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RESUMEN

Se estudi6 la piel de la region dorsal del tronco de Cryptobatrachus (Am-
phibia, Anura). Se caracteriz6 al microscopio de luz, al microscopio electrénico
y con métodos histoquimicos, llegando a la conclusién de la presencia de dos
tipos de glandulas mucosas (G1 y G2), bien diferenciadas histolégica e histo-
quimicamente. Se describe por primera vez una de ellas, las glandulas mucosas
G2, estructuras especializadas que contribuyen posiblemente con las secreciones
para la fijacién de los huevos y embriones en desarrollo de las ranas que
incuban sus crias en el dorso.

SUMARY

The skin of the middorsal region of the trunk of Cryptobatrachus is
studied here. The skin is characterized by light microscopy electren micros-
copy (TEM), and by histochemical test. These means support a conclusion
that two types of mucous glands are present. These are termed here G1 and
G2. The former is common among frogs but the latter {G2) is described for
the first time. G2 mucous glands possibly contribute secretions used in holding
the eggs and developing embryos on the skin of the dorsum in those frogs
which incubate their young on the back of the females.
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INTRODUCCION

Segtin el modo mas generalizado de reproduccién de los Anura, la hem-
bra deposita los huevos en el agua. Sin embargo, otras formas de reproduccién
han sido descritas por varios autores a manera de estrategias adaptativas en
una variedad de especies. (Crump, 1974, DuteLLMAN, 1978). En hilidos de
las subfamilias Amphignathodontinae y Hemiphractinae, las hembras llevan
los huevos y las formas embrionarias en desarrollo en el dorso, a veces dentro
de bolsas, de pliegues, de depresiones o simplemente sobre la piel, donde tiene
lugar el desarrollo de la cria (TruEes, 1974). Como un rasgo caracteristico de
la mayoria de las especies de los géneros de estas subfamilias, la larva presenta
un tipo de branquia acampanulada (Trues, 1974). El niimero de huevos por
postura es pequefio pero en cambio poseen una apreciable cantidad de vitelo
que provee el alimento suficiente (DUELLMAN, 1978). Observaciones realizadas
en el tegumento dorsal de hembras de Stephania, sugieren la formacion de
una doble membrana que podria estar constituida por secreciones de la piel y la
membrana de los huevos, proporcionando asi un mecanismo de adhesiéon de
estos Gltimos (Rivero, 1970). En el estudio sobre la histologia de la piel de
hembras de Cryptobatrachus, Stephania y Hemiphractus durante la época
reproductiva (DeL PiNno, 1980) sugiere la presencia de ciertas caracteristicas,
que permiten supcner una especializacién al modo particular de desarrollo.
Entre estas caracteristicas se sefialan: una reduccion en el nimero de glandulas
venenosas, una mayor vascularizacién y un aumento en el niimero y volumen
de las glandulas mucosas. Segiin la misma autora estas Gltimas serian respon-
sables de la secrecién de la matriz a la cual se fijan las envolturas del embrion
y el tegumento materno. Como se sabe, la funcién principal de las glandulas
mucosas en los Anura es la de secretar mucosubstancias encargadas de man-
tener la humedad de la piel.

El presente trabajo constituye un estudio preliminar sobre la estructura,
ultraestructura e histoquimica de las glandulas mucosas de la piel de hembras
de Cryptobatrachus, como una contribucién al conocimiento del papel que
pueda tener la pie! en la reproduccién de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Hembras de Cryptobatrachus, de la localidad de Sasaima, Departamento
de Cundinamarca, Colombia, sexualmente maduras (sin embriones en el dorso)
fueron anestesiadas con “Tricaine Methane Sulfonate” MS Sandoz vy fijadas
por perfusién intracardiaca con una soluciéon de 2.5% glutaraldehido en
tampén fosfato 0.1 M. pH 7.4. Inmediatamente, segmentos de piel de la region
dorsal fueron removidos y sumergidos en el mismo fijador durante 4 a 6 horas.
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Los segmentos fueron guardados durante 14 horas en tampén fosfato 0.1 M.
postfijados 1 hora en tetroxido de osmio al 29;, deshidratados en etanol y
embebidos en una mezcla de Epon-Araldita. El estudio histolégico se realizd
a partir de secciones semifinas transversales y paralelas a la superficie, obte-
nidas en un ultramicrétomo Reichert, y coloreadas con azul de toluidina. Cortes
ultrafinos correspondientes fueron contrastados con acetato de uranilo y citrato
de plomo y examinados en un microscopio electrénico Siemens Elmiskop IA,
o un Jeol 100 CX. Algunas secciones fueron colocadas sobre rejillas cubiertas
con una membrana de Formwar. El estudio histoquimico de las glandulas
mucosas, se realizd a partir de secciones semifinas. En la identificacién de
mucopolisacaridos se utilizaron las coloraciones de Azul de Alcian, Hierro
coloidal y Acido Periédico de Schiff (P.A.S.). Previo a las coloraciones, el

medio de inclusién fue removido con metéxido de sodio (Mavor et al. 1961).

RESULTADOS

OBSERVACIONES AL MICROSCOPIO OPTICO

Histolégicamente la piel dorsal de Cryptobatrachus es similar a la descrita
para los Anura. La epidermis estd compuesta por un epitelio estratificado
plano de 5 a 6 capas de células y una delgada capa cérnea. En ninguno de los
ejemplares estudiados se observé la presencia de una matriz adicional en la
superficie del tegumento. Las glandulas mucosas y granulosas estan alojadas
en el estrato esponjoso de la dermis; el estrato compacto es particularmente
denso. Subyacente a la epidermis, y rodeando las glandulas se encuentra una
capa de melanéforos. Regularmente, haces de fibras colagenas ascendentes
perpendiculares a la superficie, atraviesan la dermis. Vasos sanguineos y nervios
cruzan la dermis en varias direcciones. En coincidencia con la apreciacién sobre
Hylidae (DueLLman, 1970) Cryptobatrachus presenta abundantes glandulas
mucosas y un escaso nimero de glandulas venenosas. Un examen histologico
detenido, muestra que la piel de esta especie tiene 3 tipos de glandulas:
glandulas venenosas, glandulas mucosas tipicas aqui denominadas GI, consti-
tuidas por una envoltura de células mioepiteliales que rodea una capa de
células columnares secretoras, y un tercer tipo de estructura glandular aqui
denominada G2, de la cual no se tiene informacién, también en forma de
alvéolo. (Fig. 1). Una capa de células mioepiteliales periféricas rodea al
conjunto de células epiteliales planas secretoras. En corte transversal se observa
que estas Gltimas ocupan solo los dos tercios profundos de la glindula visuali-
zandose un material con apariencia espumosa, metacromdtica cuando se colorea
con azul de toluidina. A causa de la altura relativa de las células del epitelio
secretor, estas rodean una cavidad de mayor volumen si se compara con la
cavidad de las glandulas G1. Con frecuencia se observa en estas gléndulas
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Ficura 1. Seccién semifina de piel de Cryptobatrachus con glandulas mucosas Gl

y G2. Se observa la delgada capa muscular que rodea las glandulas. Notense las

diferencias de altura, aspecto general del epitelio secretor y del volumen de la luz de
los dos tipos de glandulas. Coloracién con azul de toluidina x 452.
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que el epitelio se desprende de las células mioepiteliales. Se desconoce el signifi-
ficado de esta caracteristica. Aunque podria ser un artefacto, no se descarta que
tenga relacion con la forma de secrecién de la glandula, aspecto que no se
estudié en este trabajo.

Observaciones al microscopio electronico.

Las glandulas mucosas G1, como ya se anotd, estan constituidas por una
envoltura de células mioepiteliales, con una relativa cantidad de glicdgeno,
separadas del tejido conjuntivo por la lamina basal. Las células del epitelio
secretor en su mayoria columnares estan en contacto con las células mioepite-
liales por medio de desmosomas. En células en actividad de sintesis, el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) esta altamente desarrollado; las cisternas mues-
tran una gran distension como resultado del almacenamiento del producto de
secrecion, y rodean un sistema laberintico de citoplasma. (Fig. 2). El aparato
de Golgi bien desarrollado, esta compuesto por complejos vesiculosaculares
en posicion juxtanuclear. Las mitocondrias son relativamente escasas. Granulos
de secrecién de diferentes tamanos, y densidad homogénea se concentran en el
polo apical de la célula desde donde son secretados a la luz de la glandula y de
alli transportados hacia la superficie (Fig. 3). Uniones de tipo ocluyente son
visibles en el borde apical de las membranas laterales. Microvellosidades se
proyectan a la luz de la glandula. En la region basal la membrana celular pre-
senta numerosas interdigitaciones en contacto con las células mioepiteliales. El
estudio de la ultraestructura de la glandula G2 revela estar compuesta como
la anterior por una capa de células mioepiteliales unidas entre si por desmoso-
mas. Las células epiteliales que forman el revestimiento interno del tercio
superior de la glandula son planas con muy poco citoplasma y abundantes
mitocondrias. El RER, poco desarrollado, consiste de cisternas cortas (Fig. 4).
Las células epiteliales localizadas hacia los dos tercios inferiores de la glandula,
también planas presentan complejos de Golgi, RER bien desarrollado que
ocupa junto con los granulos de secrecién la mayor parte del volumen celular.
Entre las cisternas del reticulo se observa un reducido niimero de mitocondrias.
En los dos casos las células epiteliales se unen a la envoltura mioepitelial por
medio de desmosomas. La secrecion almacenada en los granulos, a diferencia de
las células de la glindula GI tiene una apariencia muy finamente fibrilar,
con una distribucién regular en distintas direcciones espaciales. En los granulos
localizados en la region apical de las células el material de secrecion se acumula
hacia la parte externa, formando a este nivel en algunas regiones, acimulos
densos de aspecto fibrilar irregular, en forma, orientacion y espesor. (Figs.
5 y 6). En estas glandulas, el epitelio se desprende en algunas regiones de la
capa de células mioepiteliales.
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Ficura 2. Regién basal de una célula de la glandula mucosa tipica G1. Notese el gran
desarrollo del RER (R), la presencia de algunas mitocondrias, y las interdigitaciones de
la membrana celular en contacto con las células miocepiteliales (M). x 1800,
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Figura 3. Borde apical de células secretoras alrededor de la luz de la glindula GI.
S observan los granulos densos y esféricos, y el desarrollo del reticulo endoplasmatico
rugoso. x 7200.



258 CALDASIA, vOL. x1v, No. 67» NoviEMBRE 30 D 1985

mj’ s

Ficura 4. Aspecto de las células epiteliales del tercio superior de la glandula mucosa

G2. Noétese la unién desmosomica de las células mioepiteliales. Las células epiteliales

presentan interdigitaciones en contacto con las células musculares. Obsérve la abun-

dancia de mitocondrias (M) en toda célula y la presencia de cisternas cortas de RER.
x 18000. .
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FiGura 5. Aspecto de una célula secretora de la glandula mucosa G2. Se observan

cisternas alargadas de RER y complejos de Golgi. Los granulos de secrecion (flechas)

con material finamente fibrilar y en la regién mas externa acimulos densos de material.
x 1800.
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Ficura 6. Regién apical de célula secretora de la glindula G2 practicamente ocupada
por los granulos de secrecién de aspecto irregular. x 18000.
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Resultados histoquimicos.

Los resultados histoquimicos obtenidos muestran una reaccién diferente
de los dos tipos de glandulas mucosas G1 y G2 a las coloraciones utilizadas
en la identificacion de mucosubstancias. En las glindulas mucosas tipicas
(Gl), los granulos de algunas células mostraron una reaccion PAS positiva,
indicando la presencia de glicoproteinas neutras. Las reacciones con Azul de
Alcian (pH 2.6) v con hierro coloidal fueron negativas en todas las células
de este tipo de glindula.

En las glindulas mucosas G2 en contraste con las glindulas G1 los
granulos fueron PAS negativos; y atn mas las reacciones con Azul de Alcian
(pH 2.6) y con hierro coloidal fueron intensamente positivas, revelando en su
constitucién la presencia de mucopolisacaridos acidos. Esta reaccion histoqui-
mica fue similar en todas las glandulas mucosas G2.

DISCUSION

Como en otros Hylidae la piel de la especie de Cryptobatrachus aqui estu-
diada, se caracteriza por la abundancia de glindulas mucosas y un reducido
ntimero de glandulas venenosas. De acuerdo con los resultados obtenidos las
glandulas mucosas son de dos clases: G1 y G2, bien diferenciadas en su estruc-
tura, ultraestructura y reacciones histoquimicas.

Desde las primeras descripciones sobre el tegumento de los Anura (MusHE,
1909; Dawson, 1920; NosLe y Nosre, 1944), la morfologia e histo-
quimica de las glandulas mucosas han sido objeto de varios trabajos, y si bien
algunos autores han sefialado modificaciones como resultado de adaptaciones
locales (NoBLE, 1954) y diferencias en el tamano de las mismas (LE Quang
TRONG, 1971) la estructura es, de manera general, muy semejante, constituida
por células que pueden variar entre columnares y cibicas, con una cavidad
relativamente pequefia. La diferencia de altura de las células parece tener
relacion con el ciclo de sintesis de la secrecién. (DomiNGUEz et al. 1981). De
las glandulas mucosas encontradas en Cryptobatrachus el tipo G1 corresponde
a las glandulas cominmente descritas para la region dorsal del tronco. DeL
Pinvo (1980) en su trabajo acerca del mecanismo de fijacién de los huevos y
embriones al tegumento de hembras de S. scalae, C. furhmanni, y cinco especies
de Hemiphractus, otorga una importancia significativa en este proceso a la
matriz secretada por las glandulas mucosas, la cual estaria formada por capas
de células epiteliales muertas y material PAS positivo.

En la especie de Cryptobatrachus aqui estudiada, solo en algunas células
de las glandulas G1 se observaron granulos PAS positivos.
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La ausencia en ellas de una reaccién positiva con hierro coloidal y Azul
de Alcian, permite suponer que se trata de mucopolisacaridos neutros. Sin
embargo la funcién que estos mucopolisacaridos puedan desempenar en la
adhesién de la postura a la piel no se ha demostrado.

La secrecién de glicoproteinas neutras parece corresponder al tipo de
secrecion de las glandulas mucosas de la mayor parte de las especies de
Anura (DomiNGUEZ et al., 1981). Estudios histoquimicos de las glandulas
mucosas de varias especies de Phrynobatrachus (L QuanG Trong, 1971) y
de Rana ridibunda (DoMINGUEZ et al., 1981) especies en las cuales el desarrollo
embrionario tiene lugar sin la intervencion del tegumento materno, han demos-
trado igualmente la presencia de dichas sustancias en los granulos de algunas
células. Observaciones de la ultraestructura de las glandulas mucosas de Rana
ridibunda comparadas con los resultados histoquimicos sugieren una correlacion
entre las diferencias de densidad de los granulos y la reaccién histoquimica y
estos a su vez con las etapas de maduracién de los granulos, observandose en
una misma glindula o en glindulas diferentes, células sin ninguna reaccion,
células PAS positivas y células cuya reaccién indicé la presencia de mucinas
sidlicas y sulfatadas, reacciones que tendrian una correspondencia con fases
sucesivas del ciclo de sintesis y maduracién de los granulos. Nuestros resultados
coinciden solo parcialmente en cuanto se refiere a las glandulas G1 ya que como
se mencion mas arriba, algunas células fueron PAS positivas en tanto que
en la mayoria de las células la reaccién fue negativa con las técnicas utilizadas.
Ninguna glandula GI reaccioné positivamente en la identificacion de mucopo-
lisacaridos acidos. Es posible que las glandulas G1 de Cryptobatrachus solo
sinteticen glicoproteinas neutras, o bien que las técnicas empleadas no hayan
permitido la identificacién de otras mucosubstancias. Una explicacién satis-
factoria a este punto se tendrd quizas cuando se realice una investigacién
sistematizada de la piel de esta especie.

El conjunto de caracteristicas sefialadas en los resultados, muestra que
las glandulas mucosas que hemos denominado G1 y G2 son efectivamente
estructuras diferentes, mas que etapas del ciclo de secrecion de la glandula G1.

En las glandulas mucosas G2, las reacciones de metacromasia y alcianofilia
del material espumoso secretado por las células planas, son reacciones cons-
tantes en las glandulas de este tipo.

La ultraestructura de los granulos y en especial el aspecto fibrilar fino
de su contenido es comparable a la secrecién mucilaginosa de ciertas células
vegetales, por ejemplo de las de la cofia de la raiz de algunas plantas (Gicor y
PortE, 1971). Este hecho contrasta con las imagenes de la estructura fina de
los granulos de secrecién de las especies de Anura estudiadas en las cuales
estos tienen la apariencia de cuerpos densos, homogéneos como en el caso de
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las glandulas G1, y que son caracteristicas de las células animales que sintetizan
esta clase de productos. Los dos tipos de glandulas se observaron en secreciones
de piel dorsal de un ejemplar macho, lo que indica que son caracteristicas de
la especie.

El significado de las glandulas- mucosas G1 y G2 como adaptacion espe-
cifica a la forma de reproduccién de Cryptobatrachus se desconoce atin. Aunque
no se descarta la importancia de las secreciones de estas glindulas en la
fijacion de los embriones al tegumento materno, sin embargo, una conclusion
en este sentido requiere el estudio de la piel de hembras en diferentes etapas
de madurez sexual, y la relacién entre el tipo de secrecion y las envolturas de
los évulos.
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