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RESUMEN

La gonada de Bufo arenarum se pre-
senta con caracteristicas femeninas en
todas las larvas dado que esta especie
representa un ejemplo de raza sexual
“indiferenciada”. El sexo genético mas-
culino recién se evidencia luego de la
metamorfosis. A fin de comprobar la
eventual vinculacion entre diferencia-
cién gonadal y hormona tiroidea, se
trataron las larvas con tri-iodo-tironina.
Los resultados demuestran un incre-
mento en el numero y en el grado de
maduraciéon de los ovocitos.

Palabras clave: Bufo arenarum - Génada
larval - Hormona tiroidex,

INTRODUCCION

Observaciones orientadas a estudiar
el desarrollo de la génada de Bufo
arenarum determinaron que esta espe-
cie, al igual que otros bufénidos, re-
presenta un ejemplo de “raza sexual
indiferenciada”; es decir, que la gé-
nada se diferencia en testiculo, en los
ejemplares genéticamente masculinos,
recién después de la metamorfosis, mos-
trando hasta este pardmetro de desa-
rrollo, caracteristicas morfologicas tipi-
camente ovdricas !,

Segin algunos autores, tanto el desa-
rrollo como la diferenciacién de la gé-
nada en los Anfibios, no dependeria
de la funcionalidad de la glandula ti-
roides 2- 3.4, No obstante, este resul-

tado no puede aplicarse a todas las
especies; al respecto Krichel * sefiala,
en Bufo viridis, una aceleracién de la
ovogénesis alimentando las larvas con
tiroides. Se sabe ademés la importancia
que reviste esta glindula durante la
metamorfosis de los Anfibios 8-7-8-9.10.11_
12181415, estudios histolégicos e histo-
quimicos, indican que durante esa eta-
pa se torna marcadamente més activa,
tanto que, por lo menos en anuros, al
comenzar la sucesién de los eventos que
se verifican durante la metamorfosis, la
tiroides se desarrolla més rapidamente
que el resto del cuerpo considerado co-
mo un todo 16-17,

En base a lo expuesto y en modo
particular por la disonancia de los muy
escasos resultados que se refieren a la
accién de la tiroides sobre el desarro-
llo y la diferenciacién de la génada de
anfibio, hemos considerado oportuno
estudiar las eventuales variaciones mor-
folégicas que pudiera presentar la gé-
nada de larvas de Bufo arenarum some-
tidas a la accién de tri-iodo-tironina.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron larvas de Bufo arenarum
obtenidas por fertilizaciones realizadas
en laboratorio, luego de haber estimu-
lado los ejemplares con macerado de
hipéfisis conservada segiin Pisand 1%, Al
comenzar los ensayos, las larvas tenian
12 dias de edad y mostraban el opércu-
Io completo, es decir que se encontra-
ban en el estadio 25 de la tabla de
Del Conte y Sirlin 1?, 5
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Para cada grupo de los 80 ensayos,
se formaron tres lotes de treinta larvas
cada uno, segin el esquema que sigue:

a) larvas control;

b) larvas tratadas con 4 pg/l de tri-

iodo-tironina;

c¢) larvas tratadas con 15 pg/l de tri-

iodo-tironina.

No han podido ser utilizadas dosis
mas elevadas debido a que las larvas no
resisten la presencia de esta hormona
suministrada en mayor cantidad.

Tanto las larvas controles como las
que se sometieron a la accién de la hor-
mona, se mantuvieron a temperatura
ambiente (20°C - 22°C), en peceras
de 3 litros, que contenian agua declo-
rada, con o sin hormona, segtn el caso.

La tri-iodo-tironina (3,3,5 - triiode-
DL-thyronine) se agregaba dia por me-
dio al cambiar el agua de las peceras
y contemporaneamente se proporciona-
ba abundante alimento que consistié en
lechuga hervida.

Diariamente se realizaban observa-
ciones para reconocer eventuales mo-
dificaciones no sélo morfolégicas, sino
también inherentes al comportamiento
de los ejemplares.

Al comenzar el ensayo se fijaron al-
gunas larvas en Bouin con el objeto de
reconocer, mediante la observacion his-
tologica, el cuadro de la gbémada. A
los 42, 52 y 62 dias de tratamiento se
fijaron en Bouin, después de haberlas
abierto ventralmente, larvas problemas
con sus respectivos controles. Las go-
nadas junto con el mesonefros fueron in-
cluidas en parafina y los cortes de 5 mm
Je espesor, se tifieron segin las técni-
cas convencionales, con hematoxilina y
eosina.

Al comenzar la reabsorcion de la cola
de las larvas (estadio XVIII, segin la
tabla de Martin et al ®, el ensayo se
consideraba finalizado debido a que, a
partir de este momento, se verificaba
una elevada mortandad especialmente
entre las larvas sometidas a la mayor
dosis de hormona.

RESULTADOS

Antes de resumir los resultados his-
tolégicos de mayor interés, considera-

mos conveniente senalar algunas de las
diferencias observadas en el comporta-
miento larval. Al respecto, hemos po-
dido constatar un marcado aumento de
la actividad y una mayor respuesta a
Jos estimulos externos ya en los prime-
ros dias de tratamiento. No obstante,
y en modo especial las larvas mante-
nidas en mayor concentracion de hor-
mona (15 ug/l), aproximadamente 50
dias después del tratamiento, dejan de
alimentarse o lo hacen escasamente, si
bien poseen un digestivo desarrollado.
Casi todas las larvas que reciben la
hormona, independientemente de la can-
tidad, logran alcanzar a partir de los
10 dias de tratamiento, estadios mas
avanzados con respecto al de los con-
troles de la misma edad, sin embar-
2o no existe sincronia en un mismo gru-
po tratado. Es de destacar que las lar-
vas de los grupos sometidos a la ma-
yor concentracién de - tri-iodo-tironina
fueron las primeras en alcanzar el ini-
cio de la reabsorciéon de la cola; el
otro grupo tratado con dosis de 4 pg/!
acelerd en menor grado el abandono
de los estadios larvales.

En nuestra deseripcion pasaremos por
alto la sucesién de los eventos que acon-
tecen en la estructura larval a lo largo
del periodo de suministracién de la hor-
mona, dado que consideramos mas opor-
tuno focalizar sélo los resultados inhe-
rentes a la gonada.

Considerando que los datos varian
en funcién del periodo de suministra-
cién y de la cantidad de hormona, los
resultados se esquematizardn para ca-
da uno de los grupos.

1 — Controles al inicip del tratamiento
hormonal

A la lupa binocular, mediante disec-
cién es posible observar dos pequeas
esferas blancas ubicadas en la cara su-
perior interma del respectivo mesone-
fros, que corresponden al esbozo de la
gonada.

A nivel microscopico se constata que
este esbozo estd constituido fundamen-
talmente por células estromales y muy
pocas células germinales, es decir que
se presenta poco colonizado.
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2 — Tratamiento hormonal (42 dias)

a) Larva control:

La chservaciéon a la lupa binocular
demuestra que la génada se presenta
con caracteristicas similares a las ya des-
criptas para las larvas de Bufo arenarum
de esta misma edad .

En efecto, en fresco, la progénada
aproximadamente esférica y translucida
muestra esferas diminutas y blanqueci-
nas; la metagénada se caracteriza por
asemejarse a un delgado cordén trans-
licido y con aspecto de rosario que se
apoya sobre la cara interna del respec-
tivo mesonefros.

El andlisis microscopico de cortes se-
riados revela que la progémada con
tiene ovocitos (las esferas que en vivo
se presentaban blanco-amarillento). La
metagonada muestra en cambio, ovo-
gonios ubicados periféricamente que se
mezclan con algunos protogonios (Fig.
1, a).

b) Larvas tratadas con 4 pg/l:

El andlisis macroscépico realizado
con aumento apropiado, muestra que
la progénada de todas las larvas es de
torma esférica, translicida y de volu-
men mayor que Ia de los controles; en
la metagénada también se constata un
marcado engrosamiento con respecto a
la de los ejemplares no tratados.

El andlisis comparativo histologico
entre progénada de larvas normales y
de tratadas con hormona, revela que
esta Gltima se encuentra constituida por
un mayor ntimero de ovocitos, cuyo
respectivo volumen es superior al de-
mostrado por el ovocito de los contro-
les. La metagénada presenta en cam-
bio ovogonios dispuestos periféricamen-
te y es frecuente encontrar gonios en

division (Fig. 1, ¢).

¢) Larvas tratadas con 15 pg/l:

En casi todas las larvas, la progé-
nada ha perdido su tipica forma esfé-
rica, pasando a ser piriforme.

El estudio histolégico demuestra que
en la progéénada los ovocitos se en-
cuentran rodeados por células folicu-

lares v poseen volumen distinto atribui-
ble a fases distintas de crecimiento
(Fig. 1, b):

La metagonada presenta ovogonios
similares en volumen a los del grupo
tratado con 4 ug/l, pero mis numero-
sos y bastante desordenados, habiéndo-
se perdido la disposicién periférica des-
cripta para el grupo de dosis menor.
En algunas zonas se visualiza una nota-
ble cantidad de células sanguineas. Son
[recuentes los gomios en division.

3 - Tratamiento hormonal (52 dias)
a) Larva control:

La progonada se presenta esférica y,
en lresco, transhicida; la metagénada
se mantiene en forma de rosario y se
torna opaca.

El estudio histolégico sefiala que el
cuadro de la progémada es similar al
del grupo anterior. También la metagé-
nada mantiene caracteristicas similares
a las de los controles de los grupos de
42 dias de tratamiento hormonal. Es
decir, los ovogonios se disponen cabti-
camente o a veces colonizan en mayor
ntimero dreas particulares. Se observan
ademas, distribuidos  periféricamente,
gonios con nicleo vesiculoso, polilobu-
Tado o escotadn,

b) Larvas tratadas con 4 pg/l:

A nivel macroseépico la progénada
es levemente oblonga, mientras que la
metagénada no difiere de la del grupo
control.

El examen microscopico seriado de-
muestra que el aspecto de la progéna-
da no es disimil del observado en el
grupo de 42 dias de tratamiento hor-
monal; los ovocitos no parecen ser més
NUMErosos,

En la metagénada, los gonios tienen
la misma distribucién y aspecto que en
las larvas no tratadas de ignal edad.

¢) Larvas tratadas con 15 pg/!:

El andlisis macroscépico permite
constatar que la progénada posee un
volumen levemente mayor que el cons-
tatado en los controles y que la meta-
goénmada no ha sufrido significativas va-
riaciones,
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El examen histolégico muestra en la
progonada abundantes ovocitos circun-
dados por células foliculares; se en-
cuentran también ovocitos en degene-
racion. La metagonada presenta nume-
rosos gonios distribuidos periférica-
mente.

En resumen, existen sélo leves dife-
rencias en el cuadro histolégico con
respecto al descripto para los 42 dias
de tratamiento hormonal y por lo tan-
to omitimos la iconogratia dado que
representaria una mera repeticion.

4 - Tratamiento hormonal (62 dias)
a) Larva control:

Tanto la progénada, como la meta-
gonada, mantienen, macroscopicamente,
las caracteristicas descriptas para el
grupo control de 42 dias de tratamiento.

Histolégicamente no se han verifica-
do cambios de consideracién; en la pro-
gonada sblo los gonios se presentan,
quizds, mas numerosos, pero los ovoci-
tos, tanto en numero como en volu-
men, no muestran un incremento sig-
nificativo. El cuadro més notable lo
presenta la metagénada que evidencia
en la gran mayoria de las larvas, un
desplazamiento periférico de las célu-
las germinales. En muy pocos casos, nu-
méricamente no significativos, se man-
tienen las caracteristicas de la meta-
génada de las larvas no tratadas del
grupo precedente,

b) Larvas tratadas con 4 pg/l:

Macroscopicamente la progénada con-
timia presentando forma subesférica y
en fresco, por transparencia, muestra
numerosos granulos amarillentos. La
metagénada, de mayor volumen que la
de los controles, aparece como un cor-
don en forma de rosario, que se ex-
tiende en la cara interna del mesone-
tros.

El analisis histolégico revela en la
progonada, ovocitos en crecimiento y
gonios en division que han aumentado
significativamente en nimero con res-
pecto a lo que ocurre en la progénada
de larvas no tratadas. En la metagéna-
da han proliferado los ovocitos que se
agrupan en determinadas dreas.

c¢) Larvas tratadas con 15 ug/l:

El volumen de la progénada es ma-
yor con nrespecto al presentado por la
de los controles y su vascularizacion ha
aumentado. La metagénada pierde su
aspecto filiforme y denota un engrosa-
miento muy pronunciado en su prime-
ra porcién es decir en la regi6n mas
proéxima a la muy corta mesogénada,

Desde un punto de vista histolégico
la progénada ofrece un cuadro enri-
quecido por elementos ovocitarios en
distintas fases de crecimiento, que se
presenta activo y tumultuoso. No exis-
te sincronia en el proceso de madura-
cién ovocitaria: se encuentran ovoci-
tos de distinta fisonomia histolégica v
de diversa afinidad tintorial (Fig. 2,
a); algunos de ellos son intensamente
baséfilos con micleo y nucleolo muy
evidentes, otros, de estadios menos avan-
zados, y eosinéfilos, se revinen en las
dreas mds periféricas y no es infrecuen-
te encontrar ovocitos binucleados (Fig.
2, b). La metagénada ha sufrido un
cambio estructural significativo dado
que ha sido invadida por ovogonios y
algunos ovocitos (Fig. 2, ¢). El con-
junto de los cuadros descriptos, propor-
ciona a la génada el aspecto de un ova-
rio primitivo que perteneciera a larvas
de Bufo arenarum de estadios cerca-
nos al climax de la metamorfosis.

DISCUSION

1 - El examen comparativo de los da-
tos obtenidos sefiala que las larvas de
Bufo arenaruin, mantenidas desde el es-
tadio de opérculo cerrado, en presen-
cia de tri-iodo-tironina en dosis de 4
pg/1 o respectivamente, de 15 pg/l, ace-
leran los procesos de metamorfosis; la
reabsorciéon de la cola se inicia apro-
ximadamente a los 60 dias de haber
proporcionado la hormona. El resulta-
do no es novedoso, en efecto, se atri-
buyen a Gudernatsch ¢ las primeras ob-
servaciones fehacientes que relacionan
la metamorfosis de los anfibios con la
accién de la hormona tiroidea. Lo que
podemos agregar es que en nuestro en-
sayo, especialmente en presencia de la
dosis mas elevada, se verifica un desa-
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rrollo asinerénico entre las larvas de
un mismo grupo, si bien acelerado con
respecto al de los controles. Todas las
larvas. sin considerar la dosis emplea-
da, demuestran desde los 10 dias de
tratamiento, un notable aumento de ac-
tividad, que parece detencrse a los 50
dias, momento en que comienzan a re-
husar el alimento vy a comportarse co-
mo larvas que han alcanzado el climax
de la metamorfosis.

2 - El conjunto de los resultados se
nala que la gonada larval sufre la ac-
cion de la hormona tiroidea suminis-
trada. En efecto: el aspecto de la go-
nada control a partir de los 42 dias y
hasta los 62 dias de vida larval no va-
ria de manera significativa: la progo-
nada queda esférica, translacida y con
una relativa escasa cantidad de ovoci-
tos que el andlisis histologico demues
tra que se encuentran en etapa inicial
de crecimiento; la mesogénada, que po-
see menor cantidad de ovocilos que la
primera se reconoce por sus caracteris-
ticas que la diferencian también de la
metagonada. Esta ultima, a los 62 dias,
histologicamente presenta en determi-
nadas areas el desplazamiento perifé-
rico de clementos germinales.

Un cuadro completamente distinto lo
ofrece en cambio la génada de larvas
mantenidas en presencia de tri-iodo-ti-
ronina: la progénada macroscopicamen-
te cambia de forma e histolégicamente
se constata que ha incorporado a la
mesogonada de modo tal que resulta
sumamente dificil reconocer esta lti-
ma a los 62 dias de tratamiento. Exhi-
be un mayor ntmero de ovocitos de
estadios cada vez mdas avanzados, con
diferente alinidad tintorial y con ano-
malias. La metagénada que engruesa
en las areas mas proximales, encierra
ovocitos en distinta fase de desarrollo
que ocupan amplias zonas.

Las observaciones, tanto macro co-
mo microscopicas realizadas, compara-
tivamente, desde los 42 hasta los 52
dias de tratamiento hormonal, eviden-
cian un progresivo proceso de madura-
cion ovocitaria; en el periodo que si-
gue, ésta se torna més acelerada y en
ocasiones tumultuosa.

3 - Los resultados indican ademads
que en Bufo arenarumn la tri-iodo-tirc-
nina favorece una anticipada y relativa
maduracion de los ovocitos, sin que se
insinte la diferenciaciéon en testiculo
en los ejemplares genéticamente mas-
culinos. Este proceso en la normalidad
se verifica un mes después de la meta-
morfosis. Si bien nuestras observacio-
nes corroboran ampliamente las de Kri-
chel ® quien sefiala en larvas de Bufo
viridis una adelantada ovogénesis al
proporcionar, como alimento, glindula
tiroides, confirmarfan la hipétesis que
ladiferenciacién de la génada, por lo
menos en Bufo arenarum, no depende-
ria exclusivamente de la presencia de
hormona tiroidea.

4 - El aumento volumétrico signifi-
cativo que sufre el ovocito de larvas
tratadas con tri-iodo-tironina puede in-
terpretarse como la consecuencia del
impacto de esta hormona en el higado
que se traduciera en una sintesis de vi-
telogenina *'. Su incorporacién en el
ovocito favoreceria el aumento volumé-
trico dependiente de la vitelogénesis.
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SUMMARY:

“The larval gonad of Bufo arenarum
exposed to thyroid hormone”

In order to analyze the effect of
thyroid hormone on the Bufo arenarum’s
gonad, that is a “undifferenciated race”,
the embryos were exposed to tri-iodo-
thyronine.

The results suggest that in this spe-
cies, gonadal differentiation would be
related to thyroid hormone. Moreover,
we can observe that the number of
vocytes are increased and that they are
more ripe than in the control gonads.

Key words: Bufo arenarum - Larval gonad -
Thyroid hormone.



Figura 1: B: 42 dfas de tratamiento: do

sis de 15 ug/l de hormona;
progénadas con ovocitos en
crecimiento. 320X.

A: 42 dfas de vida larval, control: pro
(p), meso (m) y metagdnada (t). 320X.

C: 42 dias de tratamiento: dosis de 4 ug/1 de hormona; metagdnadas con
ovogonios periféricos. 400X,
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Figura 2: B: Particular: ndtese el ovocito

binucleado (o). 800X.
A: 62 dias de tratamiento con 15 ug/1

de hormona; progénada con ovocitos .
que demuestran distinta afinidad tin

torial y diferente grado de crecimien

to. 400X.

%

C: 62 dfas de tratamiento con 15 ug/1 metagénada con ovogonios y al
glin ovocito. 400X.



