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SUMMARY

Histology of the dorsal skin and pouch of Gastrotheca marsupiata

. (Duméril y Bibron) (Anura, Hylidae).- We make a histomorphologic and
histochemical study of the tegument of the dorsal skin and marsupial
pouch of Gastrotheca marsupiata (D & B) employing techniques for
optic microscopy. Experimentally we provoked the development of the
pouch by adminisering strogen. We describe the morphology of epidermis
and dermis. We notice glandiilar types, cromatophor disposition, dermic
fibrilar element organization, vascularization and nervous components.
By means of histochemical techniques we sort out gland types and secre-
tion characterization and detect two types of mucous glands in addition
to serous glands. We likewise detect the presence of a layer of smooth
muscle with a gi:eter development in the region of the marsupial pouch

opening.

INTRODUCCION

La denominacién que reciben, de ranas
marsupiales, alude al hecho de que la incuba-
ci6n de los embriones se realiza en una bolsa
0 “marsupio” situado en el dorso de la hembra,
inmediatamente por debajo de la piel. Este tipo
de estructura destinada a la incubacién embri6-
nica, es tfpica de numerosas especies (39) de
tres géneros de hilidos, Gastrotheca, Flectono-
tus y Amphignathodon (Duellman y Maness,
1980). Una copiosa bibliograffa sobre este te-
ma ha surgido en los wltimos afios, en la que se
abordan teméticas tales como: la descripcion
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morfolégica y tipificacién de las distintas mo-
dalidades de bolsa marsupial (Hoogmoed,
1967; Del Pino, 1980; Duellman y Manes,
1980); las caracterfsticas del ovario, embriogé-
nesis y probables relaciones del embrion con el
tegumento del marsupio (Del Pino, 1975; Del
Pino y Ellison, 1984); la descripcion de las
larvas de especies del género Gastrotheca (Lau-
rent et al, 1986); y los distintos aspectos del
comportamiento de la hembra durante el parto
(Barrio, 1976; E. Terdn, comunicacion oral).

La especie que nos ocupa, G. marsupiata,
presenta modalidades que le son propias, tie-
nen una distribucién geogrdfica circunscripta
a los Andes, del centro de Perti y sur de Bolivia,
a una altura entre los 2.700 y 3.700 metros so-
bre el nivel del mar (Duellman y Fritts, 1972).

Es indudable que la incubacién embrio-
nica restringida a una bolsa dorsal, formada
por un pliegue del tegumento, confiere a es-
tas especies caracterfsticas reproductivas y em-
briol6gicas muy interesantes en diferentes as-
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pectos biol6gicos. De los cuales destacamos la
relacibn embrién-hembra, con la consecuente
importancia adquirida por el tegumento del
marsupio, ya que de realizarse algin tipo de
intercambio, gaseoso o de cualquier nutriente
(Del Pino, et al., 1975; Del Pino y Escobar,
1981) se llevarfa a cabo a través del epitelio
marsupial. Es por esto que nuestro estudio se
refiere a aspectos histomorfol6gicos, tanto del
tegumento dorsal como del de la bolsa marsu-
pial, para destacar diferencias morfolégicas
correlacionadas con la funcién especffica de
estas estructuras. Al igual que se realiza un es-
tudio histoquimico de secciones, a fin de iden-
tificar diferentes tipos glandulares. Tales obser-
vaciones nos llevaron a evaluar comparativa-
mente los diferentes componentes tegumenta-
rios, constatando su grado de desarrolo a nivel
de la piel dorsal y del marsupio.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con hembras coleccionadas en
Rio Vinto (2.100 mts. de altura) Dpto. Cocha-
bamba, Bolivia. Fueron procesadas en una épo-
ca del afio que corresponde, en su ciclo de vida,
al perfodo de inactividad sexual. Cabe aclarar
que dichas hembras parieron entre 4 a 5 meses
antes de la elaboraci6n de este trabajo.

El desarrollo del marsupio se obtuvo por
la administracién de estrégeno en forma de
estradiol; en una unica dosis por vfa oral, de
aproximadamente 0,25 mg, constatdndose su
efecto por cambios morfol6gicos externos en
la abertura de la bolsa situada dorsalmente en
la parte posterior del cuerpo, que se verifico
a los 12 dfas de suministrada ésta, por una
elevacién y plegamiento de los bordes de la
abertura en forma de V invertida.

Tanto en las hembras tratadas como en
las control, se extrajo la parte posterior de la
piel, procediéndose a su fijacién con liquido
de Bouin y su posterior inclusioén en paraplast.
Se realizaron cortes seriados de 6 um de espe-
sor.

Se emplearon distintas técnicas de tin-
ci6bn; para estudios morfolégicos se utilizaron
Hematoxilina de Mayer-Eosina (en adelante

HE) y coloraci6bn Mallory (Azan) Heidenhain
(en adelante MA); en tanto que, como técni-
cas histoqufmicas especiales para deteccién de
contenidos y secreciones celulares, se ensayaron
el método del 4cido peribdico-Schiff (en ade-
lante PAS) para determinar la presencia de gru-
pos 1, 2 glicol en mucopolisacdridos, mucopro-
tefnas, mucinas neutras y 4cidas periodatoreac-
tivas de acuerdo a Humason (1979). Alcian
Blue 8GS a pH 2,5 (en adelante AB. 2,5) para
la deteccién de grupos carboxilos y algunos sul-
fatos de mucopolisacdridos 4cidos. Alcian
Blue 8GS a pH 2,5 (en adelante AB. 0,5) segin
Spicer (1964) para la deteccién de mucopoli-
sacdridos sulfatados. Para la confirmaci6n de
la técnica anterior algunas secciones fueron te-
fiidas con Azul de Toluidina (en adelante TB)
a pH 5,6 y 3,5 en buffer de Michaelis, que
identifica polimeros de carbohidratos sulfata-
dos con radicales altamente ionizables,en for-
ma metacromdtica y alcohol resistente segin
Sylven (1961). Michaelis (1947) afirma que se
determinan variedades de metacromasia segiin
el espectro de absorcién del complejo coloran-
te-tejido resultante en tres bandas: alfa, beta y
gama. Se emplearon secuencias combinadas a
pH 0,5 y 2,5 con PAS segin Mowry y Winkler
(1956), que permiten la determinacién simul-
tdnea de mucopolisacdridos y mucoproteinas
dcidas (sulfatadas, fosfatadas, acetiladas, siili-
c0) y neutras.

RESULTADOS

Piel dorsal: estd estructurada, en forma
tfpica, por una epidermis y una dermis distri-
buidas de acuerdo a un patrén comfn en anfi-
bios (Goin et al, 1978; Porter, 1972). La pri-
mera estd constitufda por un epitelio pluries-
tratificado, dividido en 2 zonas: una pro-
funda, el estrato germinativo, que asegura la
renovacién de la capa externa o estrato cor-
neo, donde las células se queratinizan y mue-
ren formando la parte més superficial (fig. 1).

La epidermis recubre un tejido conecti-
vo denso, la dermis, que a su vez se diferencia
en un estrato laxo y uno compacto. La mem-
brana basal reforzada por una condensacién
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de fibras coldgenas, sefiala el limite entre epi-
dermis y dermis. El primer estrato, de estruc-
turacién laxa, es relativamente rico en células
donﬂe ‘encontramos  fibroblastos y cromato-
foros, estos ultimos distribuidos en forma ca-
racterfstica ordenados en capas de lipéforos,
guanoforos y melanéforos. Es en esta region,
donde se manifiesta una abundante vasculari-
zacién, ademds se encuentran pequefios vasos
linfiticos y componentes nerviosos, asi mismo
es la zona donde estdn incluidas las distintas va-
riedades glandulares de orfgen epidérmico que
drenan en la superficie de la piél, sobre las que
nos referiremos mas adelante.

A continuaci6n, en la capa més profunda
se distingue el estrato compacto de la dermis,
conformado’ por haces de fibras coldgenas con
una distribucién caracterfstica en fasciculos
ordenados en 3 dimensiones (fig. 1). A interva-
los mds o menos regulares, los haces fibrilares
son atravesados por fibras de musculatura lisa
acompafiados de fibras eldsticas, puestas en evi-
dencia mediante la técnica de aldehido fucsina,
que llegan a rodear las formaciones glandulares
(fig. 4), e incluso sus extremos mas superficia-
les alcanzan la parte basal del epitelio pluristra-
tificado. A esta zona le sigue una capa profun-
da, discontinua e irregular de cromatéforos.

Gldndulas: por su morfologfa se consi-
deran de tipo alveolar, diferencidndose en se-
rosas y mucosas. Las glandulas serosas, de ta-
mafio mayor que las mucosas (fig. 1), presentan
un contenido granular en la cavidad, con Hfmi-
tes granulares que varfan de difusos a netamen-
te definidos segin el estado de formacién de
la secrecién. En los cortes, la gldndula presen-
ta un contorno oval, con las células secretoras
dispuestas en los bordes hasta el cuello, lugar
de origen del conducto formado por una doble
capa de células ctbicas bajas. Los ntcleos de
las células secretoras se encuentran hacia la
bise, su forma varfa de redondeada a fusifor-
esen respuesta a la presién ejercida por el ma-
terial almacenado. Toda esta estructura se en-
cuentra encapsulada por una delgada capa de
fibras musculares lisas, que probablemente in-
tervienen para ayudar a la expulsién de Ja se-
crecion (flg 1). o

Las gldndulas mucosas, de menor tamafio
y més numerosas que las anteriores, se ubican
al igual que las serosas en el estrato laxo de la
dermis. Son de tipo alveolar con un corto con-
ducto.que atraviesa la epidermis para drenar en
el exterior, éste estd formado por una doble ca-
pa de células cuboidales del mismo modo que
lo observado en las glindulas serosas (fig. 2).
La pared. glandular est4 tapizada por células se-
cretoras de nicleos aplanados y ubicados en la
base, en- tanto, la zona apical de la célula estd
ocupada por granulos de secrecion de diferen-
tes caracterfsticas tintoriales. En este sentido
hemos podido distinguir 2 tipos de gléndulas,
de acuerdo a diferencias observadas en las gra-
nulaciones de las células glandulares. El primer
tipo, al que denominamos “A”, estd constitui-
do por células con granulaciones eosinéfilas y
otras con granulaciones débilmente basofilas
que conforman un mosaico celular, a éstas se
agregan 2 células eosindfilas y de nicleo cen-
tral que forman. parte del cuello glandular
(fig. 2). El segundo tipo, al que denominamos
“B”, presenta células con granulaciones fuerte-
mente baséfilas y un.contenido homogéneo en
la luz glandular. Dadas las diferencias morfol6-
gicas se emplearon técnicas especiales para dis-
criminar estos 2 tipos glandulares, es asi como
en las gldndulas de tipo ““A” se observé que las
células con granulaciones eosinéfilas tienen una
correspondencia tintorial con una PAS posi-
tividad débil; se destaca la ausencia de respues-
ta al AB 0,5y 2,5, en tanto que con TB.5,6 hay
una reaccién ortocromética en el citoplasma
de las células del cuello y en las de‘la base glan-
dular. En tanto en las glindulas tipo ‘B”, con
intensa basofilia en los grdnulos, de secrecién,
se presenta alcianofilia a pH muy bajos y una
recci6n metocromdtica con TB 5,6 y 3.2, lo
que corroborarfa la presencia de mucopolisa-
céridos 4cidos en - los contenidos celulares
(fig. 3). Es destacable la correspondencia en

cuanto a respuestas tintorial con respecto al
aldehfdo-fucsina, de estos mismos grdnulos de
las células secretoras, indicando la presencia de
compuestos dcidos tanto en forma de vesfcu-
las citoplasmdticas como en la luz glandular

(fig. 4). Estos 2 tipos glandulares, al igual que
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las serosas, se encuentran englobados por una
cépsula de tejido conectivo, constatdndose en
algunos casos la presencia de fibras de mascu-
lo liso en ésta.

Marsupio: el tegumento de la bolsa est4
estructurado en forma similar al de la piel, con
una constitucién mixta, epidermis y dermis. La
primera estd formada por un epitelio pluries-
tratificado muy plegado, con una capa cérnea
menos desarrollada que en la piel; inmedita-
mente por debajo de la membrana basal del epi-
telio encontramos la dermis con sus 2 estratos,
laxo o esponjoso y compacto, en el primero se
identifica la capa de cromatéforos, una gran
vascularizacion por la presencia de pequefios
vasos sanguineos y linfdticos, formaciones ner-
viosas y los distintos tipos glandulares. En el
siguiente estrato, las formaciones fibrilares
predominantemente de coldgeno se ubican en
forma desordenada y estdn atravesadas a inter-
valos por fibras de masculo liso. A continuacioén
encontramos una red profunda de cromatéfo-
ros que marcan el limite del estrato compacto
con una capa de musculatura lisa; estas fibras
se distribuyen principalmente en sentido lon-
gitudinal con respecto al eje anteroposterior del
cuerpo, y en menor proporcidn hay células
musculares dispuestas en sentido transversal y
oblicuo, a pesar de no existir una disposicién
en capas bien definidas, la parte més interna se
compone preferentemente de fibras musculares
longitudinales; esta capa muscular adquiere un
mayor desarrollo en la zona que corresponde a
la abertura de la bolsa (fig. 6). En la composi6én
de esta gruesa capa, intervienen adem4s fibras
de coldgeno y elastina interpuestas entre las
fibras musculares lisas.

Gldndulas: se pudo constatar la presencia
tanto de gldndulas serosas como mucosas. A di-
ferencia de lo que ocurre en la piel se encuen-
tran muy pocas de secrecion serosa, en tanto
que las mucosas son morfolégicamente simila-
res a las de tipo “A’ de la piel, presentando las
células secretoras citoplasma con granulaciones
débilmente basofilas y/o eosindfilas muy poco
diferenciables dado que el citoplasma presenta
aspecto esponjoso, los nicleos redondeados
estdn situados en la base. No se obtuvieron res-

puestas tintoriales con coloraciones histoquimi-
cas especiales (fig. 7).

Toda la unidad secretora, de las gldndulas
serosas y mucosas, se encuentra encapsulada
por una formacié6n fibrilar constitufda por mus-
culatura lisa, fibras de coldgeno y eldsticas (fig.
8).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El limitado nimero de ejemplares con
que contamos para nuestro trabajo nos plantea
interrogantes en lo referente a aspectos biolo-
gicos de G. marsupiata, es por ello que éste
constituye un aporte al conocimiento de la
estructura histologica de la piel y el tegumen-
to del marsupio; en condiciones experimentales
por la administracion de estrégeno exégeno, se
obtuvo el desarrollo de la bolsa marsupial, ba-
sindonos en datos bibliograficos en los que se
comprueba que el estr6geno induce a la forma-
cibn de esta estructura tegumentaria que contie-
ne los embriones durante el desarrollo (Jones
et al., 1973).

Nuestros resultados experimentales nos
sefialan un ciclo de reduccion y proliferacién
del tegumento de la bolsa, en relacién con un
flujo hormonal de estrogeno. En tanto que en
aquellas hembras sin accion hormonal, el mar-
supio queda reducido a un simple repliegue de
la piel dorsal que marca la abertura de la bolsa
casi imperceptible en cortes histologicos. Este
hecho estaria indicando una renovacién total
del tegumento marsupial al iniciarse la faz re-
productiva del ciclo, coincidiendo con el des-
prendimiento de restos epiteliales observado
por Barrio (1976) en partos de G. christiani
Laurent.

Otro aspecto interesante de ‘destacar en
el tegumento del marsupio, es la presencia de
una capa muscular de gran desarrollo constitu{-
da por fibras lisas con una disposicién longitu-
dinal predominante. En observaciones realiza-
das por E. Terin (comunicacién personal) en
los partos producidos en laboratorio, pudo
constatar una serie de movimientos por debajo
de la piel y a lo largo del eje dorsal, que atribui-
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Fig. 1.— A: epitelio estratificado queratinizado; B, capa de cromatéforos; C, glindula mucos tipo * ", D, glén-
dula mucosa tipo “B”; E, glandula serosa; F, estrato compacto de la dermis. (H. E.), Barra =210 tm; 2: glindu-
la mucosatipo®*A”": A, epitelio estratificado; B, conducto glandular; C, células eosinofilas del cuello glandular; D,
granulos basofilos en células secretoras; E, cipsula fibrosa de la gldndula. (H. E.), Barra = 12 im; 3: A, glindula
mucosa tipo ““A”, ortocromacia en células secretoras; B, glandula mucosa tipo “‘B”, grinulos metacromiticos
en células secretoras. (TB 5,6), Barra = 32 Mm; 4 glindula mucosa tipo “B”: A, grénulos de secrecibn con
reaccipn positiva; B, fibras elasticas de la capsula glandular. (Aldehido Fucsina), Barra = 32 pm; 5: A, as mus
cular hacia la epidermis; B, glandula mucosa; C, capa de colageno con distribucion irregular; D, paquete nervio-
50. (Mallory), Barra = 32 m: 6: A, capa profunda de misculo liso en la abertura de la bolsa. (Mallory), Barra
=80 pm; 7: A, epitelio plegado; B, glandula mucosa; C, masculo liso; D, vaso sanguinco. (Mallory), Barra =
32 Um; 8: A, masculo liso; B, glindula mucosa; C, glindula serosa; D, capa de cromatoforos.
(Mallorv), Barra =32 fm.
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mos a esta capa muscular que ayudarfa ala ex- .
pulsibn de las larvas en el momento del parto.

Por otro lado el mayor desarrollo de la muscu-
latura en la regién de la abertura, corresponde-
rfa a una estructura con funcién de apertura y
cierre del orificio que comunica la bolsa con el
exterior.

En lo referente a la poblacién glandular,
se destaca la disminuci6bn en nimero de las
glindulas serosas en el tegumento marsupial,
en tanto que, las glindulas mucosas muy nu-
merosas Se caracterizan por presentar una es-
tructura tfpica, y dada la respuesta tintorial
de éstas se encontrarfan en una etapa de inac-
tividad secretoria.

Se sefiala en la piel dorsal la presencia de
2 tipos de gldndulas mucosas, en las cuales los
resultados morfologicos e histoqufmicos ponen
en evidencia diferentes contenidos de secrecién,
desde mucinas neutras a mucopolisaciridos
dcidos sulfatados y fosfatados. Es asf como,
discriminamos la gl4ndula tipo *A” con célu-
las secretoras cuyos contenidos se manifiestan
en forma de un mosaico de grdnulos basofi-
los y eosinéfilos ubicados en células diferentes,
ademds con 2 células situadas en el cuello glan-
dular con un citoplasma con reaccién eosiné-
fila, correspondiendo una débil PAS positividad
con la eosinofila citoplasmitica, lo que estarfa
indicando la presencia de mucinas neutras. En
el tipo “B”, en cambio, al obtenerse una res-
puesta tintorial a colorantes tiaz{nicos con una
marcada metacromasia alcohol resistente, se
destaca sin lugar a dudas la presencia de secre-
ciones 4cidas de tipo sulfatadas.
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