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SUMMARY

Histological aspects of the tonge of Gastrotheca marsupiata (Duméril y Bi-
bron) (Anura, Hylidae).- A study of the tonge of Gastrotheca marsupiata
(D & B) is made from the morphologic and histochemical aspects. The his-
tomorphology is determined by means of routine techniques, and the his-
tochemical aspects by applying techniques suitables for carbohydrates. The
results obtained are compared to other of Anura.

Introduccion

El género Gastrotheca es de gran interés
por sus caracteristicas reproductivas, sin embar-
go, los otros aspectos no pueden ser ignorados
y consideramos que el estudio de la lengua es
una contribucién desde un punto de vista di-
ferente para el conocimiento de este género.
Ademds, se aportan nuevos datos que se agregan
a los ya conocidos sobre la lengua de Anurosy
su funcionamiento tan caracteristico.

Los anuros del NOA estudiados hastz
ahora desde nuestro enfoque son escasos y so-
lo podemos citar los trabajos de Gordillo de Al-
bornoz (1977) en Bufo arenarum Hensen y
Mangione (1980) en Leptodactylus chaquensis
Cei.

En el presente trabajo se analiza desde el
punto de vista histomorfolégico e histoquimico
la lengua de G. marsupiata (D & B) y se arries-
gan algunas especulaciones e hip6tesis acerca
del funcionamiento fino de sus estructuras.
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Material y métodos

Se procesaron lenguas de 2 ejemplares de
G. marsupiata (D & B) capturados en el mes de
octubre en Rio Vinto (2.100 m de altura) entre
Cochabamba y Villa Tunari (Bolivia).

Previa desmedulacién de los animales, se
extirparon las mand{bulas inferiores completas,
a fin de observar la implantacion de la lengua y
sus relaciones topograficas.

Se fijo el material en Bouin, aprovechan-
do sus propiedades de descalcificador débil, y
en Stieve por ser un excelente fijador de muci-
nas.

Se incluyé en bloque en una mezcla de
cera y parafina a 59° C. Los cortes se realiza-
ron seriados, con un espesor de 5 um, con
orientacién transversal desde el extremo ante-
rior de la mandfbula. Para determinar aspectos
morfologicos se colored con técnicas de rutina:
Hematoxilina-Eosina; Tricromico de Mallory;
Fucsina Aldehido, para la determinacién de
fibras elasticas; Hematoxilina Fosfotiingtica pa-
ra terminaciones nerviosas.

Para la identificacién de mucinas se utili-
zaron las siguientes técnicas: PA-Schiff, (en ade-
lante PAS) para determinar la presencia de gru-
pos 1,2 glicol en mucopolisaciridos, mucopro-
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teinas, mucinas neutras y acidas periodato-reac-
tivas de acuerdo a Mc Mannus (1961).

Alcian Blue 8GS a pH 2,5 (en adelante
Ab 2,5) para la deteccion de grupos carboxilos
y algunos sulfatos de mucopolisaciridos acidos.

Alcian Blue 8GS a pH 0,5 (en adelante
AB 0,5) segiin Spicer (1964) para la deteccion
de mucopolisaciridos sulfatados.

Para la confirmacion de la técnica ante-
rior, algunas secciones fueron tefiidas con Azul
de Toluidina a pH 5,6 y 3,5 (en adelante TB)
en buffer de Michaelis, que identifica polime-
ros de carbohidratos sulfatados con radicales
altamente ionizables, en forma metacromatica
y alcohol resistente segiin Sylven (1961).

Segiin Michaelis (1947) se determinan va-
riedades de metacromasia de acuerdo al espec-
tro de absorcién del complejo colorante-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 determinacion simulté
nea de mucopolisacaridos y mucoproteinas ici
das (sulfatadas, fosfatadas, acetiladas, sialica-
das) y neutras. = e

Resultados

Como en la mayorfa de los Anuros, la len-
gua esta unida al piso de la boca por su extremo
anterior, En corte transversal se vizualiza el car-
tilago de Meckel (a ambos lados) o cartilago
mandibular de tipo hialino. Este cartilago esta
revestido por tejido 6seo calcificado que tiende
a rodearlo totalmente. Dicha osificacion dérmi
ca forma en la parte anterior el Dental y poste-
riormente el Angular, Entre la formacion oseo-
cartilaginosa se observa una pequefia franja de
tejido conectivo denso, correspondiente a pe-
riostio y pericondrio fusionados. Esta estruc-
tura Gsea tiene independencia de origen con el
cartilago ya que surge como alostosis (fig. 1).

Desde el angulo anterior del cartilago se
diferencia un ligamento importante donde se in-
serta la musculatura esquelética del piso de la
boca y la lingual, reforzado por abundantes fi
bras elasticas, que se ponen en evidencia con ia
técnica de Aldehido Fucsina (fig. 2).

Desde éstos parantes de sostén se extien-
de una fuerte musculatura perteneciente al pi
so de la boca; los haces externos estan orienta-
dos transversalmente y los internos son longitu-
dinales. La musculatura intrinseca de la lengua

esta separada de la del piso de la boca por un
amplio seno linfético, atravesado por fuertes
haces musculares. Ademas de éstos paquetes de
musculos, hay importantes vasos sanguineos,
nervios de gran calibre y algunos ganglios ner-
viosos; todas estas estructuras estan ligadas por
tejido conectivo. El amplio seno esta revestido
por endotelio, debajo del cual hay tejido conec-
tivo denso de tipo fibroso (fig. 3).

El epitelio planoestratificado de la piel se
introduce hacia la cavidad bucal modificindose
gradualmente en pseudoestratificado, debajo
hay una fuerte capa de tejido conectivo denso
con abundantes fibras colagenas. Este epitelio
pseudoestratificado ciliado tiene 3 tipos celula-
res diferentes (figs. 1 y 4): 1° células cilindricas
ciliadas, comprimidas totalmente por las células
secretoras, ensanchandose en el apice ya que la
presion es menor, donde se encuentra el niicleo
ovoide y claro con algunas zonas heterocromé
ticas; en la region por debajo de la membrana
plasmatica se pone en evidencia el velo terminal
que resalta, posiblemente, por la presencia de
los corpisculos basales correspondientes a los
largos y abundantes cilios apicales; 2° interca-
ladas con las arriba descriptas se observan célu-
las caliciformes de dos tipos segiin el contenido
histoquimico. Con AB a pH 0,5-PAS se distin-
gue un tipo celular voluminoso, con contenido
de aspecto espumoso positivo al PAS, con algu-
nos granulos perfectamente individualizables
AB 0,5 positivos, El segundo tipo celular es de
menor tamafio, AB 0,5 positivo, presentando
ademas un mosaico ténue de séctores PAS po-
sitivos. El contenido de estas Gltimas células
esta compactado en granulaciones finas respec-
to a las anteriores (fig. 5). Estos contenidos de
carbohidratos se corroboraron con la técnica de
de TB a pH 5,6 y 3,5, manifestandose otra vez
los 2 tipos celulares donde las zonas AB 0,5 po-
sitivas revelaron una fuerte metacromasia; 3°
el Qiltimo tipo corresponde a las células bajas de
recambio, con nucleos redondeados eucromé
ticos y escaso citoplasma (fig. 5).

Este epitelio es el que recubre la cara ven-
tral de la lengua a medida que se separa del piso
de la boca, en consecuencia s¢ profundiza la pe-
netracion del epitelio pseudoestratificado cilin-
drico cilado, mientras se estrecha el gran seno
linfitico inferior. A este nivel el seno y el epi
telio antes descripto estan separados por una
brida conectivomuscular (fig. 6).

Todo el espesor del cuerpo lingual est:
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Figs 1- 8.- 1: A, cartilago; B, hueso; C, piel; D, epitelio de transicion; E, epitelio pseudoestratificado ciliado con
células caliciformes; F, glandulas linguales dorsales. (H. E.), Barra = 210 um; 2: A, cartilago; B, fibras elisticas; C,
tejido 6seo, (Ald. Fucs.), Barra = 53 um; 3: A, glandulas dorsales; B, senos linfaticos; C, masculos; D, vasos san-
guineos; E, nervios; F, papila filiforme. (Mallory), Barra = 210 um; 4: A, cilios; B, celula clindrica; C, célula cali-
ciforme; D, niicleo de la célula de recambio; E, velo terminal. (Mallory), Barra = 12 pm; 5: A, célula caliciforme
voluminosa PAS positiva: B, célula caliciforme pequefia AB 0,5 positiva, Barra = 12 um; 6: A, epitelio pseudoes-
tratificado; B, brida conectivo-musculary C, seno linfatico; D, musculo estriado; E, conectivo denso. (H. E.), Ba-
ra = 80 pm; 7: A, seno linfatico; B, paquete muscular; C, vasos sanguineos; D, nervios. (Mallory), Barra = 210
um; 8: A, papila filiforme; B, cuellos de glandulas dorsales: C, capilar. (H. E.), Barra = 32 um.
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ocupado por una musculaturz de tipo estriado
reunida en grandes paquetes y en su mayoria
dispuesta en sentido dorso-ventral. Los grupos
musculares no son continuos sino hasta que
subyacen a la glandulacién dorsal,donde recién
forman una masa compacta, la que estd forma-
da por las fibras individuales que se entrecruzan
en todas direcciones (fig. 3).

Los paquetes de mayor tamaiio “flotan”

en senos linfiticos, segin la zona del corte tie-

nen distintas formas. En relacién a la muscula-
tura se observan grandes formaciones vasculo-
nerviosas de considerable calibre (figs. 3y 7).

La cara dorsal propiamente dicha, tiene
una rica glandulacién de formaciones tubulares
simples (fig.3), y sobre la superficie y entre las
desembocaduras de las glindulas se observan
dos tipos de papilas: las filiformes abundantes y
estrechamente relacionadas con los cuellos glan-
dulares y las fungiformes muy conspicuas en el
conjunto de las estructuras dorsales.

Las Gltimas tienen mds relacion topogri-
fica y morfolégica con el misculo, vasos y ner-
vios acompafiados por tejido conectivo denso
que hacen en conjunto a la estructura papilar
(fig. 3).

Las glindulas si bien son tubulares sim-
ples presentan en algunas zonas un recorrido
bastante irregular. Las células que las compo-
nen son de morfologia uniforme no observin-
dose variaciones segin se ubiquen en los
fondos glandulares o cercanas a las desembo-
caduras entre las papilas filiformes (fig. 3). Son
células cilindricas estrechas y altas, con nicleos
que a pesar de estar adheridos a la membrana
basal no estdn aplastados contra ella, son re-
dondeados con granulos heterocromiticos. El
citoplasma es basofilo y de textura granulosa
muy fina, siendo la secrecion de naturaleza se-
rosa (figs. 3y 8).

Las papilas filiformes (fig. 8) sobresalen
ligeramente y en apariencia no tienen una posi-
cién estable o permanente ya que aparecen in-
clinadas en todas direcciones. Las células cabi-
cas del epitelio simple que revisten la papila son
de citoplasma claro y abundante, de aspecto
turgente con las coloraciones de rutina. Los nii-
cleos también son voluminosos y con granulos
eucromidticos. Ademds estdn provistas de un
eje de tejido conectivo denso con capilares.

En el epitelio de revestimiento de las pa-
pilas se configura un mosaico con 2 tipos de
glindulas unicelulares, segin su contenido. Las

mis abundantes PAS positivas con granulacio-
nes delimitadas por membranas y en menor pro-
porcién, células con contenido AB 2,5 y 0,5
fuertemente positivas (fig.9).

El otro tipo de papilas, fungiformes (figs.
9, 10 y 11), presentan una gran copa dorsal
exterior de superficie convexa, estrechindose
hacia la base a medida que se inserta en la mu-
cosa lingual.

Figs. 9-11.- A, papila fungiforme; B, células en empali-
zada; C, célula AB positiva; D, célula PAS positiva.
(AB 0,5 - PAS), Barra = 32 uym, 10: A, mechon de di-
lios; B, célula en empalizada; C, terminales nerviosas;
D, nicleos de células nerviosas; E, capilar (HL.Fosfot),
Barra = 12 um, 11: A, papila filiforme; B, eje conecti-
vo; C, célula glandular; D, células en empalizada; (Ma-
llory), Barra =12 ym.
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Las células del dorso papilar estdn dis-
puestas en empalizadas,son cilindricas y con co-
loraciones morfolégicas manifiestan un cito-
plasma claro, con nucleos redondeados de ubi-
cacion constante en el tercio inferior de la célu-
la.Flanqueando a las anteriores y formando el
borde de la papila hay unas células diferentes
cuyos dpices presentan cilios con los que for-
man una corona alrededor del plato de la pa-
pila; debajo de estas hay unos elementos que
morfolégicamente se pueden considerar de tran-
sicién hacia el tipo secretor de las glindulas tu-
bulares (fig.11). Subyacente a las células en
empalizada hay un “colchon” de nicleos ovoi-
des similares entre sf, que corresponden a célu-
las nerviosas sensitivas. El eje de la papila a me-
dida que se estrecha se ve ocupado por tejido
conectivo denso fibroso que rodea vasos, ner-
vios y haces musculares que provienen del cuer-
po lingual subyacente (fig. 11).

Con coloraciones histoquimicas bien con-
trastadas aparecen en imagen negativa, en forma
evidente los espacios intercelulares, correspon-
dientes al paso de las terminales de filetes ner-
viosos (fig. 9). los que se manifiestan con hema-
toxilina fosfotangstica (fig. 10).

Las células ciliadas del borde no presen-
tan reactividad a ninguno de los colorantes his-
toquimicos ya que evidentemente su funcién
no es secretora.

Discusion y Conclusiones

Histomorfolégicamente la lengua de G.
marsupiata (D & B), estd estructurada, en su ca-
ra basal, por un revestimiento epitelial de tipo
pseudoestratificado ciliado y con células calici-
formes. El dorso lingual presenta una glandula-
cibn abundante con caracteristicas secretoras
particulares.

Los 2 tipos de papilas dorsalesy ¢n espe-
cial la complejidad de una de ellas, sumado a la
rica inervacién del érgano en general, brindan
pautas de lo importante que es este 6rgano co-
mo intermediario activo entre el animal y el me-
dio que lo rodea, especificamente la presa.

Creemos que la importancia de los senos
linféticos reafirma lo expuesto por numerosos
autores (Gavrilov, 1961; Romer, 1973) de que
estos cumplen un importante papel en el meca-

nismo dindmico de proyectar la lengua en el
momento de la captura.

Respecto al contenido de las células cali-
ciformes del epitelio ventral, se puede decir que
hay 2 tipos de células secretoras de mucinas:u-
nas con contenido de mucinas neutras y polisa-
ciridos, con un agregado escaso de mucinas -
cidas fosfatadas y sulfatadas; y el otro tipo con
una manifiesta predominancia de mucinas 4ci-
das sulfatadas y sialicadas, presentando un agre-
gado en forma de mosaico de glucoporteinas y
mucoproteinas. Con Azul de Toluidina a dife-
rentes pH, se comprobo la presencia de ésteres
sulfatos debido a polfmeros de absorcién gama
y se comprobo la secrecion de glicidos alta-
mente polimerizados de tipo de absorcion alfa
monoméricas segin el espectro de absorcién.

Las papilas filiformes se comportan tam-
bién como secretoras de mucinas acetiladas, fos-
fatadas, sulfatadas y sialicadas.

Las células en empalizada de las papilas
fungiformes tienen contenido de mucinas fos-
fatadas, sulfatadas, acetiladas y sialidacas.

Comparando los resultados obtenidos con
los Leptodactylus chaquensis, podemos sefialar
que morfolégicamente no se han observado di-
ferencias de importancia, salvo la ausencia en
nuestra especie de las abundantes tonsilas pre-
sentes en L. chaquensis en la cara dorsal y en
los fondos glandulares. En cuanto a los resulta-
dos histoquimicos, las variaciones en las 2 es-
pecies consideradas, no son marcadas en cuanto
a contenido de mucinas, sino en la intensidad
de la positividad al colorante.

Tanto G. marsupiata como L. chaquensis,
difieren marcadamente de Bufo arenarum en
los aspectos morfol6gicos de la configuracién
lingual: tal es el caso de la ausencia en este {l-
timo de las papilas filiformes, observindose en
el dorso lingual un epitelio simple cibico de se-
crecion continua de mucinas. Ademds en las
gldndulas serosas dorsales, las cuales son muy
diferentes en su moroflogia a las de las otras 2
especies, ya que en B. arenarum son tubulo-al-
veolares muy dilatadas.
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