Proceso bronquial-T
pProceso posteromedial

Hial Hioides

Proceso posterolateral-X

Proceso alar

ventral

|

Fig. 1.2 Esquema del esqueleto hiolaringeo de un anuro
(Segun Duellman y Trueb, 1986)

El movimiento del cartilago aritenoideo estd afectado por tres
pares de musculos asociados con la superficie superior de los
cartilagos. El miusculo dilatador laringeo, se inserta en |la
superficie dorsal del proceso posteromedial del hioides y en una
delgada area del apice del cartilago aritenoideo, adyacente a la glotis
(Fig. 1.2). La contraccion de éste musculo hace pivotear al cartilago
aritenoideo sobre el anillo cricoideo de tal forma que el margen
anteroventral de la valva es desviada lateralmente y el margen
posterodorsal se mueve medialmente estirandose y aumentando la
tensién de las cuerdas vocales.

El otro par de musculos son los constrictores. Con respecto a
ellos, el masculo constrictor laringeo externo que se situa en el
margen anteroventral de los aritenoides, estd unido al proceso
posteromedial y se encuentra con su homoélogo en un delgado rafe
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ubicado por delante al aritenoides (Fig. 1.2). E/ musculo
constrictor laringeo posterior que se ubica adyacente con el
margen posteroventral de los aritenoides, esta unido cada uno por un
diminuto tendén al pulvinar vocal. El masculo constrictor laringeo
anterior termina en la region anterior, en parte, en el rafe del
constrictor externo y en parte en la membrana hioaritenoidea (Fig.
1.2) (Trewavas, 1933).

Cuando estos constrictores se contraen, ellos se deslizan
anteriormente sobre los cartilagos aritenoideos, empujando las dos
estructuras de manera conjunta (Gans, 1973).

Aunque el cartilago cricoideo, junto con sus procesos, tiene una
morfologia variable entre los anuros (Trewavas, 1933), ciertas
estructuras son criticas para su funcion que es la de servir de soporte
al sistema laringotraqueal. El cricoides forma una base firme contra
la cual los cartilagos aritenoideos pueden girar. En muchos anuros
con un anillo completo y cuerdas vocales, la porcién posterior de
cada cuerda esta unida al margen interno del cartilago cricoideo, asi
como al margen posterior de cada cartilago aritenoideo.

El proceso esofagico y los procesos bronquiales del cartilago
cricoideo soportan la region proximal de los pulmones. El primero
esta localizado en la linea media sobre el margen posterior del anillo
cricoideo. Cada proceso bronquial se eleva sobre cada lado del
cricoides, se curva pdsteroventralmente por debajo de la terminacion
anterior del pulmén derecho e izquierdo respectivamente. El cartilago
cricoideo presenta otros procesos: los procesos articulares que se
elevan lateralmente desde el anillo cartilaginoso y proveen un punto
de articulacion en la zona de unidon entre el cartilago cricoideo y los
procesos posteromediales del aparato hioideo (Duellman y Trueb,
1986).

Si se observa una seccion interna del complejo laringotraqueal

se puede apreciar la relacion de la camara posterior con la camara
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anterior, esta ultima compuesta por los cartilagos aritenoideos y sus
estructuras asociadas. Las dos camaras estan separadas por dos
membranas, cada una de las cuales esta formada por una extension
medial del revestimiento de uno de los cartilagos aritenoideos. Una
cuerda vocal esta asociada con cada cartilago aritenoideo; la
terminacion anteroventral estéa unida a la porcion final interna del
cartilago aritenoideo, mientras que la porcion final pdsterodorsal
usualmente estd conectada a ambos cartilagos, los aritenoideos y el
cricoideo. Las cuerdas vocales derivan del revestimiento de los
cartilagos aritenoideos y por lo tanto son membranosas en su
origen; sin embargo, su estructura es muy variable en las distintas
especies.

3. Histologia de la_camara laringotraqueal

Desde el punto de vista histoldgico las vias extrapulmonares de
los anfibios han sido tema de muy pocos estudios. Hasta el momento
se realizaron en un urodelo Hynobius nebulosus (Matsumura vy
Setoguti, 1986); en Chthonerpeton indistinctum (De Carlo, 1980) y
en dos anuros: Bufo calamita (Castells et al. 1990) y Rana perezi
(Pastor et al., 1998).

3.1. Microscopia dptica e histoquimica

La cavidad laringotraqueal de Hynobius nebulosus fue dividida
en dos porciones: la region aritenoidea y la cricotraqueal. La primera
region esta tapizada por un epitelio ciliado columnar con células
caliciformes y células mucosas. En la regidn cricotraqueal, el epitelio
esta formado por células mucosas, mientras que las células ciliadas

estan distribuidas esporadicamente. Tanto las células caliciformes
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como las mucosas de ambas regiones poseen abundancia- de
mucopolisacaridos acidos sulfatados (Matsumura y Setoguti, 1986).

En Chthonerpeton indistinctum el esqueleto de la laringe esta
formado por un par de cartilagos laterales, cada uno de los cuales
presenta un esbozo de cartilago aritenoideo y cricoideo. La mucosa
laringea esta conformada por un epitelio estratificado cilindrico con
dos tipos de células superficiales: ciliadas y glandulares, distribuidas
irregularmente. Por lo general las células ciliadas forman pequenos
grupos diseminados entre las células glandulares. El contenido de las
células glandulares se identifica por tener reaccion APS positiva y
tenirse con azul alcian lo cual permite suponer que estas células
secretan un tipo especial de mucinas constituidas por una
combinacion de glicoconjugados neutros y acidos (De Carlo, 1980).

La cavidad laringotraqueal en Rana perezi y Bufo calamita esta
separada en dos camaras, por membranas y se denominan
vestibulum laryngis (camara anterior) y el cavum laryngotracheale
(camara posterior). La camara anterior comunica con la cavidad oral.
Ambas camaras estan tapizadas por un epitelio pseudoestratificado
con células basales y células mucosas. Estas células forman en la
porcion distal de la laringe glandulas tubulares simples. En la porcion
anterior y posterior de la laringe se observan parches de epitelio
pseudoestratificado con células ciliadas, basales y caliciformes. Las
cuerdas vocales estan cubiertas por un epitelio simple de células
planas o cubicas. La camara posterior conecta con los bronquios los
cuales estan tapizados por un epitelio pseudoestratificado compuesto
de células basales, ciliadas y caliciformes en R. perezi, mientras que
en B. calamita es un epitelio pseudoestratificado constituido por
células secretoras y basales Unicamente.

Histoquimicamente las células secretoras muestran una débil
reaccion al reactivo de Schiff. Las células caliciformes y la region

apical de las células ciliadas contienen sialomucinas.
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3.2. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Ultraestructuralmente las Unicas dos especies estudiadas han
sido Hynobius nebulosus (Matsumura y Setoguti, 1986) y Rana
perezi (Castells et al., 1990).

Una porcion aritenoidea y cricotraqueal se observa en H.
nebulosus con abundantes células ciliadas y no ciliadas. Estas
ultimas son clasificadas como células mucosas, las cuales estan
individualmente localizadas entre las células ciliadas y presentan
sobre su superficie cortas microvellosidades. En la region
cricotraqueal las células ciliadas son mas numerosas en la porcion
lateral y las células mucosas presentan mas microvellosidades.

En Rana perezi, con MEB, la camara anterior, posterior y los
bronquios se distinguen. La superficie de la laringe, en ambas
camaras, presenta solamente células con una morfologia poligonal y
con microvellosidades apicales. A mayor aumento puede observarse
la estructura de las microvellosidades apicales, asi como la presencia
de pequeiias oquedades sobre la membrana apical. En la camara
posterior de la laringe se observan sobre estas células aberturas
“poros” circulares las cuales probablemente son aperturas
glandulares. Las cuerdas presentan una superficie irregular formada
por células con un diametro pequefio. Cerca de ellas se pueden
observar células ciliadas.

Desde un punto de vista estructural, los resultados obtenidos
por Pastor et al. (1998) en Rana perezi parecen indicar que el
epitelio de la laringe de ésta especie estudiada hasta el momento,
presenta una morfologia similar a la observada en la laringe y
traquea de lacértidos y ofidios (Pastor et a/., 1990, 1998).
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I RESULTADOS I

1. Laringotraquea de Bufo arenarum

1.1. Estudio anatémico

El esqueleto laringotraqueal en Bufo arenarum se sitda en la
parte posterior del cartilago hioideo entre los dos procesos postero-
mediales, con una inclinacion ventrodorsal aproximada de 45° con
respecto al eje mayor del cuerpo del hioides, el cual se considerara
como eje de referencia para la orientacion de las estructuras (Fig.
1.3). Este esqueleto esta constituido por los cartilagos aritenoideos y
por el cartilago cricoideo.

Los musculos asociados con el esqueleto laringotraqueal son el
musculo dilatador laringeo, el constrictor laringeo externo y el
musculo constrictor laringeo anterior. No se ha observado el musculo
constrictor laringeo posterior.

Entre los ejemplares estudiados, se observd que no habia
variaciones importantes en la estructura del hioides. Este se
caracteriza por estar formado por una gran placa cartilaginosa, mas
larga que ancha, situada en el piso de la boca, del cual parten
diferentes procesos donde se inserta la musculatura laringea. Los
hiales son acintados, nacen en los extremos antero-laterales del
cuerpo del hioides delimitando el seno hioglosal y se curvan
posterolateralmente. Carece de procesos anteriores. El proceso alar,
el cual es entre todos ellos el mas conspicuo, presenta una mayor
variacion entre los ejemplares analizados, dado por la presencia de
pequefias indentaciones sobre su lobulo posterior. Los procesos
posterolaterales del hioides se expanden distalmente y son cortos.
Los procesos posteromediales, con forma biconvexa, estan osificados
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en su totalidad con excepcion de sus extremos distales que son
cartilaginosos. Estas prolongaciones se extienden desde la region
caudal del cuerpo del hioides y se dirigen en forma oblicua con una
direccion ventro-dorsal. El extremo posterior 6seo del proceso
posteromedial se contacta con el proceso lateral del cartilago
cricoideo, fijando de esta forma al esqueleto laringeo (Fig. 1.4).

Cada cartilago aritenoideo tiene, visto lateralmente, una forma
triangular con una cara externa ligeramente concava en direccion
antero-posterior. El extremo antero-ventral de éste cartilago, se
dobla en un angulo recto hacia adentro enfrentandose con el
simétrico correspondiente al otro cartilago aritenoideo. El borde
antero-dorsal tiene forma roma y se proyecta sobre la faringe. En esa
region, en su cara externa, se puede observar la insercion del
musculo dilatador laringeo que se extiende hasta el proceso
posteromedial. Ambos cartilagos dejan una abertura, Ia glotis, que
permite el pasaje del aire desde la faringe, atravesando Ila
laringotraquea, hasta los pulmones. El extremo podstero-dorsal de los
cartilagos aritenoideos, también se curvan hacia adentro pero a
diferencia de los extremos antero-ventrales, éstos se unen por un
delgado puente cartilaginoso (Fig. 1.5 a, b, c; Fig. 1.6 a, b).

La cara interna de los aritenoides se caracteriza por estar
tapizada por una membrana. En un segundo plano ubicado hacia el
lumen de la laringotraquea, es posible determinar la existencia de
otra membrana (primaria) que si bien esta unida en toda su
extension a los bordes internos del aritenoides (antero-ventral y
postero-dorsal), deja libre uno de sus lados formandose una camara
anterior. Esta membrana presenta en la zona media un
engrosamiento con forma triangular mullido al tacto. El lado libre se
dobla hacia afuera, alejandose de la pared del aritenoides, y adquiere

una forma biconvexa constituyendo lo que se conoce como la cuerda

49



Cap. I: Vias extrapulmonares - Resultados %=

vocal. Ambos bordes de las cuerdas estan engrosados (Fig. 1.7 a, by
c).

En Bufo arenarum no se observo la presencia del cartilago basal
ni apical asociados a los aritenoides.

Los aritenoides se articulan con un cartilago delgado con forma
de anillo completo, el cricoides. Este cartilago presenta en su porcion
postero-dorsal media, un proceso esofagico impar y corta, que puede
tener un mayor o menor grado de indentaciones, segun el individuo.
Del lado opuesto a donde se ubica éste proceso, se sitian dos
pequeios procesos acuminadas a la que llamaremos (X) que se
rebaten hacia el lumen de la cavidad laringotraqueal. Los procesos
laterales del cartilago cricoideo son ligeramente ensanchados y hacen
contacto con los procesos postero-medial del hioides (Fig. 1.6 a, b).

El cricoides, en su porcion antero-ventral, exhibe dos procesos
cortos, denominadas (Y), terminados en punta que hacen saliencia
hacia el lumen de la laringotraquea. Dos procesos pulmonares
alargados se curvan dorsalmente hacia la parte posterior. En su
extremo distal, éstos procesos muestran una ligera expansion que
sostiene la cara anterior lateral del pulmodn izquierdo y derecho
respectivamente (Fig. 1.5 a).

Internamente, es posible observar a la altura del cricoides, una
membrana secundaria, cuyo borde libre, se extiende desde el proceso
(X) hacia el proceso (Y) correspondiente a la misma mitad, mientras
que el borde fijo esta unido al margen inferior del cricoides. El borde
libre presenta una delgada varilla cartilaginosa cerca de la superficie.
De esta forma queda constituido una camara posterior delimitada por
esta membrana y la membrana primaria que formara la cuerda vocal
(Fig. 1.7 a, b, c; 1.8 a, b).

Hay un mayor desarrollo en la musculatura asi como del
tamano de los cartilagos en los machos mas que en las hembras

macroscopicamente.
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Todas las observaciones se efectuaron sobre material al que se
le realizo6 la técnica de Wassersug ya que las observaciones con la
técnica de Lundwall impedia ver con detalle la organizacion del
esqueleto laringeo.
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1.2. Estudio microanatdémico

1.2.1 Microscopia dptica (MO)

1.2.1.1 Estudio topografico

Con el proposito de poder ayudar a interpretar y relacionar el
estudio anatomico de la laringotraquea de Bufo arenarum con las
observaciones histoldgicas realizadas, se propone el esquema de la
Fig. 1.9 a, b y ¢, para indicar la altura de los cortes seriados
analizados en éste capitulo.

La descripcion de los mismos se realizara sobre secciones
orientadas paralelas a las cuerdas vocales, comenzando desde la
region antero-dorsal hacia la zona postero-ventral.

La mucosa faringea se invagina a la altura de la hendidura
glotidica. Estd constituida por un epitelio pseudoestratificado cilindrico
ciliado con abundantes células caliciformes y un tejido conectivo laxo
con numerosas fibras elasticas delgadas. Los cartilagos aritenoideos
del tipo hialino, se ubican a ambos lados de la cavidad
laringotraqueal, asi como los musculos esqueléticos estriados
dilatadores laringeo y constrictor laringeo externos (Fig. 1.10, 1.21 a,
b).

El epitelio que reviste la cavidad laringotraqueal muestra
notables diferencias a lo largo de la misma.

El extremo antero-dorsal de los aritenoides esta revestido por
una mucosa muy plegada (Fig. 1.22 a) cuyo epitelio es
pseudoestratificado cilindrico ciliado con abundantes células
caliciformes (Fig. 1.22 b). Hacia la zona media del lumen, la mucosa
presenta modificaciones. No solo se reduce la cantidad y la
proximidad de los plieques (Fig. 1.22 a) sino que ademas va

disminuyendo la altura del epitelio, las células caliciformes, las células
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ciliadas, pasando de un epitelio pseudoestratificado a biestratificado
cubico (Fig. 1.22 ¢, d, e).

En la region media de los cartilagos aritenoideos (Fig. 1.11,
1.12), el epitelio que reviste los extremos anterior y posterior son del
mismo tipo que el descripto anteriormente: pseudoestratificado
cilindrico ciliado con escasas células caliciformes. Este se continta en
la region central de la cavidad con un epitelio constituido por células
secretoras, células caliciformes, células ciliadas, células basales y
células con morfologia diferente a las anteriores. El tejido conectivo
subyacente es laxo mientras que por debajo de este se encuentra un
tejido conectivo denso muy capilarizado (Fig. 1.23 a, b).

Las células que constituyen el epitelio secretor se caracterizan
por ser del tipo columnar, se extienden por todo el espesor del
epitelio y presentan una delgada prolongacion citoplasmatica ahusada
en la porcion basal. El nlcleo es esférico situandose en la region
media de la célula. En la parte apical del citoplasma tiene un aspecto
esponjoso debido a la secrecion producida por estas células. Las
células caliciformes poseen una region apical ensanchada y una
porcion basal mas delgada, como es caracteristico en este tipo de
glandulas unicelulares aisladas. El nucleo estd desplazado a la base
celular y deformado por el mucus acumulado. Por su parte las células
ciliadas son también del tipo columnar, las cilias aparecen como
cortas prolongaciones filiformes que se proyectan desde la superficie
apical. Inmediatamente por debajo de las cilias se observa una linea
oscura formada por los cuerpos basales ciliares agregados. El nucleo
es esférico, se ubica en el tercio apical y puede apreciarse un nucledlo
en su interior. Las células basales se encuentran apoyadas a la
membrana basal, tienen forma triangular, presentan un escaso
citoplasma y el nicleo es esférico. La morfologia del uUltimo tipo
‘celular mencionado se caracteriza porque son células delgadas, altas,

53



Cap. I: Vias extrapulmonares - Resultados %=

con un citoplasma homogéneo y un nulcleo ubicado en posicion
central.

En la Fig. 1.12 el epitelio que reviste a los aritenoides pierde
casi por completo las células caliciformes, el epitelio queda
constituido por pequenos parches de células ciliadas y células
secretoras del mismo tipo que las descriptas anteriormente. El tejido
conectivo subyacente es laxo y contiene abundantes linfocitos,
muchos de los cuales estan infiltrados en el epitelio. Se observa una
mayor capilarizacion del tejido conectivo laxo subyacente (Fig. 1.24).

A la altura de los aritenoides donde se produce la insercion de
la membrana primaria o cuerda vocal (Fig. 1.13) la mucosa que
reviste a los cartilagos no manifiesta cambio alguno. Sin embargo en
los puntos de insercion de ésta membrana, el epitelio es simple
cubico y el tejido conectivo es mas denso (Fig. 1.25). A todo lo largo
del borde libre de la cuerda el epitelio de revestimiento es simple
plano y el tejido conectivo denso presenta abundantes fibras elasticas
(Fig. 1.26 a, b). En la zona media, el tejido conectivo se incrementa
notablemente constituyendo una masa fibrosa elastica de forma
ovoide. El epitelio que reviste ésta masa fibrosa es del tipo simple
cubico y el conectivo subyacente de caracteriza por tener capilares
sanguineos situados muy proximos al epitelio (Fig 1.27 a, b, ¢).

A la altura de los procesos X e Y del cartilago cricoides (Fig.
1.14) se observa la insercion en ellos de la membrana secundaria.
Esta membrana esta forma por dos mucosas, una que da hacia el
lumen de la camara posterior, tapizandolo, y la otra ubicada hacia el
lumen de la cavidad laringotraqueal. Entre el tejido conectivo de
ambas mucosas se sitia una delgada varilla de tejido cartilaginoso
hialino (Fig. 1.28). El epitelio de revestimiento de esta membrana
esta constituido en su mayor parte por un una lamina secretora,
glandulas intraepiteliales y algunas células a las que denominaremos

“con morfologia diferente”. En la zona préxima a los procesos
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aumenta el nidmero de células caliciformes y ciliadas de manera que
pasa a ser un epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con
abundantes ceélulas caliciformes. El tejido conectivo denso esta
capilarizado y presenta fibras elasticas (Fig. 1.29 a, b, ¢, d, e, f, g).

El epitelio de revestimiento del lumen de la cavidad
laringotraqueal a la altura del cartilago cricoideo (Fig. 1.16, 1.17),
esta formado por un epitelio secretor con las mismas caracteristicas
que las descriptas anteriormente.

La ultima porcion de la cavidad laringotraqueal se encuentra
dividida en dos camaras por medio de un tabique de tejido conectivo,
fibras musculares lisas y fibras elasticas (Fig. 1.19, 1.30 a). Estas
camaras estan tapizadas a la altura de éste tabique por una mucosa
plegada con un epitelio tipo pseudoestratificado cilindrico ciliado con
células caliciformes y una lamina propia constituida por tejido
conectivo laxo con fibras elasticas (1.30 b, c). El resto de la misma
presenta un epitelio secretor como el descripto anteriormente.

Cada camara se abre a la porcion proximal del pulmén (Fig.
1.19) por lo tanto puede observarse una transicion en el tipo de
epitelio, desde un epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con
células caliciformes a simple cilindrico o cubico con y sin cilias. En la
parte anterior de los pulmones, puede observarse muy pocas ceélulas
cubicas ciliadas que se alternan con el epitelio respiratorio. Tanto en
la zona de las camaras como en la entrada a los pulmones, se
distingue en el tejido conectivo fibras elasticas y fibras musculares

lisas, dispuestas circular o longitudinalmente (Fig. 1.31 a, b, ¢, d).

1.2.1.2 Estudio inmunohistoquimico

Se utilizé el anticuerpo PGP 9.5 con el proposito de identificar
en el epitelio que reviste la mayor parte de los aritenoides y el
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cricoides, a las células con morfologia diferente al de las células
ciliadas, secretoras y basales descriptas con técnicas histologicas
convencionales. Como resultado de la reaccion inmunohistoquimica
se obtuvo una inmunorreactividad en toda la longitud de la célula
(1.32a,b, ¢, d, e).

1.2.1.3 Estudios histoquimicos

a) Lipidos y proteinas

Las técnicas de Sudan III y negro Sudan con diferentes
solventes de dilucion asi como la técnica de azul de Nilo (Método de
Cain) han dado resultados negativos. Lo mismo ha sucedido para la
deteccion de proteinas con amarillo naftol y azul de bromofenol.

b) Glicoconjugados
Los resultados de las distintas técnicas histoquimicas realizadas

en la laringotraquea de B. arenarum se presentan en la tabla 1 y en
las figuras 1. 33 ala 1.44.
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Masa
Técnica Epitelio Células i Epitelio
Células Fibrosa
. Secretor | Mucosas Secretor
Caliciformes . Membrana .
Aritenoides | aistadas Cricoides
Primaria
+++ células
mucosas
++ regién + epitelio
APS +++ +++
apical secretor
+++ glandula
intraepitelial
+ +
- epitelio
AB pH 0,5 algunos algunos
secretor
granulos grénulos
+
+ + algunos
ABpH 1 algunos algunos + granulos en
grénulos granulos epitelio
secretor
++ células
mucosas
++
AB pH 2,5 ++ + ) +++ + + regién
region apical .
apical ep.
secretor
+++ células
mucosas
++ regién
AB pH 3,5 ++ + + +4++ apical
+ resto ep.
secretor
+
- epitelio
+APS/+ AB secretor
APS / AB +++APS/++ AB +++ +APS / +AB
+ APS células
mucosas
+ AB/+ AY +AY region
+++AB/+
region apical
++AY
++ AYy apical +AYy
AB / AY + AY
+AB/+AY + AY resto +AB/ ++AB/+++AY
de cél. mucosas
++ AY
citoplasma
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+ algunas cél.
ep. secreto
Hale ++ ++ ++ cél.
mucosas

Metiiacién + regién
37°C / AB " apical A *
Metilacién
60°C / AB

Tabla 1. Estudios histoquimicos de la laringotraquea de B.arenarum.

Referencias: +++: reaccion fuerte; ++: reaccion moderada;
+: reaccion débil; - : sin reaccion.




Fig. 1.3 - Esquema del esqueleto hioideo y laringotraqueal de Bufo arenarum

Fig. 1.4 - Transparentado del esqueleto hioideo y laringotraqueal. Técnica de
Wassersug. Sx

A: aritenoides, C: cricoides, H: hoides, h: hiales;, P: pulmoén, pa: proceso alar, pm:
proceso postero-medial, pe: proceso esofagico, pp: proceso pulmonar, ppl: proceso

pOstero-lateral
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Fig. 1.5 a, b - Transparentado del esqueleto laringotraqueal. Vista ventral. Técnica

de Wassersug. 65x
Fig. 1.5 ¢ - Esquema resumiendo las observaciones realizadas. 65x

A: aritenoides, C: cricoides, g: glotis, H: hoides, h. hiales, I: lumen de la laringotraquea,
m;. membrana secundaria, P: pulmén, pa: proceso alar, pe: proceso esofagico, pl:
proceso lateral, ppl: proceso postero-lateral, pm: proceso postero-medial, pp: proceso

pulmonar, X: proceso X, Y: proceso Y. Cabeza de flecha: puente cartilaginoso






Fig. 1.6 a - Transparentado del esqueleto laringotraqueal. Vista dorsal. Técnica de

Wassersug. 65x

Fig. 1.6 b - Esquema resumiendo las observaciones realizadas. 65x

A: aritenoides, C: cricoides, H: hoides, h. hiales, P: pulmon, pa: proceso alar, pe:
proceso esofagico, pl: proceso lateral, ppl: proceso postero-lateral, pm: proceso pdstero-

medial, pp: proceso pulmonar, X: proceso X






Fig. 1.7 a, b - Transparentado de una hemilaringotriquea. Vista interna. Técnié

de Wassersug. 65x

Fig. 1.7 ¢ - Esquema resumiendo las observaciones realizadas. 65x

A: aritenoides, C: cricoides, cv: cuerda vocal, m;: membrana primaria, m;: membrana
secundaria, pe: proceso esofagico, pp: proceso pulmonar, X: proceso X, Y: proceso Y
Cabeza de flecha: borde libre de la membrana secundaria. Flecha negra: masa fibrosa de

la membrana primaria. Flecha azul: entrada a la camara anterior. Flecha roja: entrada a

la camara posterior
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Fig. 1.8 a, b - Transparentado del esqueleto laringotraqueal. Vista interna. Técnica

de Wassersug. 80x

A: aritenoides, C: cricoides, |: lumen, m,. membrana secundaria, P: pulmén, pp: proceso
pulmonar, X: proceso X, Y: proceso Y

Flecha azul: entrada a la cavidad anterior. Flecha roja: entrada a la cavidad posterior.
Cabeza de flechas: borde libre de la membrana secundaria. Noétese la varilla de cartilago

en el borde de una de ellas.






Fig. 1.9 a - Esquema indicando la altura de las secciones histolégicas realizadas A

Ia altura de los aritenoides.

Fig. 1.10 a 1.13 - Cortes transversales de la laringotraquea. Tricromico de Masson

modificado. 10x

A: aritenoides, cla: musculo laringeo anterior, cle: musculo laringeo externo, c;: camara
anterior, cz: camara posterior, d: musculo dilatador, H: hioides, I: lumen, M: mucosa de
la laringotraquea, Mf: mucosa faringea, mf: masa fibrosa, m;: membrana primaria, m;:

membrana secundaria,
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Fig. 1.9 b - Esquema indicando la altura de las secciones histolégicas realizadas en

la ultima region del aritenoides y en el cricoides de Ia laringotriaquea.

Fig. 1.14 a 1.17 - Cortes transversales de la laringotraquea. Tricrémico de Masson

modificado. 10x

A: aritenoides, C: cricoides, ¢;: camara anterior, c;: camara posterior, |: lumen, m;:
membrana primaria, m;: membrana secundaria, X: proceso X, Y: proceso Y

Cabeza de flecha: varilla cartilaginosa de la membrana secundaria
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Fig. 1.9 ¢ - Esquema indicando la altura de las secciones histologicas realizadas a

nivel del proceso pulmonar

Fig. 1.18 a 1.20 - Cortes transversales. Tricromico de Masson modificado. 10x

C: cricoides, C,; camara , P. pulmén, pp: proceso pulmonar, t: tabique de tejido

conectivo
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Fig. 1.21 a, b - Aspecto general y detalle del epitelio pseudoestratificado cilindrico
ciliado con células caliciformes de la mucosa faringea. Tricromico de Masson

modificado. 50x, 400x
Fig. 1.22 a, b - Aspecto general del extremo antero-dorsal de la cavidad
laringotraqueal y detalle del epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con

células caliciformes. Tricromico de Masson modificado. S0x, 400x

Fig. 1.22 ¢,d,e - Detalles de los diferentes epitelios presentes en Ia zona media en el

mismo plano de corte. Tricromico de Masson modificado. 400x

Fig. 1.22 ¢ - Mucosa sin pliegues con un epitelio pseudoestratificado cilindrico

ciliado con células caliciformes y tejido conectivo denso

Fig. 1.22 d - Zona de transicion entre un epitelio pseudoestratificado cilindrico

ciliado con escasas células caliciformes (cc) a un epitelio biestratificado cibico

Fig. 1.22 e - Detalle de epitelio biestratificado cubico

A: aritenoides, |: lumen, tc: tejido conectivo






Fig. 1.23 a, b y 1.24 - Detalles de la mucosa en la region media de los cartilagos

aritenoideos. Tricréomico de Masson modificado. 400x

c. capilar sanguineo, cb: célula basal, cc. célula caliciforme, ci: célula ciliada, CM:
célula con morfologia diferente, cs: célula secretora, I: lumen, li: linfocitos, tc: tejido

conectivo






Fig. 1.25 - Zona de insercion de la cuerda vocal. Tricromico de Masson modificado.

50x

ci: camara anterior. Cabeza de flecha: epitelio simple cubico. Notese el tejido conectivo

denso en esa region.

Fig. 1.26 a,b - Detalle de la cuerda vocal revestida por un epitelio simple plano. a)

Tricromico de Masson modificado, b) Técnica de Friinkel. 400x

cd: tejido conectivo denso, fe: fibras elasticas

Fig. 1.27 a - Masa fibrosa de la membrana primaria. Tricromico de Masson

modificado. 50X
Fig. 1.27 b, ¢ - Detalle del epitelio simple cibico que reviste la masa fibrosa asi
como las fibras elasticas presentes en el tejido conectivo. a) Tricromico de Masson,

b) Técnica de Friinkel. 400x

c: capilar, cd: tejido conectivo denso, cl: tejido conectivo laxo, fe: fibras elasticas






' Fig. 1.28, 1.29 a - Zona de insercién de la membrana secundaria a la altura de los

-procesos X e Y del cartilago cricoides. Tricrémico de Masson modificado. 100x §

W C: cricoides, c;: camara posterior, I: lumen, m;: Vmembrana primaria, va: varilla de
cartilago hialino






Fig. 1.29 b, c, d Detalle del epitelio de revestimiento de la membrana secundaria.

Tricrémico de Masson modificado. 400x

cd: tejido conectivo denso, cl: tejido conectivo laxo, cs: célula secretora, CM: célula con
caracteristicas morfologicas diferentes al resto, 1: lumen.
Notese la proximidad de los capilares (c) al epitelio asi como la infiltracion de

elementos sanguineos.






Fig. 1.29 e — Detalle del epitelio de revestimiento de la membrana secundaria.

Técnica de Frinkel., 400x

Fig. 1.29 f, g — Detalle del epitelio de revestimiento del cricoides. Tricromico de

Masson moficicado. 400x

C: cricoides cc: célula caliciforme, cs: célula secretora, c,: camara secundaria, fe: fibras

elasticas, gi: glandula intrapeitelial, I: lumen, li: linfocitos, td: tejido conectivo denso






Fig. 1.30 a — Aspecto general del tabique (t) delimitando dos camaras (c.).

Tricromico de Masson modificado. 50x

Fig. 1.30 b, ¢ — Detalle de la mucosa que reviste parte de las ciamaras. a)

Tricrémico de Masson modificado, b) Técnica de Friinkel. 400x

c: capilar, fe: fibras elasticas, fm: fibras musculares lisas, tc: tejido conectivo
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Fig. 1.31 a — Zona de transicion entre un epitelio pseudoestratificado cilindrico
ciliado (cabeza de flecha negra) y un epitelio simple cubico ciliado (cabeza de

flecha verde). Tricromico de Masson modificado. 100x

Fig. 1.31 b. ¢ — Detalle de epitelio simple cubico ciliado (cabeza de flecha verde).
Tricromico de Masson modificado. 400x
Noétese en el tejido conectivo los capilares sanguineos (c) proximos al epitelio y la

presencia de fibras musculares lisas (fm).

Fig. 1.31 d — Detalle de epitelio respiratorio. Tricromico de Masson modificado.

400x

Notese la presencia de un pequefio rodete muscular (fin) revestido por neumocitos (ne)

que cubren a los capilares sanguineos (c).

I: lumen, tc: tejido conectivo
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Fig. 1.32 a, b — Epitelio de revestimiento del cricoides indicando con flechas las
células con morfologia diferente. a) Tricromico de Masson modificado. b) Técnica

inmunohistoquimica con PGP 9.5, 100x

Fig. 1.32 c- Detalle del epitelio de revestimiento. Cabeza de flecha: células con
morfologia diferente. Tricromico de Masson modificado. 400x

Observése la glandula intraepitelial situada entre las células secretoras.

Fig. 1.32 d, e — Detalle de las células con morfologia diferente (flechas). Técnica

inmunohistoquimica. 400x
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Fig. 1.39 a, b — Detalle del extremo dntero-dorsal de la laringotriquea. a) Técnléd
de APS. 100x, b) Técnica de AB pH 2,5. 50x

Notese la coloracion de las células caliciformes

Fig. 1.33 ¢ — Detalle del epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con células

caliciformes. Técnica de AB/AY. 400x

Fig. 1.34 — Zona de transicion entre un epitelio pseudoestratificado cilindrico
ciliado con abundantes células caliciformes a un epitelio pseudoestratificado con
escasas células caliciformes. Técnica de APS. 100x

Notese como disminuye en forma abrupta la cantidad de células caliciformes del

epitelio.

Fig. 1.35 a, b — Detalle de la mucosa faringea y de la mucosa que reviste la cavidad

laringotraqueal. a) Técnica de APS, b) Técnica de AB pH 2.S. 100x

|: lumen
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Fig. 1. 36, 1.37, 1.38 - Detalle del epitelio secretor a la altura de los aritenoides con
diferentes técnicas histoquimicas. 400x

Notese la presencia de células mucosas entre las células secretoras

Fig. 1.36 — Técnica de APS.

Fig. 1.37 — Técnica de AB pH 2,5.

Fig. 1.38 — Técnica de AB pH 0,5

Notese en el interior de las células mucosa la presencia de un delicado puntillado
alcianéfilo.

Fig. 1.39 — Técnica de AB/AY

I: lumen
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Fig. 1.40 — Detalle de la region engrosada (mf) de la cuerda vocal. Técnica de AB
pH 2,5. 100x

Fig. 1.41 — Region de inserciéon de la membrana secundaria. Técnica de AB/AY.

100x

Notese la presencia en el epitelio de células mucosas con distintas coloracion: verdes y

amarillas

Fig. 1.42 a, b - Detalle del epitelio de revestimiento del cricoides. a) Técnica de

AB/AY, b) Técnica de AB pH 0,5. 400x

Fig. 1.43 a, b - Detalle del epitelio de revestimiento del cricoides. Técnica de AY.

400x
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Fig. 1.44 a, b, ¢, d, e, f — Detalle del epitelio que reviste el tabique que delimita las

camaras en la iltima porcion de la laringotraquea. 400x
Fig. 1.44 a — Técnica de APS

Fig. 1.44 b — Técnica de AB pH 2,5

Fig. 1,44 ¢ — Técnica de Mowry

Fig. 1.44 d — Técnica de AB pH 0,5

Fig. 1.44 e — Técnica de AB/AY

Fig. 1.44 f— Técnica de Hale

l: lumen
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1.2.2 Mic¢roscopia electrénica de barrido (M.E.B.)

Las observaciones realizadas con MEB permiten diferenciar la
camara anterior y una posterior asi como la membrana primaria que
constituye la cuerda vocal (Fig. 1.45, 1.46 a, b).

La superficie interna de la laringotraquea de Bufo arenarum
muestra una gran diversidad celular.

El epitelio que reviste el borde antero-dorsal, romo, del
cartilago aritenoideo esta tapizado por células ciliadas (Fig 1.47).
Hacia el borde inferior de dicho cartilago, como se indica en la Fig.
1.48, se observa que las células ciliadas se contindan con células
poligonales con limites celulares bien definidos, y con una superficie
cubierta por microcrestas. Entre estas células aisladas aparecen
células con cilias y cortas microvellosidades (Fig. 1.49 a, b).

En la cara interna del cartilago aritenoideo se aprecian células
poligonales entre los parches de células ciliadas. A mayor aumento,
aquellas células se caracterizan por la presencia sobre su superficie
apical de microvellosidades cortas y romas asi como de pequefios
orificios de distinto diametro (Fig. 1.50 a, b). Sobre la misma cara
interna, en direccion al borde libre de la cuerda vocal, aumenta la
cantidad de células ciliadas. Estas células se ubican delimitando areas
de células poligonales con las mismas caracteristicas que las
descriptas anteriormente (Fig. 1.51 a, b). En el epitelio de la camara
anterior que reviste el aritenoides, se observa solamente células
poligonales cubiertas con microvellosidades cortas y romas pero con
un mayor numero de orificios sobre su superficie en comparacion con
las descriptas mas arriba, lo que le da a las mismas un aspecto
cribado (Fig. 1.52 a, b).

La membrana que constituye junto con la cara interna del
aritenoides, la camara anterior, da forma a la cuerda vocal. Esta se

pliega hacia el lumen de la laringotraquea manteniendo un borde libre
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y los extremos$ ensanchados fijos a los extremos dorsal y ventral de
cada aritenoides (Fig 1.46 a). Los extremos presentan pequenos
acumulos de células ciliadas situadas de forma espaciada entre el tipo
celular predominante que son las células poligonales, las cuales se
observan en el resto de la membrana (Fig. 1.53 a, b).

La membrana secundaria que delimita la camara posterior, esta
revestida superficialmente por el mismo tipo de células de aspecto
cribado descriptas anteriormente (Fig. 1.54 a, b).

La parte posterior de la cavidad laringotraqueal, ya proximo a
los pulmones, esta revestida casi en su totalidad por células ciliadas,
células caliciformes y pequefios parches de células poliédricas
cribadas (Fig. 1.55).



Fig. 1.45 a — Aspecto general de una hemi-laringotraquea con microscopia

electronica de barrido (MEB). 12x

Fig. 1.46 a — Detalle de la entrada a la cAmara anterior (c;). MEB. 20x

Fig. 1.46 b — Detalle de la entrada a la cimara posterior (cz). MEB. 20x

A: aritenoides, c;: camara anterior, c;. camara posterior, cv: cuerda vocal, mf: masa

fibrosa, m;: membrana primaria, m;: membrana secundaria.

Flecha azul: entrada a la camara primaria, flecha roja: entrada a la camara secundaria






Fig. 1.47 - Detalle de las células ciliadas de la mucosa faringea. MEB. 500x

ci: cilias

Fig. 1.48 - Detalle de aritenoides y cimara anterior para indicar la zona de donde

provienen los detalles de las proximas figuras. MEB. 20x






Fig. 1.49 a, b —Aspecto general y detalle de las células que tapizan el borde interno
de los aritenoides. MEB. a) 600x, b) S000x
Notese en la Fig. 1.49 b la presencia de microcrestas (cabeza de flecha) sobre la

superficie celular. Las células ciliadas (ci) presentan cortas microvellosidades.

Fig. 1.50 a, b - Aspecto general y detalle de parches de cilias (ci) y células
secretoras presentes en el epitelio que reviste la cara interna de los aritenoides.
MEB. a) 500x, b) 2500x

Notese en la Fig. 1.50 b la forma poligonal de las células con microvellosidades cortas,
con limites celulares bien definidos (cabeza de flecha celeste) asi como las

perforaciones (cabeza de flecha verde) sobre su superficie.
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Fig. 1.53 a, b — Aspecto general y detalle de las células que tapizan la camara
posterior de la laringotraquea. MEB. a) 1000x, b) 2000x

Observése en la Fig. 1.53 a la presencia de parches aislados de cilias.

Fig. 1.54 a, b — Detalle de células que revisten la camara posterior. MEB. a) 1000x,

b) 10000x

Notese las perforaciones sobre la superficie celular.

Fig. 1.55 — Detalle de la dltima porcion de la laringotriquea proximo a la entrada a
las camaras. MEB. 1000x

ci: células ciliadas.
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2. Larindotraguea de Melanophryniscus stelzneri stelzneri

2.1 Estudio anatomico

El estudio del esqueleto laringotraqueal de Melanophryniscus
stelzneri stelzneri se realizd sobre material al que se le aplicd la
técnica modificada de Wassersug.

El esqueleto laringotraqueal de M.s.stelzneri se ubica entre los
dos procesos postero-mediales del hioides. Esta constituido por un
par de cartilagos aritenoideos y un cartilago cricoideo (Fig. 1.56).

Los musculos vinculados con el esqueleto laringotraqueal son:
el musculo dilatador laringeo, el constrictor laringeo externo y el
musculo constrictor laringeo anterior. Todos ellos presentan un
epimisio muy pigmentado. El musculo constrictor laringeo posterior
no fue observado.

El largo del cuerpo del cartilago hioideo es casi dos veces su
ancho. De su region anterior parte un par de hiales delgados que se
curvan hacia la region posterior engrosandose ligeramente. Carece de
procesos anteriores. Los I0bulos anteriores y posteriores del proceso
alar son estructuras conspicuas que se extienden hacia los laterales
dandole a todo el esqueleto hioideo un aspecto cuadrangular. Los
procesos postero-laterales estan ausentes. Los procesos postero-
mediales estan osificados en casi toda su extension con excepcién de
los extremos distales que son cartilaginosos. Estos procesos emergen
ensanchados de la porcion posterior del cuerpo hioideo, en la region
media y posterior se adelgazan proyectandose ligeramente hacia

afuera y en direccion dorsal.
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Cada cartilago aritenoideo tiene un aspecto cordiforme invertido
con una cara externa concava en direccion antero - posterior y un
extremo acuminado antero - dorsal el cual se proyecta sobre la
faringe. Ambos cartilagos dejan una abertura, la glotis, la cual
permite el pasaje de aire. Por transparencia pueden observarse los
distintos constituyentes de las cuerdas vocales (Fig. 1.57 a, b; 1.58
a, b).

La cara interna de los aritenoides estda revestida por una
membrana. En un segundo plano, en direccion al lumen de la
laringotraquea se sitUa una membrana primaria que si bien esta
unida en toda su extension a los bordes internos del aritenoides
(antero-ventral y podstero-dorsal), deja libre uno de sus lados
formandose una camara anterior. Por consiguiente esta camara esta
delimitada por la membrana que reviste al aritenoides y por la
membrana primaria. El borde libre de esta membrana se pliega hacia
fuera, alejandose de la pared del aritenoides y adquiere una forma
biconvexa es decir adelgazada en la zona media y expandida en los
laterales constituyendo la cuerda vocal (Fig. 1.59; 1.60). La cuerda
vocal, vista antero-dorsalmente, presenta en la zona media un
ensanchamiento en el cual se diferencian tres zonas pigmentadas,
una situada préxima al borde libre, que se puede apreciar desde el
exterior y a la que se identifica como (1) y las otras dos, mas
pequefias y enfrentadas, ubicadas en el borde que se orienta hacia el
lumen de la laringotraquea y que se distingue como (2). Por delante
de estos dos acumulos pigmentados se diferencia una tercera region
a la que se denomina (3) (Fig. 1.59).

En el interior de la laringotraquea de los ejemplares machos a
diferencia de los ejemplares hembras la membrana primaria de cada
lado presenta en la region lateral media una prominencia bulbosa y
un marcado frenulum (Fig. 1.59; 1.60).
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El aritenoides se articula con el cricoides, un anillo cartilaginoso
oval cuyo diametro mayor es perpendicular a la glotis, y cuya altura
varia segun la region. La cara dorsal es mas alta en comparacion con
la region ventral donde se limita a una delgada barra media (Fig.
1.57, 158). La region postero-dorsal media presenta un proceso
esofagico corto y obtuso. Los procesos laterales estan marcados y no
hacen contacto directo, sino a través de los musculos, con los
procesos postero-mediales del hioides (Fig. 1.57, 1.58). El cricoides
emite dos procesos pulmonares cortos, delgados y ligeramente
curvos que sostienen la porcion proximal de los pulmones (Fig. 1.58
a, b).



Fig. 1.56 - Transparentado del esqueleto hioideo y laringotraqueal de

Melanophryniscus stelzneri stelyneri. Técnica de Wassersug. 65x

Fig. 1.57 a — Transparentado del esqueleto laringotreaqueal. Vista dorsal. Técnica

de Wassersug. 250x
Fig. 1.57 b — Esquema donde se resumen las observaciones realizadas. 120x

A. aritenoides, C: cricoides, cv:; cuerdas vocales, H: hioides, h. hiales, mf. Masa

fibrosa, P: pulmoén, pa: proceso alar, pe: proceso esofagico, pm: proceso postero-medial



1.97b




Fig. 1.58 a - Transparentado del esqueleto laringotreaqueal. Vista ventral. Técnica

de Wassersug. 250x

Fig. 1.58 b — Esquema donde se resumen las observaciones realizadas. 120x

A: aritenoides, C: cricoides, cv: cuerda vocal, H: hioides, h: hiales, If: ligamento
frenular, mf: masa fibrosa, pe: proceso esofagico, pl: proceso lateral, pm: proceso

postero-medial, pp: proceso pulmonar.
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Fig. 1.59 - Transparentado de una hemi-laringotraquea. Vista interna. Técnica de

Wassersug. 250x

Fig. 1.60 — Esquema donde se resumen las observaciones realizadas. 120x

A: aritenoides, C: cricoides, cv: cuerda vocal, If: ligamento frenular, mf: masa fibrosa,
m;. membrana primaria, pp. proceso pulmonar, 1, 2, 3: regiones pigmentadas en la

region media de la cuerda vocal
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2.2 Estudio microanatomico

2.2.1 Microscopia optica (MO)

Con el objeto de relacionar la anatomia de la laringotraquea y
su microanatomia se presentan los esquemas de las Fig. 1.61 a, by
¢, para indicar el lugar de los cortes histologicos analizados en esta
parte del capitulo.

Las secciones realizadas estan orientadas perpendiculares a las
cuerdas vocales, comenzando desde el extremo postero-dorsal hacia
el extremo antero-ventral.

La mucosa faringea se invagina a la altura de la glotis y esta
constituida por un epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con
células caliciformes y un corion de tejido conectivo laxo muy
capilarizado (Fig. 1.62, 1.75).

Los cartilagos aritenoideos son de tipo hialino, (Fig. 1.62 a
1.73) sus paredes tienen un grosor variable. La region superior de los
aritenoides es de mayor grosor delimitando el lumen de la cavidad

laringotraqueal menor mientras que en la region inferior los cartilagos

son mas delgados y por consiguiente el lumen es de mayor tamano.

A lo largo del aritenoides la mucosa que reviste el lumen de la
cavidad laringotraqueal presenta una lamina propia constituida por un
tejido conectivo laxo muy delgado en toda su extension, sin embargo
el tipo de epitelio que constituye la mucosa es variable. En la region
anterior, el epitelio es pseudoestratificado cubico bajo ciliado con
abundantes células mucosas que reaccionan positivamente con el
acido periddico-reactivo de Schiff (APS) mientras que muestran una
débil alcianofilia a un pH 2,5. Este se continla con un epitelio
biestratificado cubico ciliado a simple cubico ciliado y luego en un

epitelio plano. El resto de la region superior esta revestida por un
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epitelio pseudoestratificado ciliado con abundantes células mucosas
cuya secrecion da reaccion positiva con el APS (Fig. 1.76, 1.77).

La region inferior de los cartilagos aritenoideos esta revestida
por un epitelio secretor formado inicialmente por células secretoras
planas (Fig. 1.81) que se contintan con células altas con un extremo
apical globoso (Fig. 1.78a, 1.82). Las ceélulas secretoras presentan
granulos en su citoplasma tanto APS como azul alcian (AB) pH 2,5,
positivos (Fig. 1.78 a, b).

El epitelio que se encuentra asociado con la membrana-primaria
es pseudoestratificado cilindrico ciliado con células caliciformes que
dan una reaccion débil con el AB pH 2,5 (Fig. 1.79, 1.80).

El cartilago cricoideo (Fig. 1.64 a 1.66 y 1.70 a 1.72) esta
revestido por una mucosa formada por un epitelio secretor (Fig.
1.83) constituido por células altas, con su nucleo esférico situado
basalmente. La mayor parte del citoplasma tiene un aspecto
esponjoso debido a la secrecion producida por estas células, la cual
da reaccion positiva con el APS (Fig. 1.87). Entre estas células se
ubican células con caracteristicas morfoldgicas diferentes al tipo
celular predominante. Estas son delgadas, con citoplasma homogéneo
y nlcleo situado en su tercio basal (Fig. 1.83). En la region media del
cricoides, tanto dorsal como ventral, entre las células secretoras se
ubican células ciliadas y abundantes células caliciformes
constituyendo un epitelio pseudoestratificado ciliado cuya secrecion
muestra una marcada APS positividad (Fig. 1.85, 1.86, 1.87). El
corion varia de tejido conectivo denso a laxo y en este ultimo caso
estd muy capilarizado. Ambos conectivos poseen melandforos asi
como una infiltracion leucocitaria que alcanza el epitelio (Fig. 1.83,
1.84).

La cavidad laringotraqueal se abre directamente a la parte
proximal de cada uno de los pulmones, por lo tanto se distingue un
cambio en el tipo de epitelio (Fig. 1.67 a 1.69, 1.89). El epitelio
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secretor se continla con un epitelio simple cubico (Fig. 1.90) y éste
con un epitelio respiratorio constituido por neumocitos los cuales se
encuentran cubriendo una red de capilares (Fig. 1.91). El epitelio
pseudoestratificado ciliado que reviste en parte al cricoides pasa a un
epitelio cubico ciliado a sin cilias que se continGa en el interior del
pulmoén con un epitelio respiratorio con las mismas caracteristicas que
las mencionadas anteriormente (Fig. 1.92 a, b). El corion esta
formado por un tejido conectivo denso cuyos capilares se sitian muy
proximos al tejido epitelial.

Con respecto a las cuerdas vocales, el borde que delimita la
camara anterior, esta unido al margen interno del cartilago
aritenoideo mientras que el otro borde esta unido al margen interno
del cricoides (Fig. 1.66, 1.70). Las cuerdas estan revestidas por un
epitelio simple plano y el tejido conectivo subyacente es denso con
abundantes fibras elasticas. La region media de la cuerda estd
revestida por un epitelio simple cubico y presenta una lamina propia
formada por un tejido conectivo fibroso con abundantes fibras
colagenas. (Fig. 1.94 a, b).

En cuanto a los ejemplares machos, se observd sobre el lateral
de cada una de las membranas primarias una protuberancia bulbosa
sostenida por medio de un ligamento frenular de tejido condroide a la
porcion media de cada una de las cuerdas vocales (Fig. 1.88; 1.93a).
Esta protuberancia esta en firme contacto con cada uno de los
cartilagos aritenoideos (Fig. 1.69), tiene un centro de tejido
cartilaginoso parenquimatoso, APS y AB pH 2,5 negativo, rodeado por
tejido conectivo denso (Fig. 1.93 b, d). Ambos tipos de tejidos se
caracterizan por presentar fibras elasticas (Fig. 1.93 c). El epitelio
que reviste esta estructura esta formado en su mayor parte por
células secretoras altas con un citoplasma con granulos que da
reaccion positiva con APS y con AB pH 2,5 (Fig. 1.93 d, e). Este
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epitelio secretor se contindia con células secretoras planas (Fig; 1.93,




Fig. 1.61 a — Esquema indicando la altura de las secciones histologicas en I

laringotraquea.

Fig. 1.62 a 1.65 — Cortes perpendiculares a las cuerdas vocales. Tricromico de

Masson modificado. 32x

A: aritenoides, C: cricoides, c;: camara anterior, cla: constrictor laringeo anterior, dl:
musculo dilatador laringeo, Mf: mucosa faringea, |: lumen, m;: membrana primaria, pm:

proceso postero-medial
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Fig. 1.61 b — Esquema indicando la altura de las secciones histologicas en la

laringotraquea.

Fig. 1.66 a 1.69 — Cortes perpendiculares a las cuerdas vocales. Tricromico de

Masson modificado. 32x

A: aritenoides, C: cricoides, Co: corazon, c,: camara anterio, mf: masa fibrosa, |: lumen,

m;: membrana primaria, P: pulmon, pm: proceso postero-medial
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Fig. 1.61 ¢ — Esquema indicando la altura de las secciones histologicas en la

laringotraquea.

Fig. 1.70 a 1.74 — Cortes perpendiculares a las cuerdas vocales. Tricromico de

Masson modificade. 32x

A: aritenoides, Ao: arcos aoritcos, C: cricoides, Co: corazon, c;: camara anterior, m;:

membrana primaria
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Fig. 1.75 — Detalle del epitelio de la laringotriquea proximo a la faringe.
Tricromico de Masson modificado. 400x
Notese el epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado (cabeza de fecha verde) con

célula caliciformes (cabeza de flecha negra).

Fig, 1.76, 1.77 - Detalle de epitelio pseudoestratificado ciliado (cabeza de flecha
verde) con células caliciformes (cabeza de flecha roja o negra). 1.76) Tricromico de

Masson. 1.77) Técnica de APS. 400x

Fig. 1.78 a, b — Epitelio secretor a la altura de los aritenoides. a) AB pH 2,5, b) APS
400x

Fig. 1.79, 1.80 — Region de insercion de la membrana primaria (m;). 1.79)

Tricréomico de Masson, 1.80) AB pH 2,5. 400x

A: aritenoides, |: lumen
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Fig. 1.81 — Epitelio secretor a la altura del aritenoides (A). Tricrémico de Massoll
modificado. 400x

Fig. 1.82 - Epitelio secretor a la altura del aritenoides (A). Tricrémico de Masson

modificado. 400x
Comparese entre estas dos fotos la altura del epitelio secretor

Fig. 1.83, 1.84 — Epitelio secretor a la altura del cricoides (C). Tricromico de

Masson modificado. 400x

Fig. 1.85 — Region media del cricoides (C). Tricromico de Masson modificado. 400x

Notese la presencia de células ciliadas entre las células secretoras.

Fig. 1.86 — Region media del cricoides (C) revestida por un epitelio
pseudoestratificado ciliado con células caliciformes. Tricréomico de Masson

modificado. 400x
Fig. 1.87 — Zona de transicion entre el epitelio secretor (cabeza de flecha negra) y el

epitelio pseudoestratificado ciliado con células caliciformes (cabeza de flecha azul).

Técnica de APS. 100x

|: lumen






Fig. 1.88 — Detalle de la protuberancia fibrosa (mf), asociada al cartilago
aritenoideo (A) y a la cuerda vocal por medio de un ligamento frenular (If).
Tricromico de Masson modificado. 20x

Notese en la cuerda vocal la presencia de un tejido conectivo muy fibroso (cabeza de

flecha) y tejido conectivo denso (cd).

Fig. 1.89 — Detalle de la zona de transicion entre laringotriquea y pulmon (P).
Tricromico de Masson modificado. 400x

Fig. 1.90 — Detalle de la transicion entre un epitelio secretor (cabeza de flecha
verde) y un epitelio cubico (cabeza de flecha negra). Tricromico de Masson
modificado. 400x

Fig. 1.91 — Epitelio respiratorio. Tricromico de Masson modificado. 400x

Fig. 1.92 a — Zona de transicion entre un epitelio pseudoestratificado ciliado

(cabeza de flecha negra) a simple cibico. Tricromico de Masson modificado. 400x
Fig. 1.92 b - Zona de transicion entre un epitelio ciubico (cabeza de flecha azul) a

un epitelio respiratorio (cabeza de flecha roja). Tricromico de Masson modificado.

400x

C: cricoides, c: capilar, ne: neumocito, P: pulmon, pp: proceso pulmonar






Fig. 1.93 a — Detalle del ligamento frenular de tejido condroide (co) sosteniend0 fl

la masa fibrosa (mf). Tricromico de Masson modificado. 400x

Fig. 1.93 b, ¢, d, e — Detalle de la masa fibrosa con diferentes coloraciones. 400x

Fig. 1.93 b — Tricromico de Masson modificado

Fig. 1.93 ¢ - Técnica de Friinkel

Fig. 1.93 d — Técnica de APS

Fig. 1.93 e — Técnica de AB pH 2,5

Fig. 1.93 f — Detalle de la transicién del epitelio secretor (cabeza de flecha verde)

que reviste la masa fibrosa con un epitelio plano (cabeza de flecha celeste).

Tricromico de Masson modificado. 400x



1.93f

1.93e




Fig. 1.94 a, b — Extremo de las cuerdas vocales. a) Tricromico de Massof
modificado, b) Técnica de Friinkel. 400x
Notese el epitelio simple cubico (cabeza de flecha negra) que tapiza el extremo de la

cuerda, la presencia de un eje (cabeza de flecha roja) y las fibras elasticas (fe).

Fig. 1.95 a, b, ¢ — Epitelio de revestimiento de los aritenoides (A) en el punto de
insercion de las cuerdas vocales. a) Tricromico de Masson modificado, b) Técnica
de APS, c¢) Técnica de AB pH 2,5. 400x

Notese el epitelio pseudoestratificado ciliado (cabeza de flecha negra) con células

caliciformes
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2.2.2. Microscopia electronica de barrido (M.E.B.)

Las observaciones realizadas con MEB permiten corroborar
algunas de las observaciones efectuadas con la técnica de Wassersug
asi como las obtenidas con microscopia dptica.

La laringotraquea de M.s.stelzneri presenta una Unica camara
anterior pequena delimitada por una membrana que al plegarse hacia
el lumen de esta cavidad da origen a la cuerda vocal. Por debajo de
esta membrana se abre una cavidad amplia que se comunica
directamente con cada uno de los pulmones (Fig. 1.96 a, 1.96 b).

El epitelio que reviste el borde del cartilago aritenoideo
(Fig.1.97) esta tapizado por células poligonales con limites celulares
bien definidos, cubiertas por microvellosidades cortas (Fig. 1.98).

La cara interna del cartilago aritenoideo presenta dos tipos
celulares diferentes: 1) células con una superficie globosa y limites
celulares hundidos (Fig. 1.99) y 2), células poligonales cubiertas por
microvellosidades cortas y con pequeios orificios (Fig. 1.100 a, b).

La membrana primaria, que da origen a la cuerda vocal, esta
revestida por células poligonales con microvellosidades cortas (Fig.
1.101). En la region media de ésta se observa una protuberancia
bulbosa (Fig. 1.102) cuyas células de recubrimiento son células
globosas con microvellosidades cortas, morfolégicamente diferentes
al resto de las células que conforman la membrana primaria (Fig.
1.103, 1.104). Algunas de estas células presentan pequenos orificios
(Fig. 1.105).

El epitelio que tapiza el resto de la cavidad esta formado por
células globosas, presentando algunas de ellas orificios pequefios
(Fig. 1.106).
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Fig. 1.96 a, b- Aspecto geéral de una hémilarinﬁotriquea. MEB. a) 20z, b)v35x

A: aritenoides, ¢;: cimara anterir, cv: cuerda vocal, mf: masa ﬁbroéa, m;:

primaria, P: entrada a los pulmones.







Fig. 1.97 — Cartilago aritenoideo (A). MEB. 680x

Notese los condrocitos (co).

Fig. 1.98 — Células poligonales con microvellosidades cortas y limites bien definidos

(cabeza de flechas rojas). MEB. 5000x

Fig. 1.99 — Células con superficie globosa y limites celulares hundidos (cabeza de

flechas rojas). MEB. 2500x

Fig. 1.100 a, b — Aspecto general y detalle de células poligonales con perforaciones
(cabeza de flecha azul). MEB. 2500x

Notese los limites celulares (cabezas de flecha rojas).






Fig. 1.101 — Células de la membrana primaria. MEB. 2500x

Fig. 1.102 — Detalle de Ia masa fibrosa (mf). MEB. 150x

Fig. 103 — Detalle de la zona de transicion entre las células de la membrana

primaria (cp) y las células que revisten a la masa fibrosa (mf). MEB. 1200x

Fig. 104 — Detalle de las células que revisten la masa fibrosa. MEB. 10000x
Notese la presecia de mcrovellosidades cortas sobre su superficie (cabeza de flecha

verde) como los limites celulares (cabeza de flecha fucsia).






Fig. 1.105 — Detalle de células que revisten a la masa fibrosa. MEB. 5000x

Notese la presencia de microvellosidades cortas y perforaciones (cabeza de flecha azul)

sobre su superficie.

Fig. 1.106 — Detalle de células globosas que revisten la cavidad a la altura del

cricoides. MEB. 2500x
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I DISCUSION Y CONCLUSIONES I

La morfologia de las vias extrapulmonares ha sido ampliamente

considerada en una variedad de especies de mamiferos (Miani et al.,
1971, Jeffery y Reid, 1975; Kennedy et al., 1978; Pack et al. 1981;
Dalen, 1983; Plopper et al., 1983, 1989; Wilson et al., 1984;
Robinson et al., 1986). Sin embargo, en otros vertebrados
tetrapodos, las investigaciones son muy escasas, existen algunos
trabajos en aves, Gallus domesticus (Wash y MclLelland, 1974) y
Gallus gallus (Pal y Bharadway, 1970, 1971) y algunos en reptiles
(Pastor, 1995).

En la actualidad, existen para los anfibios cuatro articulos
cientificos cuyo objetivo central es el estudio histoldgico de las vias
extrapulmonares. Estos trabajos se realizaron en dos especies de
anuros, Bufo calamita (Castells, et al. 1990) y Rana perezi (Pastor et
al. 1998), un urodelo (Matsumura y Setoguti, 1996) y en
Chtonerpeton indistinctum (apodo) (De Carlo, 1980).

A partir del trabajo comparativo del hioides y del esqueleto
laringeo realizado por Trewavas (1933) se ha demostrado que el
esqueleto hiolaringotraqueal tiene un valor importante en la
interpretacion de las relaciones filogenéticas. Parker (1940), Griffiths
(1959) y McDiarmid (1971) confirmaron esta importancia reflejada
en las diferentes afinidades filogéneticas.

En las dos especies de anuros estudiados en el presente trabajo
de tesis se encontraron semejanzas y diferencias tanto anatomicas
como histoldgicas que deben ser consideradas.

Desde un punto de vista anatomico el hioides tiene
aproximadamente la misma estructura en ambas especies. En B.

arenarum el cuerpo del hioides es mas ancho en comparacion con el

69



Cap. I: Vias extrapulmonares -- Conclusion y Discusién@

de M.s. stelzneri. Sin embargo, al tener este ultimo la base de los
procesos alares ensanchados y extendidos lateralmente con respecto
al cuerpo del hioides, aparentemente parece ser mas grande en
comparacion con el de B. arenarum. El proceso pdstero-lateral se ha
conservado en esta especie mientras que en M.s. stelzneri se ha
perdido evolutivamente. McDiarmid (1971) sugiere que la presencia
del proceso postero-lateral en Bufo es considerada un caracter
primitivo que estaria presente en la forma ancestral.

Si se compara la descripcion del hioides realizada por Trewavas
(1933) para los géneros Bufo, Atelopus, Melanophryniscus (este autor
ilustr6 a Melanophryniscus moreirae bajo el nombre de
Dendrophryniscus stelzneri) y Oreophrynella, con las observaciones
efectuadas en este trabajo de tesis, existen coincidencias en cuanto a
la ausencia del constrictor laringeo posterior, la forma del cuerpo del
hioides y la inclinacion ventro-dorsal del proceso postero-medial del
hioides. Estas similitudes en el aparato hiolaringeo es un elemento
mas que justificaria la permanencia de M. s. stelzneri en la familia
Bufonidae.

Teniendo en cuenta el estudio filogenético planteado por
McDiarmid (1971) en el cual se analizaron 43 caracteres, entre los
que se incluia el aparato hioideo y la presencia o no de cuerdas
vocales, para los géneros de Atelopus, Dendrophryniscus,
Melanophryniscus y Oreophrynella se desprende que el género
Melanophryniscus tiene el mayor niumero de caracteres primitivos y el
menor numero de caracteres derivados y es probablemente el que ha
retenido muchas de las caracteristicas ancestrales.

Los musculos asociados con el esqueleto hioideo y con la
laringotraquea son los responsables de producir la apertura y cierre
de la glotis debido al movimiento de los cartilagos aritenoideos en su

articulacion con el cricoides.
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La morfologia de la laringotraquea de B. arenarum presenta
similitudes y diferencias en los siguientes aspectos é:on la de M. s.
stelzneri.

A) Los aritenoides de B. arenarum son triangulares mientras
que los de M. s. stelzneri son cordiformes con una concavidad interna
mas pronunciada.

B) En ambas especies el cricoides es un anillo completo. En
cuanto a sus procesos se encontraron diferencias. En B. arenarum se
describen dos pares de procesos (X e Y) que hasta el momento no
habian sido observados. En M. s. stelzneri, el proceso esofagico del
cricoides es mas corto mientras que los procesos laterales se marcan
notoriamente.

C) Los procesos pulmonares (procesos bronquiales segun
Trewavas) en B. arenarum son mucho mas largos que en M. s.
stelzneri y presentan en su extremo distal un ensanchamiento
palmiforme que se apoya sobre la cara lateral interna del pulmon.

En este trabajo de tesis se considerd que lo mas apropiado es la
denominacion de procesos pulmonares, ya que estan asociados a los
pulmones.

D) Cada hemi-laringotraquea, en M. s. stelzneri presenta
internamente una Unica camara anterior, mientras que en Bufo
arenarum como en otras especies del género Bufo (Martin, 1972)
esta dividida en dos camaras: una anterior y otra posterior.

E) La camara anterior en ambas especies, esta delimitada por el
epitelio de revestimiento del aritenoides y por el epitelio de
revestimiento adluminal de la membrana primaria. Esta membrana
cuando se pliega hacia el lumen de la laringotraquea forma la cuerda
vocal.

F) Las cuerdas vocales en B. arenarum estan unidas a la

superficie interna del aritenoides. Sin embargo, en M. s. stelzneri el
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margen interno de las cuerdas vocales estd unido al cartilago
aritenoideo mientras que el otro borde esta unido al margen interno
del cricoides (Fig. 1.107). Estas estan revestidas por un epitelio
simple cubico a plano.

Cuando la laringotrdquea estd abierta, las cuerdas vocales
estan estiradas a lo largo del lado posterior de los aritenoides, los
cuales se mueven en el plano medio mientras que los lados anteriores
lo hacen lateralmente.

En todos los anuros la laringotrdquea permanece cerrada
cuando no acta ninguna presion de aire o contraccién muscular. La
elasticidad de sus tejidos fuerza a los extremos anteriores de los
cartilagos a mantenerse juntos. Esta elasticidad es importante porque
los cartilagos aritenoideos vibran durante la produccién del sonido.
Los aritenoides estan forzados a separarse debido a la presion de aire
proveniente de los pulmones y a retornar a su posicién de cierre
debido a la elasticidad de los tejidos. Como las cuerdas estan
deformadas por esta apertura y cierre, su vibracién esta

mecanicamente ligada con la vibracion de los aritenoides.

Bufo arenarum Melanophryniscus stelzneri stelzneri

Fig. 1.107 Esquemas de la laringotraquea en corte transversal a las cuerdas
vocales. Notese la disposicion de las membranas (m; y m,) y cavidades (C; y
C,). Cy: camara anterior, C,: cdmara posterior, m;: membrana primaria, my:
membrana secundaria.
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G) Por lo expuesto anteriormente tanto en B. arenarum como
en M. s. stelzneri la elasticidad de la laringotraquea esta dada, por la
abundancia de fibras elasticas en el tejido conectivo presente en las
cuerdas vocales como en la lamina propia de la mucosa que reviste a
los cartilagos.

H) Las cuerdas vocales prsente un tejido de sostén en ambas
especies: en el caso de B. arenarum un tejido conectivo denso,
mientras que en M. s. stelzneri presenta, un tejido conectivo muy
fibroso y un ligamento frenular condroide.

I) Todas las especies de Bufo, tienen en la porcion lateral
luminal de la membrana primaria una condensacion de tejido
conectivo denso (en B. arenarum) o bien un tejido cartilaginoso
parenquimatoso (en M. s. stelzneri). En ambas especies se
encuentran abundantes fibras elasticas. Estas protuberancias
fibrosas, en el caso de M. s. stelzneri, estan en contacto con los
cartilagos aritenoideos.

J) M. s. stelzneri diverge evolutivamente en este aspecto
porque el ligamento frenular estd condrificado y rigidamente unido a
la protuberancia fibrosa. Las observaciones realizadas con respecto al
tipo de tejido presente en el ligamento frenular en el género
Melanophryniscus sp. no coinciden con las de Martin (1972) que
afirma que para este género no hay ligamentos frenulares
condrificados.

K) B. arenarum presenta (a diferencia de M. s. stelzneri) una
membrana secundaria que se extiende entre los procesos X e Y del
cricoides. El epitelio de revestimiento de ésta membrana junto con el
epitelio de revestimiento de la membrana primaria delimitan una
camara posterior.

L) La dltima porcion de la cavidad laringotraqueal de B.
arenarum se abre en dos camaras bien definidas, cada una de las
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cuales se comunica con la porcion proximal del pulmon. A pesar que
las paredes de dicha camara no presentan cartilago, debido a las
caracteristicas histoldgicas de los tejidos observados se asemejaria
a la organizacion de un bronquio el cual se abre a cada puimén. En M.
s. stelzneri la cavidad laringotraqueal se comunica directamente a la
porcién anterior del puimén.

M) El epitelio que reviste la laringotraquea en B. arenarum y M.
s. stelzneri tiene algunas similitudes entre si y entre otras especies de
anuros estudiados (Pastor et al., 1998; Castells et al., 1990).

El epitelio que reviste el lumen de la laringotraquea en estas
dos especies estudiadas esta tapizado por un epitelio
pseudoestratificado ciliado con células caliciformes y por un epitelio
secretor.

» Para ambas especies el analisis histoquimico demuestra que
en toda la laringotraquea existen distintos tipos de células
caliciformes segun su tipo de secrecion o bien células
caliciformes en diferentes estadios del ciclo secretorio. En
todas ellas hay glicoconjugados neutros y acidos. Estos
tltimos pueden ser carboxilados y sulfatados y estar en una
misma célula caliciforme o bien puede haber células
caliciformes con glicoconjugados carboxilados uUnicamente.
Con el objeto de poder determinar si existen o no distintas
poblaciones de células caliciformes seria necesario realizar un
estudio histoquimico utilizando lectinas asi como un estudio
con microscopia electronica de transmision para contestar
este interrogante.

» Las células ciliadas se hallan presentes en ambas especies.
Sin embargo en M. s. stelzneri no fueron observadas con
M.E.B. debido posiblemente a que éstas estaban aglutinadas

por la secrecion .
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» Las células poligonales sin cilias y con microvellosidades
cortas y romas observadas al M.E.B., en ambas especies, se
corresponden con las células secretoras descriptas mediante
la microscopia Optica. En el caso de B. arenarum todas las
células secretoras tiene una superficie apical plana, mientras
que en M. s. stelzneri hay células con superficie apical plana
y/o globosa. Para ambas especies estas células secretoras
apicalmente presentan orificios de distinto tamano. Estas
perforaciones les otorga un aspecto cribado el cual puede
interpretarse como invaginaciones de Ila membrana
plasmatica como consecuencia de la liberacion de los
granulos de secrecion por exocitosis o rupturas de la misma
en el caso que el mecanismo de liberacion sea del tipo
apocrino. Este tipo celular también fue observado en Rana
perezi (Pastor et al., 1998) y en la traquea de algunos
reptiles como Mauremys caspica (Pastor et al., 1988) y Natrix
maura (Pastor, 1995). Histoquimicamente la secrecion de las
células indica la presencia de glicoconjugados neutros y
acidos. En la laringotraquea de R. perezi (Pastor et al., 1998)
y en el epitelio de la laringe y la traquea de los lacértidos y
ofidios (Pastor et a/., 1988; 1989) ultraestructuralmente las
células secretoras presentan abundantes cuerpos
electrondensos y estructuras mielinicas similares a los
cuerpos lamelares de los neumocitos del pulmén. Esta
caracteristica morfoldgica indica que esta célula produce una
secrecion rica en fosfolipidos. Teniendo en cuenta esta
caracteristica y considerando que las células secretoras en B.
arenarum y M. s. stelzneri tienen un aspecto esponjoso al

microscopio Optico podemos especular que la secrecion de
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estas células no solo es rica en glicoconjugados sino que
también podria presentar fosfolipidos.

» En B. arenarum mediante técnicas inmunohistoquimicas se
determind la presencia, entre las células secretoras que
revisten al cricoides y aritenoides, de células neuroendoécrinas
(CNE) debido a su inmunoreactividad con el PGP 9,5. Entre
los vertebrados no mamiferos, la presencia de CNE han sido
detectadas por microscopia electrénica e inmunocitoquimica
tanto en peces pulmonados, anfibios, reptiles y aves (Pastor,
1995; Zaccone et al.; 1995 a,b). En las vias extrapulmonares
de los urodelos Cynops pyrrhogaster (Adriaensen et al.,
1994) e Hynobius nebulosus (Gomi et al., 1994) se han
clasificado a los distintos CNE de acuerdo con su
inmunoreactividad denominandolos CNE con serotonina,
somatostatina, calcitonina y bombesina. En las vias
extrapulmonares de anuros hasta el momento se han
detectado solamente CNE en Rana temporaria (Bodegas et
al., 1995) y en R. perezi (Pastor, 1998) las cuales son
inmunoreactivas a la bombesina, sustancia P, polipéptido
7B2, al PHI (péptido histidina-isoleucina) y CGRP (péptido
liberador de gastrina). No se han detectado CNE con
inmunoreactividad para la serotonina. Desde el punto de
vista inmunohistoquimico estos estudios sugieren que las
CNE de la laringotraguea en anuros presentan una
importante heterogeneidad. A partir de la caracterizacion de
los CNE en la laringotraquea de B. arenarum surge un nuevo
interrogante que es el de determinar qué tipo de sustancia
quimica producen estas células y cual seria su funcion.Si bien
no han sido detectados CNE en la laringotraquea de M. s.

stelzneri por métodos inmunohistoquimicos, si se comparan
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las caracteristicas morfologicas de las células aisladas
encontradas en el epitelio secretor del cricoides observadas al
microscopio optico con las CNE halladas en B. arenarum se
puede inferir que se trataria del mismo tipo celular. Por lo

tanto M. s. stelzneri también tendria CNE.

Dada la importancia que tiene la laringotraquea de los anuros para
establecer relaciones filogenéticas a partir de este trabajo de tesis
se dan bases morfologicas para realizar experimentos que permitan
interpretar fisiologicamente y etoldgicamente los distintos tipos de

cantos en los anuros.
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| INTRODUCCION I

La estructura y funcion de los pulmones de los anfibios ha sido

motivo de distintos estudios desde el siglo XVII (Burggren, 1989).
Algunas de las razones para explicar este interés radica en que
dentro de los tetrapodos desde el punto de vista de su morfoldogia y
fisiologia los anfibios tienen los pulmones mas simples. Esta
simplicidad facilita enormemente la investigacion de fenémenos
basicos de la biologia pulmonar de los vertebrados. Otra razon seria
la capacidad de adaptaciéon de la fisiologia respiratoria que acompafa
al proceso de metamorfosis en este grupo de vertebrados. Estos
pasan por una transicion ontogenética desde una larva acuatica hasta
un adulto semi o totalmente terrestre con un estilo de vida
respaldado principalmente por un intercambio gaseoso pulmonar. La
morfologia y fisiologia basica de tal transicion es de gran interés para

los bidlogos.

1. Anatomia general del pulmén en los anfibios

Como se menciond en la introduccion general, los pulmones en
los anfibios presentan una variabilidad anatdmica donde los pulmones
tienen una forma ovoide o alargada y una superficie interna lisa o
plegada de acuerdo al orden considerado.

1.1 Irrigacién pulmonar

En los anfibios, la sangre que ingresa a la arteria pulmonar
proveniente de la auricula derecha, cuya sangre esta parcialmente
oxigenada debido a que el drenaje venoso de sangre oxigenada que

deja la piel se mezcla con el drenaje venoso proveniente de los
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tejidos del resto del cuerpo antes de entrar a la auricula derecha. La
sangre de la arteria pulmonar también contiene algo de sangre
proveniente de la auricula izquierda porque ambas auriculas vuelcan
su contenido dentro de un unico ventriculo con trabéculas. La
circulacion de la arteria pulmonar en los anfibios se origina en la
porcion final del cono arterial, el cual estd dotado de una valvula
espiral que da un giro practicamente completo, y hace que existan
canales por los que la sangre es enviada hacia los arcos sistémicos y
pulmocutdneos. En anfibios anuros, un tronco pulmocutaneo se
bifurca distalmente produciendo un par de arterias pulmonares y
pequefias arterias cutdneas que irrigan a la piel (Burggren, 1989)
(Fig. 2.1, a, b)

Vena pulmonar
Vdlvula sinoauricular

Viélvula

auriculoventricular
Vena

cardinal derecha
comin /

Vélvula espiral

Fig.2.1 a: Esquema del corazon de un anfibio tipico (Segun Kardong, 1995).
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Fig.2.1 b: Circulacién sanguinea en los arcos aorticos de los anfibios. (Segun
Kardong, 1995) Ad: aorta dorsal; Av: aorta ventral; Pc: arteria pulmocuténea; Ap:
arteria pulmonar; Ce: cardtida externa; Ci: carétida interna; Cc: cuerpo carotideo

De acuerdo con la longitud y estructura de la traquea,
bronquios y pulmones, las arterias pulmonares son muy cortas como
en Bufo marinus, o con una longitud intermedia como en Xenopus
laevis (Smith y Rapson, 1977), o de mayor longitud como en
Typhlonectes compressicauda (Burggren, 1989).

El patron general de distribuciéon de la arteria pulmonar dentro
del pulmén ha sido descripto para muy pocos anfibios (Burggren,
1989; Goniakowska-Witalinska, 1995). La mayor diferencia existente
en el patréon de perfusion se observa en los pulmones de dos anuros,
B. marinus y X. laevis (Fig. 2.2). En Xenopus, el cual tiene un pulmoén
alargado, la arteria pulmonar corre como un tronco axial posterior a
lo largo de la longitud del pulmén, del cual parten vasos
perpendiculares circunferenciales a intervalos regulares. De ellas
surgen desde los vasos circunferenciales: cortas arteriolas, las cuales
abastecen a los capilares de la pared pulmonar y la de los septos
(Smith y Rapson, 1977).

En B.marinus, el cual tienen un pulmoén mas globular, la arteria
pulmonar se divide inmediatamente ingresando al paréngquima
pulmonar. Tres arterias mayores que corren de forma mas o menos

paralelas sobre la superficie pulmonar, emiten arterias radiales a
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intervalos regulares (Fig. 2.2). Una descripcion similar se determiné
en los pulmones de Rana esculenta y Rana temporaria (Burggren,

1989).
La circulaciéon venosa en Bufo y Xenopus es esencialmente una

imagen especular de la distribucion arterial de los vasos.

Xenopus laevis

Fig. 2.2 Representacion del patron circulatorio sanguineo en X. laevis y B. marinus.
—®  Direccién del flujo sanguineo (Segiin Smith y Rapson, 1977). A: arteria
pulmonar; ca: arteria circunferencial; cv: vena circunferencial; iab: ramas arteriales;

ra: arteria radial; rv: vena radial; vt: vena tributaria; V: vena pulmonar.

Una considerable simplificacion de la circulacion se da en las
salamadras sin pulmones, donde el bulbo arterial es simple y el septo
interventricular esta poco desarrollado.

Una descripcion del sistema vascular estaria incompleta si no se

considera a los vasos linfaticos. Desafortunadamente es poco lo que
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se sabe sobre el sistema linfatico en general en los anfibios,
particularmente de la morfologia y fisiologia del sistema linfatico
pulmonar. Se sospecha que el vaso linfatico pulmonar podria jugar un
rol critico en mantener de manera apropiada el balance de fluidos en

los pulmones (Burggren, 1989).

1.2. Inervacion pulmonar

a) Fibras motoras

Existe una considerable informacion sobre la inervacion
eferente de los musculos lisos, pero ésta se extiende mucho menos
cuando se refiere a la vasculatura del puimén de los anfibios. Es de
destacar que los estudios existentes han sido en anuros,
particularmente en B. marinus.

Las fibras nerviosas tanto excitatorias como inhibidoras que
alcanzan a los pulmones provienen del tronco denominado vago-
simpatico. En los anfibios el nervio vago esta unido a una larga rama
de la cadena simpatica, tal que el tronco del vago contiene ambos
elementos, simpatico y parasimpatico (Goniakowska-Witalinska,
1995).

El rol de la inervacion eferente del pulmoén no es muy clara,
aunque su morfologia ha sido descripta para algunos anuros. La
contraccion regional del musculo liso podria jugar un rol en el ajuste
de la superficie respiratoria de los "“alvéolos” pulmonares. La
contraccion de estos musculos durante la inspiracion y espiracion

podrian facilitar la ventilacion pulmonar (Burggren, 1989).
b) Fibras sensoriales

La inervacion aferente en los pulmones de los anfibios, ha sido

objeto de pocos estudios. Hasta el momento no se sabe con total
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claridad el sitio exacto, y la estructura receptora sensorial en los
pulmones, ni el recorrido de las fibras de regreso al sistema nervioso
central.

Algunos estudios indican que los pulmones de los anuros
contienen mecanorreceptores estimulados para adaptar el volumen
pulmonar asi como mecanorreceptores sensibles a cambios locales en
los niveles de O, y CO; (Burggren, 1989).

2 Aspectos histologicos

2.1 Pared pulmonar

La pared pulmonar presenta tres componentes, una capa
externa formada por un epitelio simple plano, una capa de tejido
conectivo y una capa interna constituida por un epitelio ciliado o bien
un epitelio respiratorio. La capa de tejido conectivo contiene
fibroblastos, fibras musculares lisas, fibras elasticas, melanoforos,
ocasionalmente células sanguineas migratorias y mastocitos. Ademas
contiene arterias, venas, arteriolas y vénulas, asi como numerosos
capilares sanguineos.

La pared pulmonar, especialmente la capa media e interna,
puede formar numerosos septos de primero, segundo y tercer orden,
los cuales delimitan grandes cavidades descriptas como sacos

gaseosos o alvéolos (Fig.2.3).
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2.2 Parénguima pulmonar

2.2.1 Generalidades

Los pulmones de los anfibios estan bien vascularizados y
presentan una superficie interna variable la cual puede ser lisa o
estar septada.

Segun Smith y Campbell (1976) los niveles de tabicaciéon
(primarios, secundarios, terciarios) en el pulmén de los anfibios estan
diferenciados por sus distintas alturas, a partir de una base comun
gue es la capa interna de la pared pulmonar de donde se originan.

La delgada pared de los septos esta dilatada en la porcidon
apical por un rodete de fibras musculares lisas las cuales estan
acompanadas por venas, en el caso de los septos de primero y
segundo orden (Fig. 2.3). La superficies laterales de todos los septos
y el extremo apical de los septos terciarios estan revestidos por un
epitelio respiratorio, mientras que el extremo apical de los septos
mayores estan tapizados por un epitelio pseudoestratificado ciliado
con o sin células caliciformes. A ambos lados de los septos se ubican

los capilares sanguineos (Goniakowska-Witaliriska, 1995).

Fig.2.3

Esquema representando el
patron de septacion del
pulmén de un Anuro.
(Segun Goniakowska
Witalinska, 1995).

1: septo primario;

2: septo secundario;

3: septo terciario;

A: arteria;

MI: musculo liso;

Pp: pared pulmonar;
V: vena.
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2.2.2 Parénquima pulmonar en los tres érdenes de anfibios

La superficie interna del pulmén en el orden Apoda como en el
caso de Chthonerpeton indistinctum y Siphonops annulatus esta
caracterizada por la presencia de un solo tipo de septo corto y romo
que forma una red de mallas poligonales, limitando cada poligono a
un alvéolo poco profundo. Los septos estan formados por un estroma
conjuntivo, revestido exclusivamente por un epitelio respiratorio. Por
ese estroma corren haces musculares lisos y una densa red de fibras
elasticas. En la porcion anterior del pulmoéon se observa en las
especies estudiadas la infiltracion de cartilago hialino. El epitelio
ciliado existe unicamente en forma de una amplia banda diferenciada
que sigue interiormente el trayecto de la arteria pulmonar a lo largo
del 6rgano (De Carlo, 1980; Kuehne y Junqueira, 2000) (Fig. 2.4 a)

Los urodelos estan asociados principalmente a ambientes
acuaticos mas que a terrestres. Los tritones europeos como Triturus
y Proteus asi como algunas especies americanas Ccomo
Cryptobranchus, Notophthalmus o Necturus poseen pulmones
pobremente vascularizados con una superficie interna lisa (Noble,
1957; Okada et al. 1962; Meban, 1977; Goniakowska-Witalinska,
1980 a,b; 1995) (Fig. 2.4 c). Esta caracteristica pulmonar, que
cumple aqui mas bien una funcién hidrostdtica y menos respiratoria
se considera por algunos autores (Goodrich, 1930; Marcus, 1927)
como posiblemente secundaria, consecuentes al fendmeno de
reduccion, dada la existencia en tales pulmones de grandes arterias
pulmonares, casi del mismo diametro que el de las propias cavidades
respiratorias. Para Noble (1957) la simplicidad de la estructura de los
pulmones, en este grupo, podria resultar por una degeneracion o bien

por la conservacion de rasgos larvales.
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En las especies anteriormente mencionadas, el intercambio
gaseoso se produce a través de la superficie bucofaringea y la piel
(Burggren, 1989).

En otras especies de urodelos como en Amphiuma, Siren
(urodelos acuaticos) y Salamandra o Hynobius (urodelos terrestres)
los pulmones juegan un rol predominante en el intercambio gaseoso.
En estos casos, la superficie interna no es lisa, sino que esta provista
de numerosos, aunque cortos, septos de primer, segundo y tercer
orden (Goniakowska-Witalinska, 1978; Meban, 1979; Bell y Stark-
Vancs, 1983; Matsumura y Setoguti, 1984). Estos pulmones son
anatomicamente similares al de los peces pulmonados (Maina, 1987;
Goées de Moraes, 2001) (Fig. 2.4 d).

Los septos de primer, segundo y tercer orden, de diferente
longitud, se interconectan entre si formando una red que penetra
dentro del lumen y lo dividen en numerosas camaras de diferentes
tamanos (Okada, et al., 1962; Dietrich, 1975; Smith y Campbell,
1976; Goniakowska-Witalinska, 1986, Maina, 1989; Goniakowska-
Witalinska y Cutz, 1990 (Fig.2.2, 2.4 ¢).

En el caso de anuros acuaticos como Pipa pipa y Xenopus
laevis, dos géneros de la familia Pipidae, la estructura interna del
pulmdon muestra una importante division que produce la formacion de
pequenos y numerosos alvéolos lo cual lleva a un incremento de la
superficie respiratoria. Ademds, éstas dos especies tienen la
estructura interna pulmonar reforzada por cartilago. Este se
encuentra en la pared de los septos de primer orden en P.pipa y
formando engrosamientos sobre los extremos de los principales
septos en X. laevis. Tales engrosamientos probablemente ayuden a
evitar que los pulmones se colapsen cuando los animales permanecen

en el fondo de los cuerpos de agua debido a un aumento de la
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presion hidrostatica (Burggren, 1989; Goniakowska-Witalifiska,
1995).

N7 o ki ¥
LBV

L]

Fig. 2.4 Esquemas representando cortes transversales de pulmén en los tres ordenes de

Anfibios. a: Apoda; b, c: Urodela; c: Anura. (b y ¢ segiin Goniakowska-Witaliriska, 1995)

a) Epitelio ciliado

En los pulmones de los urodelos y anuros, el epitelio ciliado
cubre exclusivamente la parte apical de los septos de primer y
segundo orden, mientras que no sucede lo mismo en los septos de
los pulmones de los apodos como se describié anteriormente.

En especies del orden Urodela, como Salamandra salamandra,
Amphiuma tridactilum e Hynobius nebulosus una capa de epitelio
ciliado cubre la region apical de los septos (Goniakowska-Witalinska,
1978; Bell y Stark-Vancs, 1883; Matsumura y Setoguti, 1984). En
aquellas especies que poseen una superficie interna lisa como en
Triturus vulgaris, T. alpestris, T. cristatus carnifex el epitelio ciliado
estda localizado principalmente a lo largo de la vena y arteria
pulmonar (Okada et al. 1962; Czopek, 1965; Goniakowska-
Witalinska, 1980 a,b).
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En Anura, el epitelio ciliado se ubica en el extremo apical de los
septos de primero y segundo orden como se observa en Bufo bufo, B.
viridis, Bombina variegata y B. orientalis (Goniakowska-Witalinska,
1990, 1995). Los pulmones de Rana temporaria y R. esculenta
muestran la presencia de este tipo de epitelio solo en los extremos de
los septos de primer orden mientras que en Hyla arborea éste esta
reducido a pequenos parches irregularmente distribuidos
Goniakowska-Witalinska, 1986).

Las células ciliadas pueden estar distribuidas en un epitelio
simple o0 en uno pseudoestratificado como se observa en la mayoria
de los pulmones de los urodelos y anuros. Estas células se
caracterizan por tener forma columnar y un nucleo prominente. Las
observaciones con MET indican que la region supranuclear contiene
numerosas mitocondrias, un aparato de Golgi prominente, reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), microtibulos y ribosomas libres.
Especialmente en Urodela, se observa en el citoplasma una
abundante cantidad de cuerpos lamelares asi como de sus
precursores: cuerpos electronicamente densos y  cuerpos
multivesiculares, su superficie apical muestra numerosas cilias y
microvellosidades largas. Las células del epitelio ciliado y respiratorio
estan interconectadas por medio de zonula adherens, desmosomas e
interdigitaciones de membrana.

Entre las células ciliadas pueden ubicarse células caliciformes,
secretoras de mucus y células neuroendocrinas (ver Capitulo III para

éste ultimo tipo celular).

b) Epitelio respiratorio - Neumocitos

El epitelio respiratorio de los anfibios contiene un solo tipo de

neumocitos en contraposicion con los pulmones de los reptiles, aves y
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mamiferos donde hay dos tipos de neumocitos (I y 1I) (Meban, 1973;
1977, 1979; Goniakowska-Witalinska, 1978; 1980 a, b; 1986;
Matsumura y Setoguti, 1984). Sin embargo, algunos autores han
postulado la presencia de dos tipos de neumocitos para los anfibios
(Okada et al., 1962; Nagaishi et al., 1964).

Las observaciones con MEB han revelado que la mayoria de los
neumocitos se encuentran directamente sobre la pared de los
capilares. Esta uUltima disposicion aumenta el grosor de la barrera de
intercambio gaseoso, dificultando su eficiencia. El cuerpo celular de
un neumocito esta localizado en la red de capilares, mientras que sus
delgados procesos citoplasmaticos cubren los capilares adyacentes.
La superficie de los neumocitos esta cubierta por cortas
microvellosidades.

Al MET se observa que los neumocitos de los anfibios tienen un
nucleo de gran tamafio, abundantes mitocondrias, numerosas
cisternas de RER, complejo de Golgi, cuerpos multivesiculares y
reticulo endoplasmatico liso (REL). En la proximidad del complejo de
Golgi se encuentran pequefas vesiculas cuyo contenido muestra una
moderada densidad. La mayor parte del citoplasma esta ocupada por
cuerpos electronicamente densos (CD) en diferentes estados de
transformacion, asi como por numerosos cuerpos lamelares (CL).
Estos ultimos cuerpos son escasos en los pulmones cuya superficie es
lisa como en los tritones (Goniakowska-Witalinska, 1980 a, b) o no
han sido encontrados como por ejemplo en Triturus pyrrogaster y T.
cristatus (Okada et al., 1962; Meban, 1977).

El surfactante, agente tensioactivo, es producido en los
neumocitos, siendo posteriormente acumulado y almacenado en los
CD y en los CL. En algunas especies de anuros como Hyla arborea se
observa cuerpos multivesiculares fusionados con los CL. Los CL son

liberados por exocitosis al lumen donde gradualmente van formando
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una monocapa. En algunos casos los CL una vez en el espacio aéreo
forman figuras tubulares de mielina. Estas figuras son observables en
los pulmones de los vertebrados superiores sin embargo no son muy
frecuentes en los anfibios (Goniakowska-Witalinska, 1984;
Goniakowska-Witalinska, 1995).

En la mayoria de las especies del orden Urodela estudiadas
como S. salamandra, T. alpestris, T. cristatus carnifex y Amphiuma
tridactilum, los fosfolipidos liberados a partir de los CL forman
pequeiios o grandes agregados pero no pasan por un estado de
figuras tubular de mielina salvo Ambystoma mexicanum y Hynobius
nebulosus (Goniakowska-Witalinska, 1978; 1980a, b; Meban, 1977;
1979; Dierichs y Lindner, 1979; Stark-Vancs et al., 1984,
Matsumura, 1984). En el pulmodn de los apodos no se han encontrado
figuras de mielina (Welsh, 1981).

En los anuros las figuras de mielina son poco frecuentes, se han
observado como figuras escasas en los pulmones de H. arborea,
mientras que en R. temporaria y B. bufo las figuras de mielina
consisten en una doble membrana la cual esta distribuida
regularmente formando un reticulado (Goniakowska-Witalinska,
1984; Dierichs y Lindner, 1979).

c) Macrofagos

En contraste con lo observado en los pulmones de los
vertebrados superiores, los macrofagos no se encuentran
frecuentemente en la pared pulmonar, epitelio o lumen pulmonar de
los anfibios. El numero de macrofagos esta positivamente
correlacionado con el nivel metabdlico de los animales por eso es que
numerosos macrofagos se encuentran por ejemplo en A. tigrinum, B.
bufo y B. viridis (Goniakowska-Witalinska, 1995).
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Los macrofagos poseen un nucleo grande reniforme, numerosas
mitocondrias y lisosomas asi como cuerpos electrondenso. La
superficie celular presenta prolongaciones citoplasmaticas las cuales

facilitan el proceso de endocitosis.

d) Capilares sanguineos y la barrera de intercambio gaseoso

Por debajo del epitelio respiratorio se extiende una red de
capilares sanguineos que hacen protrusion al lumen. En los anuros,
por ejemplo en H. arborea o B. bufo, los capilares estan localizados
por debajo del epitelio ciliado (Goniakowska-Witalinska, 1986;
Goniakowska-Witalinska y Cutz, 1990).

Desde el punto de vista morfologico, la eficiencia del
intercambio gaseoso esta influenciada por dos factores principales: la
densidad de la red de capilares y el grosor de la barrera de
intercambio.

La barrera de intercambio gaseoso esta compuesta por tres
capas: un epitelio, un espacio intersticial y un endotelio. El epitelio se
corresponde con las prolongaciones citoplasmaticas delgadas de los
neumocitos donde la cantidad de organelas es escasa. En el caso de
barreras gruesas, el espacio intersticial presenta numerosas fibras
colagenas mientras que éstas estan ausentes en las barreras mas
delgadas. El endotelio capilar es delgado y relativamente liso en las
areas que participan en el intercambio gaseoso y engrosado con
algunas protrusiones en las areas que dan hacia el tejido conectivo.
Ademas de las tipicas organelas, las células endoteliales contienen
numerosas vesiculas pinociticas, cuerpos electrondenso y cuerpos
elongados de Weibel-Palade que son caracteristicos de las células
endoteliales de los mamiferos (Weibel y Palade, 1973). Esta UGltima

estructura fue observada en muchas especies de anfibios, aunque al

Q9



Cap. II: Pulmon - Imroduccién.%)

compararse con la de los mamiferos, muestra una alta densidad
electréonica (Goniakowska-Witalinska, 1978; 1986). El endotelio
pulmonar es los anfibios es continuo a diferencia del observado en los
mamiferos que es fenestrado (Gomi et al.,1987).

El objetivo de éste capitulo es el de caracterizar la anatomia e

histologia de los pulmones de B. arenarum y M.s. stelzneri.
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I RESULTADOS I

2.1 Pulmon de Bufo arenarum

2.1.1 Microanatomia

2.1.1.1 Microscopia optica

2.1.1.1.1 Estudio topografico

Los pulmones de Bufo arenarum son sacos delicados, de
aspecto esponjoso los cuales se comunican directamente con la
laringotraquea (Fig. 2.5). A través de la delgada pared pulmonar
puede observarse una red poligonal, donde cada poligono
corresponde a una camara. Estas camaras son de diferentes
tamanos, estan delimitados por la conexion de los septos (Fig 2.6).

La vista interna de la superficie pulmonar revela la presencia de
numerosos septos de primero, sequndo y tercer orden, los cuales
hacen saliencia dentro del lumen pulmonar incrementando Ila
superficie respiratoria (Fig 2.7).

La pared pulmonar presenta cuatro componentes. El
pleuroperitoneo, constituido por un epitelio simple plano (mesotelio)
con nucleos ovoides dispuestos sobre un delgado tejido conectivo
laxo. El segundo componente, de mayor grosor, esta formado por un
tejido conectivo denso con abundantes fibras colagenas, escasos
fibrocitos y delgadas fibras elasticas. Este segundo tejido no forma
parte de la estructura de los septos. El tercer componente se
caracteriza por tener un escaso tejido conectivo laxo con fibras
elasticas y fibras musculares lisas dispuestas como células aisladas o
bien en pequenos grupos formando delicados engrosamientos, este
se extiende hacia el interior del lumen pulmonar para formar el tejido
de sostén (eje) de los septos. También se destaca la presencia de

tres ramas provenientes de la arteria pulmonar que corren a todo lo
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largo de la pared pulmonar asi como ramas provenientes del nervio
vago. No se observa la entrada de la vena pulmonar. Por ultimo, se
encuentra un epitelio respiratorio que rodea a los capilares
sanguineos (Fig. 2.8 a, b, cy d).

Los septos pulmonares presentan en corte transversal un eje y
una dilatacion apical. La parte central del eje contiene una delgada
red de fibras colagenas, fibras elasticas y fibras musculares lisas
aisladas, acompanadas por fibrocitos, mastocitos y plexos nerviosos
Algunas regiones de los mismos estan engrosadas por rodetes de
musculo liso dispuestos longitudinal y/o transversal (Fig. 2.9 a, b, cy
d). Ambos lados de los septos estan revestidos por un epitelio
respiratorio. Los extremos apicales de los septos, en corte
transversal, son redondeados u ovalados y presentan una dilatacion
dada por un rodete de fibras musculares lisas, fibras elasticas, tejido
conectivo laxo y una veénula (Fig. 2.10)

Los tres tipos de septos presentes pueden ser reconocidos por
el tipo de epitelio que reviste el extremo apical. Los septos de primer
orden poseen un epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con
células caliciformes (Fig. 2.11 a, b). Los septos de segundo orden
tienen un epitelio similar pero carecen de células caliciformes. Los
septos de tercer orden estan revestidos solamente por un epitelio
respiratorio. Las células de éste epitelio, los pneumocitos, muestran
un cuerpo celular prismatico del cual se emiten delgados procesos
citoplasmaticos que se extienden sobre la superficie de los capilares
sanguineos (Fig. 2.12 a, b, ¢).

Los macrofagos alveolares son escasos en el lumen puimonar.
Estas células varian su forma de acuerdo a su estado funcional
pudiendo ser irreguiares con filopodios. El nucleo es irregular,

heterocromatico y el citoplasma es vacuolado (Fig. 2.13).
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Fig. 2.5 - Aspecto general del sistema respiratorio de Bufo arenarum fijado con

liquido de Bouin. 5x

Fig. 2.6 - Detalle de pulmén. Notese a través de la pared pumonar cimaras de

distinto tamaiio. 65x

Fig. 2.7 - Corte transversal del pulmoén. Tricromico de Masson modificado. 100x

Cb: cavidad bucal, pf pliegues faringeos, g: glotis, |: lumen, P: pulmoén, P;: septo
primario, P;: septo secundario, P3: septo terciario, Pp : pared pulmonar, V: rama del

nervio vago
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Fig. 2.8 a, b, ¢ — Detalles de la pared pulmonar. a) Tricromico de Masson

modificado, 1000x. b) Técnica de Friinkel, 400x. c) Semifino, 400x

c: capilar, cd: tejido conectivo denso, cl: tejido conectivo laxo, Er: epitelio respiratorio,

fe: fibras elasticas, fm: fibra muscular lisa, I: lumen, m: mesotelio,






Fig. 2.8 d - Detalle de la pared pulmonar. Tricréomico de Masson modificado. 100X

ap: rama de la arteria pulmonar, Er: epitelio respiratorio, |: lumen, Pp: pared pulmonar,

V: rama del nervio vago

Fig. 2.9 a, b - Detalle de septos pulmonares. a) Tricrémico de Masson modificado,

b) Técnica de Friinkel. 300x

e: eje del septo, fe: fibras elasticas, fm: fibras musculares lisas, I: lumen, v: vénula






Fig. 2.9 ¢, d - Detalle de septo pulmonar. Tricromico de Masson modificado. 100X

c: capilar, Er: epitelio respiratorio, fa: fibras amielinicas, fm: fibras musculares lisas, L:

lumen, n: neurona

Fig. 2.10 - Detalle de extremo apical de un septo primario. Técnica de Friankel.

320x

Epc: epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con células caliciformes, fe: fibras

%

elasticas, " : rodete de fibras musculares lisas






Fig. 2.11 a, b - Detalle del epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado con células
caliciformes (cc) del extremo apical de un septo primario.

a) Tricromico de Masson modificado. 1000x. c) semifino, 800x

fm: fibras musculares lisas, td: tejido conectivo denso






Fig. 2.12 a - Aspecto general de un septo terciario. Tricromico de Masson

modificado. 100x

Fig. 2.12 b, ¢ - Detalle del epitelio respiratorio. b) Tricrémico de Masson

modificado, 1260x. c¢) Semifino, 2000x

c: capilar sanguineo, en: endotelio, Er: epitelio respiratorio, fc: fibras colagenas, fm:
fibras musculares lisas, I. lumen, ne: neumocito, P3. septo terciario, pc: proceso

citoplasmatico del neumocito, Pp: pared pulmonar, tc: tejido conectivo.






Fig. 2.13 - Detalle de macréfago en el lumen pulmonar (ma). Semifino, 1000x

Notese el aspecto del citoplasma y las prolongaciones}
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2.1.1.1.2 Estudio histoquimico

En el epitelio pseudoestratificado de los pliegues primarios se
alternan células caliciformes cuya secrecion da reaccion positiva al
acido peridodico de Schiff (APS). Con el objeto de determinar con
mayor exactitud la naturaleza de la secrecion de éstas glandulas
unicelulares se realizan las siguientes técnicas histoquimicas cuyos

resultados obtenidos se resumen en la tabla 1.

TECNICA RESULTADO FIGURA N°
APS +++ 2.14
KOH + AP*S + ----
KOH-AP*-Bh-APS + -—--
AB pH 2,5 +++/++ 2.15
AB pH 1,0 ++ ——--
AB pH 0,5 + 2.16
+++ APS
MOWRY 2. 17
++ AB/++APS
+++ HALE
HALE-APS 2.18
++ APS
ORCEINA + AB ++ 2.19
AY ++ 2.20
+AY
AB + AY 2.214a,b
+AB / + AY
METILACION SUAVE +
37°C + AB pH
METILACION FUERTE - ———-
60°C + AB pH

Tabla 1: APS: Reaccidn del acido periddico de Schiff, AB: azul alcian;
AY: amarillo alcian; KOH + AP*S y KOH-AP*-Bh-APS (ver materiales y
métodos). Intensidad de la reaccion: +++: fuerte; ++: moderada; +: débil;

-: sin reaccion
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Fig. 2.14 a 2.17 - Noétese en cada una de las fotografias la coloracion de las células
caliciformes del epitelio apical de un septo primario de acuerdo a la técnica

histoquimica realizadas. 400x

2.14 - Técnica de APS.

La secrecion de las células caliciformes presenta glicoconjugados neutros.

2.15 - Técnica de AB pH 2,5
Notese células caliciformes con distinto grado de alcianofilia (cabeza de flecha roja y

amarilla). Esta técnica demuestra la presencia de glicoconjugados acidos.

2.16 - Técnica de AB pH 0,5
Notese células caliciformes con distinto grado de alcianofilia (cabeza roja y negra). Esto
demuestra que las células que se ven celestes presentan gran cantidad de

glicoconjugados sulfatados en compracion con aquellas donde la alcianofilia es débil.

2.17 - Técnica de Mowry
Notese células caliciformes cuya secrecion es de color fucsia (cabeza de flecha verde)
mientras que otras presentan un color violaceo (cabeza de flecha roja) indicativo de que

la secrecion de esas células tiene una mezcla de glicqconjugados neutros y acidos.






Fig. 2.18 a 2.21 - Nétese en cada una de las fotografias la coloracion de las células
caliciformes del epitelio apical de un septo primario de acuerdo a la técnica

histoquimica realizadas. 400x

2.18 - Técnica de Hale.

La secrecion de las células caliciformes presenta glicoconjugados del tipo acidos

2.19 - Técnica de Orceina combinada con AB
Notese la presencia de fibras elasticas en color marrén y la reaccidon positica (color
turqueza) de las células caliciformes, lo que corrobora la presencia de glicoconjugados

acidos

2.20 - Técnica de AY

La coloraciéon amarilla demuestra la presencia de glicoconjugados acidos carboxilados.

2.21 - Técnica de AB combinada con AY

Esta técnica indica la presencia de glicoconjugados carboxilados y sulfatados en una

misma célula caliciforme.
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2.1.1.2 Microscopia electronica

2.1.1.2.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las observaciones con MEB muestran que la superficie interna
del pulmén de B. arenarum no es lisa ya que presenta numerosos
septos que delimitan camaras o celdas de tamafo decreciente (Fig.
2.22). Las camaras de primer orden, son las mas grandes, estas se
subdividen en camaras de menor tamafo, de segundo orden. Estas
ultimas, a su vez, se fragmentan por los septos aun menos
prominentes en las cdmaras mas pequefias de tercer orden (Fig. 2.23
a, b).

Los septos de los distintos o6rdenes (primario, secundario y
terciario) presentan cada uno de ellos una morfologia diferente en su
apice que coincide con lo observado con microscopia optica. En los
septos primarios se observa una superficie ciliada interrumpida por
células caliciformes mientras que los septos secundarios estan
cubiertos en su totalidad por células ciliadas (Fig. 2.24)

La porciéon apical de los septos presenta una dilatacion que en
corte transversal contiene una vena y un paquete de células
musculares lisas constituyendo el rodete muscular (Fig. 2.25).

Las paredes laterales asi como el extremo apical se los septos
terciarios, poseen saliencias que se corresponde con los capilares
sanguineos revestidos por las delgadas prolongaciones de los
pneumocitos (Fig. 2.26, 2.27, 2.28).

2.1.1.2.2 Microscopia electréonica de transmision (MET)

Cada pneumocito tiene una porcion engrosada o cuerpo celular
donde se ubica el nucleo y delgados procesos citoplasmaticos. Estos

procesos cubren la superficie adyacente de los capilares y forma la
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capa externa de la barrera de intercambio gaseoso. La superficie
apical de los pneumocitos presenta microvellosidades, mas
numerosas en la porcion del cuerpo celular que en los procesos
citoplasmaticos (Fig. 2.29).

Los pneumocitos adyacentes estan unidos apicalmente por un
complejo de union el cual esta formado por una zonula occludens,
una zonula adherens y una macula adherens (Fig. 2.30). En un nivel
mas profundo se observan interdigitaciones entre las superficies
laterales de dos células contiguas que le permiten mantenerse unidas
(Fig. 2.31).

Los nucleos son pleomorficos y ocupan gran parte del volumen
celular. La heterocromatina esta distribuida principalmente en la
periferia y en algunos casos puede evidenciarse la presencia de un
nucléolo. El citoplasma presenta muchos ribosomas libres y un RER
muy desarrollado. Algunas mitocondrias ovoides y crestas escasas se
ubican tanto en el cuerpo celular como en la prolongacion
citoplasmatica.

En la region supranuclear de los pneumocitos se observa un
centriolo, pero el rasgo mas conspicuo en este tipo celular son los
diversos cuerpos de inclusion los cuales también se encuentran
encontrados en la region subnuciear o en el proceso citoplasmatico
(Fig. 2.31). Entre estos cuerpos de inclusion se destacan: cuerpos
lamelares (Cl), cuerpos muitivesiculares (Cmv) vy cuerpos
electrondenso (Ce). Los ClI son esféricos u ovoides y contienen
numerosas membranas paralelas en disposicion concéntrica (Fig.
2.31). Estas membranas son lisas y muestran ondulaciones alrededor
de un centro formado por un material electrondenso (Fig. 2.32). Otro
tipo de Cl contienen unas pocas membranas gruesas, paralelas entre
si, inmersas en una matriz electronltucida (Fig. 2.33). Los cuerpos
multilamelares estan constituidos por pequefios grupos de Cli

separados entre si por un material electronltcido (Fig. 2.34). Los Cli
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maduros pueden observarse en el lumen pulmonar donde sus
membranas comienzan a disociarse (Fig. 2.35). Los Cmv se
encuentran proximos a los Cl, cerca del borde apical de la célula, y
contienen un numero variable de pequenas vesiculas incluidas en una
matriz de baja densidad electronica (Fig. 2.36). Algunos Cmv
presentan una matriz con una marcada densidad electrénica. Los Ce
son cuerpos esféricos de diferente tamafio que contienen un material
homogéneo electrondenso (Fig. 2.31, 2.37). Los tres tipos de
inclusiones descriptas estan rodeados por una membrana simple.

Los componentes de la barrera de intercambio gaseoso son: la
extension citoplasmatica de los pneumocitos, el espacio intersticial y
las células endoteliales de la rica red capilar. El espacio intersticial
esta limitado por la Iamina basal de los pneumocitos y la lamina basal
de la célula endotelial. En algunas regiones, a menudo, estas dos
laminas basales se fusionan. La barrera puede estar ensanchada
debido a la presencia de fibras colagenas. Una caracteristica tipica de
la barrera de intercambio es el gran numero de vesiculas
micropinociticas presentes tanto en el endotelio como en el epitelio

del pneumocito adyacente al espacio intersticial (Fig. 2.38).



Fig. 2.22 — Aspecto general de un pulmén abierto longitudinalmente. MED. 15%

Fig. 2.23 a — Detalle de cimaras de distinto tamaiio delimitadas por pliegues. MEB.

45x

Fig. 2.23 b — Esquema tridimensional de la arquitectura pulmonar. 1, 2, 3: cimara

faveola primaria, secundaria, terciaria.

c: capilares, P;: septo primario, P;: septo secundario, P3: septo terciario, Pp: pared

pulmonar, L: lumen






Fig. 2.24 - Detalle de la superficie luminal de un septo primario. MEB. 2000%
cc: célula caliciforme, ci: cilias

Fig. 2.25 - Corte transversal de septos pulmonares. MEB. 45x

Er: epitelio respiratorio, Py: plicgue primario, P3: pliegue terciario, Rc: red de capilares,

Rm: rodete muscular.

Fig. 2.26 - Red de capilares (Er) tapizando al epitelio respiratorio. MEB. 200X






Fig. 2.27 - Detalle de septo pulmonar revestido por epitelio respiratorio (Er).

MEB. 1500x
c: capilar, er: erotrocito, fc: fibras colagenas.
Fig. 2.28 - Detalle de epitelio respiratorio. MEB. 3000x

c: capilar sanguineo, er: eritrocito, fc: fibras colagenas, N: nicleo

Fig. 2.29 — Neumocito cubriendo con sus procesos citoplasmaticos a capilares

sanguineos adyacantes (c). MET. 2570x

ce: cuerpo electrondenso, cl: cuerpo lamelar, er: eritorcito, N: nucleo, nu: nucleolo.

Cabeza de flecha: microvellosidades






Fig. 2.30 — Detalle del complejo de union entre dos neumocitos. MET. 36900x

Fig. 2.31 — Detalle de un neumocito. MET. 19200x

Fig. 2.32, 2.33 — Distintos tipos de cuerpos lamelares. 2.32) 33000x 2.33) 30000x

Ce: cuerpo electrondenso, ce: centriolo, Cl: cuerpo lamelar, Cu: complejo de union, Im:
interdigitaciones de membrana, I: lumen, Ib: amina basal, Ma: macula adherens, Mv:
microvellosidades, N. Nucleo, Rer: reticulo endoplasmatico rugoso, tc: tejido conectivo

Za: zonula adherens, Zo: zonula occludens, *: centro electrondenso






Fig. 2.34 — Detalle de cuerpos multilamelares (MI) en el citoplasma de ufl

neumocito. MET. 53000x

Fig. 2.35 — Cuerpo lamelar secretado al lumen () pulmonar. MET. 20000x

Notese el acimulo de vesiculas (cabeza de flecha negra) en el lumen del pulmén.

Fig. 2.36 - Detalle del citoplasma de un neumocito. MET. S0000x
Notese la diversidad de cuerpos electrondenso (Ce) y multivesiculares (Cmv) en el

citoplasma.
Fig. 2.37 — Cuerpo multivesicular (cabeza de flecha blancas). MET. 76500x

Fig. 2.38 — Detalle de la barrera de intercambio gaseoso. MET. 35300x
Compuesta por el proceso citoplasmatico de un neumocito (pc), el espacio intersticial
(Ei) conteniendo fibras colagenas (fc) y el endotelio (En) del capilar sanguineo (c).

Notese la abundancia de vesiculas micropinociticas (cabeza de flecha negra).

ce: centriolo, I: lumen, 1b: lamina basal, N: nucleo, ri: ribosoma
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2.2 Pulmdn de Melanophryniscus stelzneri stelzneri

Los pulmones de M.s.stelzneri presentan una pared
delgada muy pigmentada a través de la cual se aprecia un entramado
dado por la presencia de camaras de distinto tamanos (Fig. 2.38).

2.2.1 Estudio microanatdémico

2.2.1.1 Microscopia optica

La superficie interna del pulmoén de M. s. stelzneri es plegada
debido a la presencia de septos que al anastomosarse dividen al
lumen pulmonar en camaras (Fig. 2.39).

La pared pulmonar es delgada constituida por tres
componentes: uno externo, formado por células mesoteliales situadas
sobre una delgada capa de tejido conectivo denso, una capa media
de tejido conectivo laxo conteniendo escasos fibrocitos, cromatdéforos
y delgadas fibras elasticas. Ademas pueden encontrarse fibras
musculares lisas aisladas o bien dispuestas en paquetes asociados
con vasos sanguineos asi como con nervios mielinicos. El componente
mas interno esta formado por capilares sanguineos revestidos por
prolongaciones citoplasmaticas de los pneumocitos (Fig. 2.40).

En seccion transversal puede observarse que el interior de los
pulmones presenta Unicamente septos terciarios orientados hacia el
centro del lumen (Fig. 2.41). El eje que forma el septo, esta formado
por una delgada red de fibras colagenas y elasticas, fibras musculares
lisas aisladas y nervios mixtos. En corte transversal el extremo apical
es redondeado debido a la presencia de un rodete de tejido muscular
liso, fibras elasticas y tejido conectivo y una vénula. Ambos lados de
fos septos asi como su extremo estan cubiertos por una red de
capilares los cuales estan revestidos por los pneumocitos (Fig. 2.42).

El epitelio respiratorio puede estar ocasionalmente interrumpido por
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un epitelio cldbico ciliado o por cuerpos neuroepiteliales (Fig. 2.43,
2.44).

2.2.1.2. Microscopia electrénica

2.2.1.2.1 Microscopia electronica de barrido

El parénquima pulmonar forma una red poligonal la cual divide
al lumen en camaras de distinto tamario. Estas celdas poco profundas
estan definidas por la interconexion de septos terciarios (Fig. 2.45).
La superficie interna del pulmoén esta revestida por pneumocitos. Este
tipo celular presenta sobre su superficie libre numerosas
microvellosidades cortas. Los pneumocitos presentan delgados
procesos citoplasmaticos que se entienden sobre los capilares (Fig.
2.46). Como muestra la Fig. 2.47 y 2.48 el epitelio respiratorio esta
interrumpido por parches de células ciliadas largas asi como por
protrusiones cupuliformes cubiertas por los procesos de los
pneumocitos vecinos. Estas protrusiones aparecen dispersas sobre la
superficie de los septos terciarios, principaimente en la zona de unién

de dos septos.

2.2.1.2.2 Microscopia electrénica de transmision

El epitelio respiratorio esta constituido por pneumocitos. Estos
tienen una forma irregular con una porcion engrosada que contiene el
nucleo y un proceso citoplasmatico delgado que cubre a los capilares.
El cuerpo celular se sitla principalmente entre los espacios
intercapilares. La superficie libre de estas células respiratorias tienen
cortas microvellosidades (Fig. 2.49). Los pneumocitos proximos entre
si, estan unidos en la porcién apical por una barra terminal, mientras
que la porcion mas profunda presentan interdigitaciones de
membrana (Fig. 2.50).
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La barrera de intercambio gaseoso esta compuesta por una
capa externa formada por el proceso citoplasmatico del pneumocito,
una capa media correspondiente al espacio intersticial y una capa
interna formada por las células endoteliales. El espacio intersticial
esta limitado por la lamina basal de los pneumocitos y de las células
endoteliales y ademas contiene fibras colagenas. Las membranas de
dos células endoteliales continuas se solapan entre si y se unen por
una zonula occludens. Por debajo de las superficies de las
membranas plasmaticas basales y luminales se distinguen numerosas
vesiculas de pinocitosis (Fig. 2.51).

El nucleo de los pneumocitos muestra irregularidades en su
contorno y ocupa gran parte del volumen de la célula. El citoplasma
presenta abundantes ribosomas libres y cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso. Proximas al conspicuo complejo de Golgi
puede observarse vesiculas de variados tamafios. Las mitocondrias
presentan escasas crestas y se encuentran dispersas en el citoplasma
(Fig. 2.52).

En los pneumocitos pueden reconocerse tres tipos diferentes de
cuerpos citoplasmaticos: los cuerpos lamelares (Cl), los cuerpos
electron denso (Ced) y los cuerpos multivesiculares (Cmv). Los cl se
distinguen con el MET como pilas de laminas membranosas paralelas
entre si. Otros tipos de Cl presentan en su interior membranas
inmersas en un material licido. Un tercer tipo de cl esta caracterizado
por la incorporacion en su interior de Cmv. Los cuerpos
multilamelares estan formados por grupos de Cl separados uno de
otros por un material electronltcido. Después que los cl son liberados
dentro del lumen por exocitosis, gradualmente las membranas
comienzan a disociarse. Los Cmv contienen un variado numero de
pequefias vesiculas con un contenido de densidad electrénica
moderada, incluidas en una matriz licida. Los Ced son esféricos y

contienen un material homogéneo electrondenso. Todos estos
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cuerpos citoplasmaticos estan rodeados por una membrana simple
(Fig. 2.53 a, b, ©).

Las células ciliadas son cubicas y poseen cortas
microvellosidades sobre su superficie luminal. El nucleo es
pleomorfico y su membrana nuclear muestra algunas invaginaciones
(Fig. 2.54 a, b). Se encuentran numerosas mitocondrias asociadas a

las dos raices estriadas de los cuerpos basales.



Fig. 2.38 - Aspecto general del pulmon de Melanophryniscus stelzneri stelzneri. 10x

Notese la presencia de camaras (CA) de distintos tamafio.

Fig. 2.39 - Corte transversal del pulmon moostrando la arquitectura interna.
Semifino, 100x

Solo un tipo de septo (P;) es observado protruyendo en el interior del lumen (I)
pulmonar. Notese la presencia de engrosamientos musculares asociados con vasos

sanguineos (cabeza de flecha blanca) en la pared pulmonar (Pp).

Fig. 2.40 - Detalle de la pared pulmonar. Semifino. 1500x
Presencia de un mesotelio (m) externo, una capa central de tejido conectivo laxo (tc) y
un epitelio respiratorio (Er) interno asociado a capilares sanguineos (c). Notese la

presencia de cromatoforos (Cr) y nervios (Ne) en la pared pulmonar.

Fig. 2.41 - Detalle de un septo terciario. Semifino. 400x
El septo presenta un eje (¢) y una dilatacion apical formada por un rodete de fibras
musculares lisas (fm). Todo el septo esta tapizado por epitelio respiratorio (Er) el cual

esta asociado a capilares sanguineos (c).

Fig. 2. 42 — Detalle del epitelio respiratorio. Semifino. 2000x

Epitelio respiratorio compuesto por neumocitos (ne) localizados entre capilares
sanguineos (c). El citoplasma de los neumocitos presenta una apariencia esponjosa.

Fig. 2.43 — Detalle del epitelio ciliado (ci). Semifino. 1000x

Fig. 2.44 — Detalle de cuerpo neuroepitelial (cne) ubicado en la pared pulmonar

(Pp). Semifino. 1250x

¢: capilar, Cr: cromatoforos, e: eritrocito, fm: fibras musculares lisas, I: lumen






Fig. 2.45 — Superficie interna pulmonar. MEB. 85x

Las camaras (ediculos) (Ed) estan formadas por la interconexion de septos terciarios

(P3).

Fig. 2.46 — Epitelio respiratorio. MEB. 1500x

La red de capilares estan cubiertos por los delgados procesos citoplasmaticos (pc). Los
cuerpos celulares (Cc) estan localizados profundamente en la red de capialres o a los
lados de los capilares. Notese las microvellosidades (cabezas de flecha rojas)

localizadas en la zona de union entre dos células.

Fig. 2.47 — Porcion de un septo terciario (P3) con pequeiias areas con células

ciliadas (ci). MEB. 1000x

Fig. 2.48 — Detalle de protruciones (cabeza de flechas verdes) localizadas sobre un

septo terciario (P3). MEB. 630x






Fig. 2.49 — Capilares sanguineos (c) cubiertos por una prolongacion citoplasmatica

delgada proveniente de los neumocitos (ne). MET. 4400x

Fig. 2.50 — Detalle del complejo de union (Cu) entre dos neumocitos. MET. 18000x

Fig. 2.51 — Detalle de la barrera de intercambio gaseoso. MET. 27000x

Formada por el proceso citoplasmatico del neumocito (pc), un espacio intersticial (Ei)
conteniendo fibras colagenas y el endotelio capilar (En). Notese la presencia de
vesiculas micropinociticas (cabezas de flecha blancas). Algunas de ellas se encuentran

proximas a la lamina basal (cabezas de flecha negras).

Fig. 2.52 - Porcion del citoplasma de un neumocito. MET. 28800x

Se destaca el complejo de Golgi (G) rodeado or vesiculas de distinto tamafio, ribosomas
libres (ri), reticulo endoplasmatico rugoso (Rer), y diferentes tipos de inclusiones
osmiofilicas, cuerpos electrondenso (Ce), cuerpos multivesiculares (Cmv) y cuerpos

multilamelares (*).

Fig. 2.53 a, b, ¢ — Distintos tipos de cuerpos osmiofilicos. MET. a) 30000x, b)
12600x, c) 60000x

Cmv: cuerpo multivesicular, I: lumen, (*) centro electronlucido






Fig. 2.54 a, b - Células ciliadas. MET. a) 9000x, b) 20000x

Cu: Complejo de unién, G: complejo de Golgil: lumen, M. mitocondrias, Mv:

micovellodades, N: nacleo, Re: raices ciliadas. Cabeza de flecha roja: interdigitacion de

membrana.
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l DISCUSION Y CONCLUSIONES I

La arquitectura general de los pulmones de Bufo arenarum y

Melanophryniscus stelzneri stelzneri es similar a la de otras especies
de anuros ya estudiadas como Rana temporaria, R. esculenta
(Dierich, 1975), Bufo marinus (Smith y Campbell, 1976), R. pipiens
(Stratton et al., 1980), Hyla arborea (Goniakowska-Witalinska, 1985,
1986) y Chiromantis petersi (Maina, 1989).

Los pulmones estan divididos internamente por septos que
delimitan celdas o camaras de distinto tamano en todas las especies
mencionadas. La diferencia entre estas especies citadas y M. s.
stelzneri, radica en que en esta Ultima hay un solo tipo de septo
mientras que en las demas la estructura interna es mucho mas
compleja debido a la interconexion de septos de primer, segundo y
tercer orden que protruyen dentro del Ilumen pulmonar
compartimentalizandolo en dichas camaras.

Muchos autores clasificaron a los septos teniendo en cuenta su
longitud (Goniakowska-Witalinska, 1995). Por lo tanto en esta tesis
se plantea que lo mas adecuado para la diferenciacion de los tres
tipos de septo es la morfologia del epitelio que reviste su extremo
apical, ya que la utilizacion de distintos métodos de fijacion, asi como
los distintos grados de distension del pulmon modifican la longitud de
los septos pero no la organizacion del epitelio.

Una segunda cuestion a considerar es la terminologia que debe
utilizarse para denominar a las camaras o celdas. Los diferentes
investigadores se han referido a estas unidades respiratorias de los
anfibios con el término de alvéolos (Goniakowska-Witaliriska, 1995).
Teniendo en cuenta que el parénquima pulmonar en los anuros se
asemeja mucho mas al de los reptiles que al de los mamiferos, se

considera que lo mas apropiado seria utilizar la nomenclatura
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empleada para estos ultimos por Dunker (1972) y Perry (1999).
Estos autores clasifican al parénquima en: trabecular, edicular y
faveolar. En el parénquima trabecular los paquetes de fibras
musculares lisas y el tejido elastico que forma el eje de las trabéculas
(septos segun este trabajo de tesis) forman parte de la pared
pulmonar donde determinan una red poligonal, cada poligono
(camara) se denomina cubiculo. Si un cubiculo es mas ancho que
profundo, entonces el parénquima es edicular. Si es mas profundo
que ancho, es faveolar (Fig. 2.55).

El parénquima puede ser clasificado de acuerdo a su
distribucién dentro del pulmén como homogéneo o heterogéneo. Es
homogéneo cuando el tipo de parénquima es el mismo en toda la
superficie pulmonar interna, mientras que es heterogéneo cuando

presenta distintos tipos de parénquima en dicha superficie (Fig.

2:55).
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Fig. 2.55 Esquema representando las variaciones macroscdpicas de la estructura
pulmonar en reptiles. Se ilustra: el tipo estructural de pulmén, el tipo y la
distribucion del parénquima. CL: lumen central del pulmon; E: ediculo; F: faveola;
IB: bronquio intrapulmonar; P: parénquima; T: musculo liso de la trabécula.
(Segtn Perry, 1999)

105




Cap. II: Pulmon -Discusion y Conclusiones.’%)

Por lo tanto para B. arenarum y M. s. stelzneri, se determind
que el parénquima es faveolar para el primero y edicular para el
segundo y que la distribucion del mismo es homogénea para ambas
especies.

En el extremo apical de los septos los epitelios observados, en
B. arenarum y el Unico determinado en M. s. stelzneri coinciden con
el descripto para otras especies tanto con microscopia optica como
electronica.

Los septos de primer orden presentan un epitelio
pseudoestratificado cilindrico ciliado con abundantes células
caliciformes. Estas glandulas unicelulares secretan hacia el pulmén un
mucus que de acuerdo con el analisis histoquimico y las
observaciones de distintos tipos de granulos en su citoplasma permite
concluir que en B. arenarum hay tres poblaciones de células
caliciformes: 1) con predominio de glicoconjugados neutros; 2) con
glicoconjugados carboxilados y neutros y 3) con glicoconjugados
sulfatados solamente.

El mucus mantiene la superficie epitelial hGmeda evitando su
desecacion y ademas ayuda a prevenir el daino causado por agentes
infecciosos y por particulas (Faillard y Schauer, 1972). Aquellos
glicoconjugados que contienen residuos sulfatados funcionarian
primariamente como lubricantes, la secrecion de sialomucinas y
glicoconjugados sulfatados se incrementa en condiciones irritantes.
Se ha sugerido que los residuos de acido sialico juegan un rol
importante en la defensa y proteccion de la superficie pulmonar
contra parasitos, virus o toxinas asi como también una funcion
lubricante (Castells et a/., 1990, 1991).

Las diferencias observadas en el contenido del mucus en las
células caliciformes podrian depender de las condiciones ambientales.

La predominancia de células ciliadas en la zona apical de los

septos de primero y segundo orden en B. arenarum y en los parches
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aislados en los septos del pulmoén de M. s. stelzneri podria indicar que
estas estructuras estan relacionadas con un posible rol en el
desplazamiento del mucus y de particulas extrafias evitando que
alcancen la superficie respiratoria. Las células ciliadas también
pueden contribuir a dispersar el surfactante sobre la superficie
pulmonar.

La pared pulmonar y el eje de los septos contienen fibras
elasticas y fibras musculares lisas que permiten al pulmoén expandirse
cuando el aire es forzado a ingresar por la contraccién de los
musculos del piso de la cavidad bucal. Durante este proceso los
pulmones estan sujetos a una presion positiva.

Los pulmones de B. arenarum y M. s. stelzneri, asi como en la
mayoria de los anuros estudiados, presenta un uUnico tipo de
neumocito que combina las caracteristicas ultraestructurales
encontradas en las células alveolares tipo I y II de los pulmones de
mamiferos. Sin embargo Okada et a/. (1962) sugirié que las células
alveolares de Rana nigromaculatata y Bufo vulgaris japonicus pueden
ser clasificadas en dos tipos de acuerdo a la ubicacion de los
neumocitos en relacion con los capilares adyacentes. Consideramos
en esta tesis que tal distincion es innecesaria ya que no existen
diferencias citologicas entre dichas células. Los pulmones de la rana
arboricola Chiromantis petersi, al igual que los pulmones de los
vertebrados superiores, presenta dos poblaciones distintas de
neumocitos: los neumocitos tipo I son células planas con extensas y
delgadas prolongaciones y los neumocitos tipo II o granulares
presentan microvellosidades y se caracterizan por la presencia de
cuerpos lamelares en su citoplasma (Maina, 1989). Los neumocitos
de B. arenarum y M. s. stelzneri son similares a los neumocitos tipo
IT de Ch. petersi.

Desde un punto de vista filogenético la presencia de un solo

tipo de neumocito en el pulmén de los anfibios y en los peces
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pulmonados es una condicion primitiva mientras que en Ch. petersi la
aparicion de dos tipos distintos de neumocitos es un caracter
derivado y representa una convergencia con los vertebrados
superiores.

En cuanto al patrdn de irrigacion, el de B. arenarum es similar
al de B. marinus.

La ultraestructura de los neumocitos en B. arenarum y M. s.
stelzneri es basicamente similar al de otras especies de anuros
citadas anteriormente. Los neumocitos de estas especies aparentan
estar morfoldgicamente adaptados al cambio de tensiones. Aunque el
rol que juegan las microvellosidades sobre el extremo apical de los
neumocitos no esta claramente comprendido se podria especular que
las microvellosidades podrian ser reservas de membrana plasmatica
cuando el pulmon se distiende. Algunos autores consideran que estas
expansiones celulares estarian involucradas en el mantenimiento de
una capa superficial fluida (Meban, 1973). Un hecho que soporta esta
hipotesis es que los neumocitos de M. s. stelzneri asi como el de
otras especies de anuros, que carecen de células caliciformes en sus
pulmones, presentan abundantes vesiculas citoplasmaticas. Estas
vesiculas podrian aportar algun tipo de mucosustancia con el
proposito de proteger a los neumocitos como fue descripto por
Goniakowska-Witalinska (1980 a, b; 1986).

Las interdigitaciones laterales de los neumocitos, podrian
contribuir a la distension del pulmoén ocasionando cambios en la
forma de la célula.

Los neumocitos en ambas especies estudiadas contienen tres
tipos diferentes de cuerpos de inclusion osmiofilicos: cuerpos
electrondenso, cuerpos lamelares y cuerpos multivesiculares. Existe
en la literatura varias hipotesis relacionadas con el origen de los
cuerpos lamelares en mamiferos. Ellas postulan que los cuerpos

lamelares derivan de mitocondrias, cuerpos multivesiculares o del
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reticulo endoplasmatico (Sorokin, 1966, Callas y De Groodt, 1976;
Stratton, 1984). De acuerdo con las observaciones obtenidas en el
estudio de los neumocitos de B. arenarum y M. s. stelzneri se
propone que los diferentes cuerpos representan distintas etapas en
la sintesis, almacenamiento y liberacion del surfactante (Fig. 2.56).
En la proximidad del reticulo endoplasmatico rugoso y cerca del
complejo de Golgi aparecen vesiculas con una moderada densidad
(etapa 1) las cuales se mantienen independiente unas de otras, pero
se rodean de una membrana limitante formandose un cuerpo
multivesicular (etapa 2) o bien se pueden fusionar para dar origen a
cuerpos electrondensos (etapa 3). En una etapa posterior, una
disminucion de la densidad electronica de un cuerpo electrondenso va
acompanada de la formacion de membranas lamelares. La
incorporacion de cuerpos multivesiculares dentro de cuerpos
lamelares (etapa 4) solo se observd en M. s. stelzneri. En B.
arenarum los cuerpos multivesiculares se han observado siempre
proximo a los lamelares. La incorporacion de cuerpos multivesiculares
puede tener una connotacion adicional. Williams y Benson (1981)
utilizando técnicas inmunocitoquimicas, demostraron que los cuerpos
multivesiculares presentes en los pulmones de las ratas era el sitio
donde se producia la asociacion proteinas-lipidos. Se puede suponer
que en M. s. stelzneri una proteina sintetizada en el reticulo
endoplasmatico rugoso, transformada en el complejo de Golgi vy
almacenada en las vesiculas de los cuerpos multivesiculares puede
incorporarse a los fosfolipidos de las membranas lamelares. Los
cuerpos lamelares maduros son exocitados al lumen del pulmoén
(etapa 5) donde los fosfolipidos de los cuerpos lamelares forman
complejas figuras de mielina. Al final el surfactante se extiende sobre
el revestimiento de los ediculos o faveolas como una monocapa. El
surfactante reduce la tension de la interfase aire-epitelio. Sin una

adecuada secrecion del surfactante los ediculos o faveolas
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colapsarian. En no mamiferos, el surfactante parece actuar como un
anti-aglutinante previniendo la adhesion de las superficies
respiratorias hecho que ocurre cuando los pulmones se colapsan y no
pueden ser expandidos. Sin un anti-aglutinante, la inspiracion
después que los pulmones colapsan seria mucho mas dificultosa a
tensiones superficiales bajas del fluido que interviene entre las
superficies de contacto (Daniels et al., 1998).

La existencia de un grupo de células con caracteristicas de
células enddcrinas interrumpiendo el epitelio respiratorio de M. s.
stelneri se amplia y se discute su posible funcion en el capitulo III del
presente trabajo.

Los macréfagos observados en el lumen del pulmdén de B.
arenarum se encuentran asociados con el epitelio respiratorio. En
esta localizacion, estan en contacto directo con el aire inhalado, las
toxinas ambientales y las bacterias y de este modo sirven como
defensa contra estas particulas complementandose su funcion con el
rol que desempefian las células ciliadas y las células caliciformes.

La reduccion de la complejidad de la estructura pulmonar en M.
s. stelzneri en cuanto a una menor compartimentalizacion del
pulmén en comparacion con otros bufénidos como B. arenarum o B.
marinus podria deberse a que la respiracion cutdnea y bucofaringea
podria complementar a la respiracion pulmonar, consecuentemente
los pulmones serian mas simples.

Considerando que M.s.stelzneri es una especie que habita por
arriba de los 1.000 m de altura en un microambiente especial, debajo
de rocas, se podria suponer que una disminucion en los niveles de
oxigeno podria ocasionar cambios pulmonares tanto anatémicos
como fisioldgicos. Para asegurar una mayor distribucion de oxigeno
se incrementaria la cantidad de capilares sanguineos o aumentaria la
superficie de intercambio a expensas del epitelio ciliado y se reduciria
el grosor de la barrera de intercambio gaseoso.
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A fin de corroborar estas hipotesis seria necesario realizar un
estudio morfométrico comparado entre las dos especies en estudio
con el fin de analizar distintos parametros como el volumen
pulmonar, la superficie respiratoria vs. superficie no respiratoria
(epitelio ciliado) asi como el grosor de la barrera de intercambio
gaseoso.



CAPITULO 111

CUERPOS
NEUROEPITELIALES



Cap. III: Cuerpos neuroepiteliales ~Introduccion %=

I INTRODUCCION I

Esta fehacientemente comprobado que el sistema

neuroendocrino es un componente mas del sistema respiratorio. Este
sistema esta constituido por células epiteliales enddcrinas asociadas
con fibras nerviosas (Van Lommel et al/, 1999). Tales células se
encuentran en el tracto respiratorio ya sea aisladas o en acamulos,
en el primer caso se las denomina células neuroendocrinas (NE)
mientras que en el segundo caso se habla de cuerpos neuroepiteliales
(CNE).

Los CNE fueron identificados por primera vez en el pulmén de
neonatos humanos (Lauweryns y Peuskens, 1972) y en conejo
(Lauweryns et al., 1972), y mas tarde en todas las clases de
vertebrados, desde los peces a los mamiferos ( Cook y King, 1969;
Walsh y Mclelland, 1974; Goniakowska-Witalinska, 1981; 1986;
Scheuermann et al., 1983; 1989, Scheuermann, 1987; Zaccone et
al., 1989a, b; Van Lommel y Lauweryns, 1993, a, b).

Los CNE estan distribuidos sobre la superficie respiratoria de los
pulmones y protruyen delicadamente hacia el espacio aéreo. Cada
CNE esta constituido por células epiteliales especiales denominadas
células corpusculares (CC) las cuales pueden o no estar en contacto
con el lumen pulmonar. Ultraestructuralmente, estas células
contienen numerosas vesiculas con un material central granular a las
cuales se las denominé vesiculas con centro electrondenso (VCD) y a
las que se les adjudica una funcidon secretora (Van Lommel et al.,
1998).

Los CNE presentan terminaciones nerviosas que penetran entre
las CC y los neumocitos y cuyas caracteristicas morfologicas se
asemejan a una terminacion sensorial (Lauweryns y Van Lommel,
1987). Desde una perspectiva funcional, las evidencias indican que

113



Cap. I1I: Cuerpos neuroepiteliales - Introduccion %=

los CNE responderian especificamente a condiciones de hipoxia
(Lauweryns et al. 1977; Youngson et al., 1993).

La presencia de NE y CNE en el epitelio del pulmon de los
anfibios ha sido motivo de varios estudios por parte de muchos
investigadores. Mediante el uso combinado de técnicas de
microscopia de fluorescencia, inmunohistoquimica y microscopia
electronica permitieron determinar que las NE y los CNE contenian
mediadores quimicos citoplasmaticos como la 5- hidroxitriptamina
(5-HT) y neuropéptidos hormonales como bombesina, péptido
liberador de gastrina, calcitonin y sustancia P (Rogers y Haller, 1978;
1980; Wasano y Yamamoto, 1978; Cutz et al., 1986; Goniakowska-
Witalinska, 1986; Scheuermann et al., 1989; Goniakowska-Witalinska
and Cutz, 1990; Bodegas et al., 1993).

Como se mencion6 en el capitulo II, en el pulmon de
Melanophryniscus stelzneri stelzneri el epitelio respiratorio esta
interrumpido por parches de células ciliadas y por cuerpos
neuroepiteliales que hacen saliencia hacia el lumen pulmonar.

El proposito de éste capitulo es el de caracterizar la morfologia
de estos cuerpos mediante microscopia oOptica y microscopia

electronica de barrido y transmision.
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l RESULTADOS I

3.1 Microscopia Optica

Las observaciones con microscopia Optica indican que cada
cuerpo neuroepitelial (CNE) esta formado por células corpusculares
(CC) localizadas muy proximas entre si. Estan distribuidos sobre la
superficie de los septos asi como sobre la capa interna de la pared
pulmonar. En ambos casos, hacen protrusion hacia el lumen
pulmonar. Es caracteristico de estos cuerpos su ubicacion proxima a
los capilares sanguineos.

Las CC se caracterizan por tener un nucleo oval y un citoplasma

con aspecto vacuolado (Fig. 3.1).

3.2. Microscopia Electrdnica

3.2.1. Microscopia electrénica de barrido

Los CNE tienen una forma hemiesférica, se elevan sobre la
superficie de los septos terciarios (Fig. 3.2). En contraste con la
superficie de los neumocitos adyacentes, la superficie luminal de
estos corpusculos esta caracterizada por la presencia de

microvellosidades con aspecto foliaceo (Fig. 3.3).

3.2.2. Microscopia electronica de transmision

Las observaciones muestran que la estructura corpuscular
observada al MEB se corresponde con los CNE, los cuales son
cupuliformes y se extienden desde la lamina basal hacia la supeficie

luminal. Los CNE estan separados del espacio aéreo y del tejido
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conectivo basal por un proceso citoplasmatico apical y basal
perteneciente a los neumocitos vecinos (Fig. 3.4, 3.5a). Estos
neumocitos son diferentes del resto de los neumocitos por el gran
numero de vesiculas con una densidad electronica baja encontradas
en su citoplasma (Fig. 3.5a). Estan conectados a las CC vecinas por
medio de una zonula occludens y una macula adherens (Fig. 3.5b).
Los capilares continuos estan ubicados cerca del polo basal de los
CNE, inmediatamente por debajo de la lamina basal o bien entre el
tejido conectivo subyacente (Fig. 3.4, 3.5a, 3.6).

Los CNE pueden estar constituidos desde 2 a 6 CC pero la
morfologia, numero y disposicion exacta de las mismas varia con el
plano de corte. Las CC estan adheridas fuertemente entre si por
desmosomas. Los nucleos de las CC son esféricos u ovales con una
ligera indentacion. Estan ubicados centraimente y contienen parches
de heterocromatina situadas sobre la membrana nuclear. Es posible
observar con claridad los poros de dicha membrana (Fig. 3.5a, 3.7).

El citoplasma de la CC es menos denso que el de los
neumocitos adyacentes desde el punto de vista de la densidad
electronica. Presenta un complejo de Golgi bien desarrollado, con
cisternas distendidas y numerosas vesiculas de aspecto claro.
Ademas contiene  microfilamentos,  mitocondrias, vesiculas
electronlucidas, cortos fragmentos de reticulo endoplasmatico rugoso,
ribosomas libres generalmente localizados en la parte basal de la
célula y un centrosoma (Fig. 3.8a, 3.8b, 3.9).

La caracteristica mas notoria de las CC es la presencia de
numerosos granulos secretores denominados vesiculas con centro
electrondenso (VCD). Estan distribuidos en todo el citoplasma pero
tieden a acumularse cerca del complejo de Golgi (Fig. 3.8a) asi como
en la region basolateral de la célula (Fig. 3.6, 3.7, 3.9).

Los VCD tienen principaimente forma esférica, pero también
pueden ser polimorficas. Usualmente entre el material central denso
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y la membrana simple que lo limita, un espacio claro de 15 a 35 nm
de ancho. En el caso en que el material denso se ubique
excéntricamente, éste esta adherido a la membrana limitante. El
diametro externo de los VCD tiene un rango de 80 a 110 nm. El
tamano, forma y densidad electronica de los VCD no sélo varia entre
célula y célula sino que aun dentro de una misma célula. Algunos
VCD se los observa en contacto con la membrana plasmatica de la
célula con su membrana celular limitante completa o ligeramente
incompleta (Fig. 3.9, 3.10).

Las observaciones muestran que los CNE estan asociados con
fibras nerviosas aferentes y eferentes morfologicamente. Estas
terminaciones nerviosas estan localizadas entre las CC asi como entre
las CC y los pneumocitos. Sin embargo, la inervacion mas conspicua
se encuentra en la region basal de los CNE (Fig. 3.5a, 3.6, 3.7, 3.10,
3.11 a).

Las fibras nerviosas aferentes son relativamente voluminosas y
estan caracterizadas por contener mitocondrias, algunas vesiculas
electronlicidas con un diametro entre 40 nm a 100 nm y escasas
VCD. Algunas terminaciones nerviosas exhiben una marcada
proporcion de mitocondrias desorganizadas asi como cuerpos
lamelares. Por otro lado, las terminaciones nerviosas eferentes son
mas pequefias que las anteriores y se distinguen por la acumulacion
de pequeias vesiculas con un material de baja densidad y con un
diametro comprendido entre los 40 nm y 60 nm (Fig. 3.10, 3.11 a).
En algunas secciones es posible observar una membrana en cuyo
interior aparece una zona caracteristicamente aferente y otra zona
con una morfologia tipicamente eferente (Fig. 3.11 a).

Ademas se pudieron observar uniones sinapticas entre las CC y
las terminaciones nerviosas. Estas uniones se caracterizan porque la
membrana de la CC esta engrosada por un depoésito de material

electrondenso, mientras que la membrana de la terminacidon nerviosa
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permanece uniforme. Las membranas sinapticas estan separadas por
un espacio de 25 nm de ancho. Las VCD se acumulan cerca de la
zona engrosada electrondensa de la superficie de la CC (Fig. 3.11 b).



Fig. 3.1 - Pulmon de Melanophryniscus steltneri stelzneri mostrando un cuerpo
neuroepitelial (NEB) formado por células corpusculares (*). Semifino. 1250x
Notese la presencia de capilares sanguineos proximo a un NEB.

A: espacio aéreo, m: melanoforo, W: pared pulmonar

Fig. 3.2 - Septo de tercer orden, indicando la posicion de los NEB (cabeza de

flecha). MEB. 540x

Fig. 3.3 - Cuerpo neuroepitelial elevindose de la superficie de un septo de tercer
orden (S). MEB. 4850x

Notese el aspecto de las microvellosidades (M)

Fig. 3.4 - Cuerpo neuroepitelial. MET. 2800x

Notese los procesos citoplasmaticos apical (acp) y basal (bcp) separando a las células
cospusculares (CC) del espacio aéreo (A) y del tejido conectivo subyacente (ct)
respectivamente. Un capilar sanguineo (c) esta localizado proximo a los NEB.

p: neumocito






Fig. 3.5 a - Neumocito proximo a un NEB con vesiculas electronlicidas (cabeza de
flecha) en el proceso citoplasmatico apical (acp). MET. 5600x

Notese terminaciones nerviosas eferenes entre las células corpusculares (CC) y los
neumocitos (p).

A: espacio aéreo, bcp: proceso citoplasmatico basal, c: capilar sanguineo, ct: tejido

conectivo, N: nicleo. Flecha: poro en la membrana nuclear

Fig. 3.5 b - Detalle de la union entre procesos citoplasmaticos apicales de dos
neumocitos. MET. 20000x

(*): desmosoma, cabeza de flecha: zonula occludens

Fig. 3.6 — Detalle del citoplasma de un NEB. (MET). 5600x

El citoplasma de las células corpusculares (CC) contienen pequefias vesiculas con
centro electrondenso (dcv) y mitocondrias (mi) en la region basal.

Notese un nervio eferente (E) en la parte basal del NEB.

c. capilar sanguineo, e: endotelio, F: fibroblasto, N. nucleo

Fig. 3.7 - Célula corpuscular y proceso apical de un neumocito. MET. 7500x
dcv: vesiculas con centro electrondenso, E: terminacion nerviosa eferente, 1b: cuerpo

lamelar, mi: mitocondria. Cabeza de flecha: poro en la membrana nuclear

Fig. 3.8 a, b - Detalle del citoplasma de una célula corpuscular. MET.

a) Notese los microfilamentos (f), las vesiculas con centro electrondenso (dcv) asi como
la mitocondria con crestas paralelas (cabeza de flecha). 49300x

b) Obsérvese la presencia de vesiculas de aspecto claro (cabeza de flecha) y vesiculas
con centro electrondenso (dcv) en la proximidad del complejo de Golgi (G). Un

centrosoma (flecha) se unica cerca del complejo de Golgi. 46000x






Fig. 3.9 - Porcion basal de una célula corpuscular. MET. 25300x
Obsérvese la abundante cantidad de vesiculas con centro electrondenso. Algunas de
ellas estan en contacto con la membrana basal.

f: paquetes de microfilamentos, N: nucleo, RER: reticulo endoplasmatico rugoso

Fig. 3.10 - Vesiculas con centro electrondenso (cabeza de flecha) cerca de la
membrana basal. MET. 17700x

Notese las terminaciones nerviosas eferentes (E) y aferentes (A) en en tejido conectivo
(ct) cerca de la lamina basal (bi).

bep: proceso citoplasmatico basal

Fig. 3.11 a - Terminaciones nerviosas aferentes (A) y eferentes (E). MET. 31000x
Terminaciones nerviosas morfologicamente aferentes presentan vesiculas conteniendo
un material electronlucido, algunas vesiculas con centro electrondenso y mitocondrias
(mi).

Terminaciones morfolégicamente eferentes se caracterizan por tener numerosas
vesiculas con material electronlucido.

Notese la zona de contacto sinaptico (S)

Fig. 3.11 b - Unién sindptica entre una célula corpuscular (CC) y una terminaciéon
nerviosa (Ne). MET. 54400x
Notese la acumulaciéon de vesiculas con centro electrondenso sobre una de las

membranas engrosadas por el depodsito de material electrondenso
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l DISCUSION Y CONCLUSIONES I

Los cuerpos neuroepiteliales (CNE) en los anfibios han sido

objeto de estudio por algunos investigadores. Fueron observados con
microscopia electronica de barrido (MEB) en muy pocas especies,
situados en la region apical o lateral de los septos de primer y
segundo orden, principalmente en el punto donde ellos se bifurcan, y
en algunas especies de anuros, también sobre los septos de tercer
orden (Goniakowska-Witalinska, 1997).

Los CNE pueden estar ubicados profundamente bajo un epitelio
ciliado, lo que impide su reconocimiento con MEB, como sucede en la
Rana nigromaculata (Wasano y Yamamoto, 1978) o bien pueden
protruir hacia el lumen pulmonar. El grado de protrusién varia entre
las especies: 1) ligeramente protrusible, como en Bombina orientalis
e Hynobius nebulosus, 2) con forma abovedada como en Hyla
arborea, o 3) como una protrusion esférica localizada sobre los
principales septos, como en Bufo marinus y B. viridis (Goniakowska-
Witalinska, 1986; 1981; Goniakowska-Witalinska y Cutz, 1990;
Goniakowska- Witalinska et al., 1990; Matsamura, 1985; Roger y
Haller, 1978).

En el caso de Melanophryniscus stelzneri stelzneri es de
destacar que los CNE ademas de estar ubicados sobre los septos
terciarios, como se menciondé para otros representantes de este
orden, se encuentran también en la capa interna de la pared
pulmonar haciendo protrusiéon hacia el lumen pulmonar como el resto
de los CNE.

Estos cuerpos en los anfibios se caracterizan por presentar una
considerable diversidad, de ahi que sean clasificados de acuerdo a si
estan comunicados o no con el lumen pulmonar. Los CNE pueden ser

del “tipo abiertos” como los que se encontraron exclusivamente en
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Bufo marinus (Roger y Haller, 1980) y en Ambystoma tigrinum
(Goniakowska- Witalinska et al., 1992). En estas dos especies de
anfibios, los CNE estan en contacto con el espacio aéreo por medio de
una unica célula situada apicalmente. Esta célula posee
microvellosidades cortas y una Uunica cilia cuya organizacion
microtubular es del tipo 8+1. Esta misma disposicion ha sido
encontrada en el epitelio bronquiopulmonar de los mamiferos donde
los CNE estan comunicados usualmente con el espacio aéreo a través
de las células neuroendocrinas (NE) que se extienden hasta el lumen
y poseen microvellosidades cortas sobre su superficie (Scheuermann,
1997; Adriaensen et al., 2003).

La mayoria de los anfibios poseen CNE del “tipo cerrado” los
cuales estan completamente cubiertos por células ciliadas como en
Rana nigromaculata (Wasano y Yamamoto, 1978) o por células
caliciformes como en Hynobius nebulosus (Matsamura, 1985). Los
CNE pueden estar también cubiertos por una delgada capa de
neumocitos y/o células ciliadas como en el caso de Hyla arborea
(Goniakowska-Witalinska, 1986; 1981), Bombina variegata, Bufo
bufo, Bufo viridis (Goniakowska- Witalinska y Cutz, 1990) y Bombina
orientalis (Goniakowska- Witalinska et a/., 1990).

Los CNE de M.s.stelzneri pertenecen a éste ultimo tipo y ellos
estan cubiertos por una delgada prolongacion citoplasmatica
proveniente de los neumocitos adyacentes (Fig. 3.12).

Las observaciones con microscopia electronica de barrido
muestra que las microvellosidades de los neumocitos que cubren a
los CNE en M.s.stelzneri es diferente al del resto de los neumocitos. A
pesar de una ausencia de evidencias fisioldégicas, se puede presumir
que el area amplificada de la superficie provista por las
microvellosidades esta asociada con una mayor recepcion de

estimulos del tipo quimico o mecanico. Debido a la conformacién de
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Fig. 3.12 Esquema resumiendo las observaciones realizadas en un cuerpo

neuroepitelial (NEB) en el pulmén de Melanoplryniscus stelzneri stelzneri.

A: terminacion nerviosa aferente, apc. proceso citoplasmatico apical, bcp; proceso
citoplasmatico basal, bl: lamina basal, c: capilar sanguineo, CC: células corpusculares,
ce: centrosoma, ct: tejido conectivo, dcv: vesiculas con centro electrondenso, E:
terminacion nerviosa eferente, f microfilamentos, G: complejo de Goigi, L: lumen, mi:

mitocondria, P: neumocito, S: union sinaptica
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los CNE en M.s.stelzneri sus CCs podrian responder a sustancias
quimicas presentes en el lumen pulmonar via los neumocitos.

Los CNE en algunas especies estan en contacto directo con la
lamina basal, aungue en otras especies como en Ambystoma
tigrinum, Bombina orientalis (Goniakowska- Witalinska, 1997) o M.
s.stelzneri, estan separados en algunas areas de esa lamina por una
delgada prolongacion citoplasmatica proveniente de las células
vecinas como podrian ser neumocitos, células ciliadas o células
caliciformes.

Ademas se han descripto células neuroendocrinas en el epitelio
respiratorio de mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces
(Scheuermann, 1987; Scheuermann y De Groodt-Lasseel, 1982). Sin
embargo en M.s.stelzneri solamente las CC se disponen en acumulos
constituyendo los CNE.

En todos los anfibios estudiados incluyendo a M.s.stelzneri las
CC estan adheridas entre si. Una excepcion a esto es Bombina
variegata, en el cual las CC estan separadas por procesos
citoplasmaticos provenientes de las células ciliadas que las rodean
(Goniakowska- Witalinska y Cutz, 1990). Esta morfologia también fue
observada en los CNE de aves (Cook y King, 1969) y algunos
mamiferos (Sorokin y Hoyt, 1989).

Una comparacion de las vesiculas con centro electrondenso
(VCE) de M.s.stelzneri y las presentes en otras especies de anuros
estudiados indican que los VCE son similares en apariencia pero
difieren ligeramente en el tamano, ademas de carecer por completo

de algunas de tamafio grande (ver tabla 1).
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Especie Pequenos VCE [ Grandes VCE Referencia
Bufo marinus 60-100 - Roger y Haller, 1978
Bufo bufo 30-140y 210-450 Goniakowska- Witalinska y
170-420 Cutz, 1990
Bufo viridis 30-140y 210-450 Goniakowska- Witalinska y
170-420 Cutz, 1990
Melanopryniscus 80-110 - -
stelzneri stelzneri
Bombina orientalis 60-100 y - Goniakowska- Witalinska et
120-200 al., 1990
Bombina variegata 52-130 300-700 Goniakowska- Witalinska y
Cutz, 1990
Hyla arborea 54-110 290-862 Goniakowska- Witaliriska,
1981
Rana nigromaculata 60-110 - Wasano y Yamamoto, 1978

Tabla 1. Rango de diametros (en nm) de los VCE presentes en los CNE de los pulmones de

algunas especies de anuros.

Los resultados del presente estudio demuestran que las CC de
de un CNE en el pulmon de M.s.stelzneri tienen caracteristicas
ultraestructurales similares a las células neuroendodcrinas pulmonares
presentes en el epitelio de las vias intrapulmonares de humanos y de
todos los vertebrados con respiracion aéerea investigados hasta el
momento. Por analogia con otras células neuroendodcrinas y aunque
esto todavia no ha sido verificado mediante experimentos fisioldgicos
o técnicas inmunohistotoquimicas en esta especie, las VCE podrian
almacenar sustancias bioactivas como aminas biogénicas o péptidos
reguladores (Scheuermann, 1987; Adriaensen y Scheuermann, 1993;
Goniakowska-Witalinska, 1997; Van Lommel et al., 1999; Adriaensen
et al., 2003). La principal amina biogénica presente en las CC de
mamiferos y otros vertebrados incluyendo a los anfibios, es la

serotonina (5-HT). Aparentemente esta sustancia esta involucrada en
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la sintesis, almacenamiento y liberacion de péptidos reguladores que
coexisten con ella y actta como un bronco y vasoconstrictor
(Goniakowska- Witalinska, 1997).

Las diferentes morfologias de VCD observados en el estudio de
M.s.stelzneri podrian representar distintos estadios dentro de un ciclo
secretor o bien podria ser fases diferentes de maduracion. La
variacion de densidad del material ubicado en el centro de los VCD es
posible que se deba a la reserva de diferentes sustancias. La
localizaciéon de los VCD cerca del compliejo de Golgi indica que esta
organela esta involucrada en la formacion de estas vesiculas.

Algunos estudios fisiologicos y morfologicos indican que las
sustancias bioactivas son liberadas desde los VCD por exocitosis
(Scheuermann, 1987; 1997). Por lo tanto, considerando que los VCD
en M.s.stelzneri son observados en el polo basal de las CC en
contacto con la membrana plasmatica y que en algunos casos sus
membranas limitantes estan incompletas, se sugiere que las CC
liberan por exocitosis su contenido hacia el espacio intercelular
(funcion paracrina) o bien hacia los capilares sanguineos (funcion
endocrina). Los VCD también pueden vertir su contenido dentro de
las terminaciones nerviosas intracorpusculares, en este caso la
sustancia secretada podria actuar como un neurotransmisor.

El estudio de los CNE en M.s.stelzneri ha demostrado que
contienen terminaciones nerviosas con mitocondrias y terminaciones
nerviosas pequefias provistas con vesiculas electrolucidas. Estas
terminaciones pueden ser consideradas morfolégicamente del tipo
aferente (sensitivas) y eferente (motoras) respectivamente. Estos
términos son usados para las fibras nerviosas que conducen hacia y
desde el sistema nervioso central respectivamente.

Los nervios intraepiteliales frecuentemente hacen contacto
sinaptico con las CC, como se observdé en otros anuros (Roger y
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Haller, 1978; Goniakowska-Witalinska y Cutz, 1990; Goniakowska-
Witalinnska, 1986; 1997).

Como en otros vertebrados, la union sinaptica entre las CC y la
fibra nerviosa en M.s.stelzneri, muestra una polaridad aferente, la
cual es deducida por la morfologia de las membranas que participan
en ella. La membrana engrosada y discontinua de la CC es la
membrana presinaptica mientras que la membrana uniforme de la
terminacion nerviosa es la membrana postsinaptica. A lo largo de la
membrana presinaptica es caracteristico observar la acumulaciéon de
VCD. Este complejo contacto sinaptico fue descrito por primera vez
con el nombre de sinapsis reciproca para el sistema nervioso central
de los vertebrados. En el sistema nervioso periférico, este tipo de
sinapsis fue encontrado en el cuerpo carotideo y en el ganglio
cardiaco. Algunos investigadores han sugerido que en la region de
union de la sinapsis reciproca, la terminacion nerviosa es
postsinaptica a las CC, mientras que componentes sindpticos
adyacentes interactuan en direccion inversa (Scheuermann, 1987).
Por lo tanto en M.s.stelzneri las uniones sinapticas estan adaptadas a
transmitir impulsos desde las CC hacia las terminaciones nerviosas.
Aunque hasta el momento no se tienen evidencias neuroanatéomicas,
se propone sobre la base de este estudio que la inervacion de los CNE
de M.s.stelzneri es principalmente del tipo sensorial.

Hasta el presente no existen estudios fisioldogicos en anfibios
que provean una informacion fidedigna sobre como funcionan los CNE
o qué tipo de estimulo desencadenaria la liberacion de la secrecion
almacenada en los VCE. Sin embargo ias observaciones morfoldgicas
presentadas en éste capitulo podrian indicar que los neumocitos
percibirian algun tipo de estimulo tal como una sustancia quimica o
una tension mecanica en la pared pulmonar dado su posicion
estratégica en el pulmoéon (sobre septos o en la pared interna

pulmonar). Los neumocitos que rodean a las CC con sus procesos
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citoplasmaticos tanto apical como parcialmente en su base, podrian
transmitir tales estimulos a dichas células. Como consecuencia, las
CC liberarian una sustancia quimica que induciria un cambio local o
sistémico o podria disparar una respuesta local sobre la musculatura

lisa con el objeto de modificar la presion y/o volumen pulmonar.
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l CONCLUSIONES GENERALES |

De acuerdo a las observaciones realizadas se puede concluir

que el sistema respiratorio de Bufo arenarum y Melanophryniscus

stelzneri stelzneri presentan las siguientes caracteristicas:

¢ El sistema respiratorio de B. arenarum y el de M. s. stelzneri
presentan dos partes bien diferenciadas: la laringotraguea (via

extrapulmonar) y los pulmones.

¢ Dada la similitud del aparato hiolaringeo de M. s. stelzneri con el
de otros bufénidos, es un elemento mas que justifica la
permanencia de M. s. stelzneri en este grupo.

¢ Del analisis morfoldgico del aparato hioideo y las cuerdas vocales
sumado a los caracteres analizados por otros autores se concluye

que M. s. stelzneri conserva mucho de los caracteres ancestrales.

¢ Se propone cambiar en la terminologia proceso bronquial por

proceso pulmonar dado su relacién anatomica con el pulmon.
¢ La laringotraquea de B. arenarum presenta una camara anterior y
otra posterior, mientras que M. s. stelzneri presenta solamente la

camara anterior.

¢ Las membranas primarias plegarse hacia el lumen de la

laringotraquea forman las cuerdas vocales.

¢ Las cuerdas vocales presentan en la zona media un sostén

cartilaginoso o fibroso.
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La cavidad laringotraqueal en B. arenarum a diferencia de M. s.
stelzneri no se abre directamente a los pulmones sino que

desemboca en un par de camaras “bronquiales”.

Los pulmones en ambas especies son delicados sacos divididos
internamente por septos que protruyen dentro del lumen pulmonar

compartimentalizandolo.

La diferenciacion de los tres tipos de septos debe basarse en la
morfologia del epitelio que reviste el extremo apical de los mismos

y no en su longitud.

Se propone un cambio en la terminologia utilizada para denominar
al parénquima pulmonar, dejando de lado el término de alvéolos.
En el caso de B. arenarum el parénquima pulmonar es faveolar,

mientras que en M. s. stelzneri es edicular.

El parénquima pulmonar tiene distribucion homogénea, en ambas

especies estudiadas .

Tanto la pared pulmonar como el eje de los septos presentan
fibras musculares y elasticas las cuales permiten la variacion del

volumen pulmonar.

En B. arenarum los septos de primer orden presentan un epitelio
pseudoestratificado cilindrico cilado con células caliciformes.
Mediante el analisis histoquimico se determind la presencia de tres
poblaciones de células caliciformes de acuerdo a la naturaleza de

su secrecion.
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La secrecidn mucosa liberada por las células caliciformes
mantienen la superficie pulmonar hiimeda, lubricada y la protege
contra el dafio causado por agentes infecciosos como parasitos,

virus, toxinas o particulas extrafias.

La presencia de células ciliadas en el pulmén indican que éstas
estan relacionadas con el desplazamiento del mucus y de
particulas extrafas asi como con la dispersion del surfactante

sobre la superficie pulmonar.

Los pulmones de B. arenarum y M. s. stelzneri presentan un unico
tipo de neumocito que combina las  caracteristicas
ultraestructurales encontradas en las células alveolares tipo I y II

de los pulmones de mamiferos.

Desde el punto de vista filogenético la presencia de un solo tipo de

neumocito en el pulmdn de los anfibios es un caracter primitivo.

La ultraestructura de los neumocitos es basicamente similar al de

otras especies de anuros estudiadas.

Los neumocitos contienen en su citoplasma tres tipos diferentes de
cuerpos de inclusion osmiofilicos: cuerpos electréndensos, cuerpos
lamelares y cuerpos multivesiculares. Se propone que los
diferentes cuerpos representan distintas etapas en la sintesis,

almacenamiento y liberacion del surfactante.
En B. arenarum la presencia de macrofagos en el lumen pulmonar

actuan complementando el rol que desempeiian las células ciliadas

y las células caliciformes.
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La reduccion en la complejidad de la estructura pulmonar en M. s.
stelzneri en cuanto a una menor compartimentalizacion del
pulmén en comparacion con B. arenarum podria deberse a que la
respiracion cutanea vy bucofaringea complementarian a la
pulmonar, por lo tanto la morfologia de los pulmones seria mas
simple.

Sobre la pared y los septos pulmonares se determind la presencia
de cuerpos neuroepiteliales (CNE) del tipo cerrado en M. s.

stelzneri .

Los CNE podrian responder a sustancias quimicas presentes en el

lumen pulmonar .
Se caracterizaron vesiculas con centro electrondenso (VCD), en el
citoplasma de las células corpusculares que conforman los CNE,

las cuales podrian almacenar sustancias bioactivas.

Los distintos tipos morfologicos de VCD son fases diferentes del

ciclo de maduracion.
Las sustancias liberadas de los VCD por exocitosis se vuelcan al
espacio intercelular, a los capilares sanguineos o bien a las

terminaciones nerviosas intracorpusculares.

Los CNE tendrian una funcion receptora-secretora.
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A partir del estudio del sistema respiratorio en Bufo arenarum y
Melanophryniscus stelzneri stelzneri se proponen a las especies
citadas como excelentes modelos bioldgicos para comprender la
relacion morfologia-funcion de la biologia respiratoria de los anuros y
se plantean nuevos interrogantes para ser dilucidados mediante

estudios experimentales y etoldgicos.
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l APENDICE I

» TECNICA DE WASSERSUG MODIFICADO para la laringotraquea
de anuros

Fijador: formol neutro al 10%

1- Sacar la piel y eviscerar. Es preferible raspar la superficie
para lograr que penetren los colorantes.

2- Lavar en agua destilada. Realizar varios cambios durante 2
dias.

3- Sacar el exceso de agua mediante una gradacion creciente

de alcohol etilico

R-OH 500°........... 90 minutos
R-OH 700........... 60 minutos
R-OH 809° .......... 30 minutos
R-OH 960 .......... 30 minutos

4- Sumergir la pieza durante 3 dias en una solucion de 20 mg
de Azul Alcian 8GX + 70 mi de R-OH 100° + 30 ml de acido
aceético glacial. Controlar que no se produzca una
sobrecoloracion de los cartilagos.

5- Para sacar el exceso del colorante utilizar R-OH 100° durante
1 dia, realizando por lo menos un cambio. Controlar que el
cartilago no se decolore.

6- Realizar un pasaje por alcohol etilico utizando para ello una

gradacion decreciente

R-OH 969°.......... 90 minutos
R-OH 700......... 90 minutos
R-OH 500 ........ 2 horas

R-OH 1509 ........ 2 horas
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7- Agua destilada......... 2 horas

8- Sumergir el material bioldgico en una solucién de hidréxido
de potasio al 0.5% hasta observar por transparencia a través
de la musculatura los huesos o bien la pérdida de tonicidad
de la musculatura.

9- Transferir a una solucion de hidrdéxido de potasio al 0.5% a
la que se le agrega suficiente cantidad de alizarina roja S
hasta tornar a la solucion de un color purpura profundo.
Dejar varios dias (4 dias) hasta visualizar a los huesos de
color rojo.

10- Pasar por una serie de soluciones 3:1, 1:1, 1:3 de hidroxido
de potasio y glicerina. Dejar por lo menos 24 horas en cada
una de ellas.

11- Para conservar la pieza para su posterior estudio guardar

en glicerina pura con 1 o 2 cristales de timol para evitar los

hongos o bacterias.

Resultados:
Cartilago: celeste
Hueso: rojo

TECNICA DE MASSON MODIFICADO (De Carlo, com.pers.)
Fijador: Zenker, Bouin, etc.

1- Desparafinar e hidratar. Se puede colodionar.
2- Coloracion
a) Hematoxilina de Carazzi, Erlich, Delafield o Mayer por
10 minutos
b) Viraje con agua comun hasta que se torne color violeta
¢) Fucsina acética ponceau de xilidina por 5 minutos
d) Lavado con agua destilada

e) Acido fosfomolibdico 1% por 5 minutos
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f) Sin lavar colorar con azul de anilina acéticade 2 a 5
minutos.
g) Lavar con agua acética 1% durante 15 minutos. Puede
omitirse éste paso si no es necesario diferenciar.
3- Deshidrar y montar

Resultados:

Nucleos: violeta

Citoplasma: rojo vivo

Fibras colagenas: azul intenso
Cartilago, mucus y matriz: azul claro

TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

1- A partir de muestras incluidas en parafina, los cortes se
desparafinaron completamente con dos cambios de 20
minutos en xilol.

2- Hidratar a partir de R-OH 100° hasta R-OH 70°

3- Lavado con PBS, 2 cambios de 5 minutos cada uno.

4- Incubacion con H;0; al 10 % durante 20 minutos. El objetivo
de este paso es el bloqueo de las peroxidasas enddgenas.

5- Lavado con PBS, 2 cambios de 5 minutos cada uno.

6- Bloqueo de proteinas

7- Incubaciéon en camara himeda con el anticuerpo especifico
(PGP 9.5 1:300) durante toda la noche a 4°C.

8- Lavado con PBS, 2 cambios de 5 minutos cada uno.

9- Incubacion con el segqundo anticuerpo biotinilado durante 60
minutos a temperatura ambiente (Vectastain Kit; Vector
laboratories, Burlingame).

10- Lavado con PBS, 2 cambios de 5 minutos cada uno.

11- Incubacion de las secciones con streptavidina-peroxidasa

durante 60 minutos.

12- Lavado con PBS, 2 cambios de 5 minutos cada uno.

13- Revelado con el agregado de 3-3'-diaminobencidina
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(Sigma). Se observa bajo microscopio la aparicion de
reaccion positiva (se observa un precipitado de color
marrén oscuro).

14- La reaccion se detiene pasando las secciones a PBS.

15- Deshidratar los cortes en alcoholes de gradacion creciente,
aclarar con xilol y montar en balsamo sintético.
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