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RESUMEN. Se ha estudiado el desarrollo y la evolucién de las gléndulas tiroideas durante la morfogéne-
sis de Bufo arenarum. Usando diferentes parametros morfométricos, hemos relacionado el crecimiento y de-
sarrollo larval con el desarrollo de las glandulas tiroideas. Se observé que la longitud total, el peso de las
larvas, el volumen glandular tiroideo y el didmetro folicular, aumentan hasta el estadio XV (fin de la prome-
tamorfosis), mientras que el nimero de foliculos y la altura de las células foliculares tiroideas se incremen-
tan hasta el estadio XVII (mitad del climax metamérfico). Todos estos parametros disminuyeron considera-
blemente durante el climax metamérfico mientras que en animales postmetamérficos se observé un incre-
mento en los valores registrados. En base a los resultados obtenidos concluimos que hay un periodo de
sintesis y almacenamiento de hormonas tiroideas durante el crecimiento larval y un segundo periodo carac-
terizado por la liberacion de hormonas tiroideas hacia el final de la prometamorfosis y durante el climax
metamorfico.
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ABSTRACT. We studied the development and evolution of thyroid glands during Bufo arenarum morpho-
genesis. Using different morphometric parameters we related larval growth and metamorphosis with thyroid
glands development. We observed that total length, larval weight, thyroid gland volume and follicle diameter
increased until stage XV (end of prometamorphosis), meanwhile the number of follicles and follicle cell height
increased until stage XVII (midclimax). All these parameters decreased during metamorphic climax and an
increase was observed in postmetamorphic animals. OQur results lead us to conclude that during larval growth
there is a period of synthesis and store of thyroid hormones. There is a second period characterized by
thyroid hormones release during the end of prometamorphosis and metamorphic climax.
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Introduccion bre los distintos aspectos de la biologia de
vertebrados relacionados con el crecimien-

El fenémeno del desarrollo y de la me- to y los cambios metamérficos.
tamorfosis en anfibios ha interesado de Fue Gudernatsh (1912) quién inicié el

igual modo a biélogos y naturalistas durante estudio de la regulacion enddcrina de la
siglos. Los estudios realizados por fisilo- metamorfosis, al proponer que el mediador
gos, bioquimicos y endocrinélogos han ultimo de todos los cambios que ocurren
aportado gran cantidad de informacién so- durante la misma es la glandula tiroides a
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figura 1: Longitud total (LTO), corporal (L.CU) y de la cola (LCO) durante la metamorfosis de Bufo
arenarum. Los crrores cstindares no representados fueron menores al 10 % de la media de cada grupo.
Diferencias significativas *P< 0,05 respecto del estadio anterior (N=15).

través de sus hormonas: la triiodotironina
(T) y la tiroxina (T). Afios mas tarde Et-
kin (1964, 1968) postulé el modelo existente
mas completo sobre los mecanismos endé-
crinos que regulan la metamorfosis de an-
fibios involucrando al eje hipotalamo-hipé6fi-
seo-tiroideo y a otras hormonas como la
prolactina y las interrenales.

El andlisis estructural y ultraestructural
de las glandulas tiroideas de anuros mues-
tra generalmente un fuerte incremento de
actividad glandular cerca del climax, llegan-
do a niveles nunca seiialados en otros es-
tados de vida de los anfibios (Coleman et
al., 1968). El coloide folicular que es alma-
cenado como prohormona (tiroglobulinas),

se incrementa al maximo durante la prome-
tamorfosis y decrece en el climax, dejando
al final de la metamorfosis los foliculos va-
cios, colapsados, demostrando la termina-
cion del periodo de fuerte sintesis y secre-
cién hormonal (Rosenkilde y Ussing, 1990).

Las concentraciones plasmaticas de hor-
monas tiroideas (TH) en larvas anuras,
muestran practicamente la misma situacion
que lo observado estructural y ultraestructu-
ralmente. Se han encontrado bajos niveles
de T, y T, durante la premetamorfosis, és-
tos se incrementan antes de la emergencia
de los miembros anteriores, haciéndose
maximos al llegar al climax metamorfico
para luego disminuir al final de la metamor-
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Figura 2: Peso humedo durante la metamorfosis de Bufb arenarum. Los errores estindares no representados
fueron menores que el 10 % de la media de cada grupe. Diferencias significativas *P< 0,05 respecto del

estadio anterior (N=15).

fosis (Leloup y Buscaglia, 1977; Miyauchi et
al., 1977; Regard, 1978; Mondou y Kaltenba-
ch, 1979; Suzuki y Suzuki, 1981; Weil, 1986).

Si bien existen trabajos sobre la histo-
génesis y evolucion de las glandulas tiroi-
deas durante la metamorfosis en diferentes
especies anuras (Saxen et al., 1957a, b; Co-
leman et al., 1968) en Bufo arenarum, un
sapo de amplia distribuciéon en Sudamérica,
no hay estudios al respecto. Por esta razén
fue nuestra intencién relacionar parametros
morfométricos corporales y parametros in-
dicadores de actividad tiroidea durante la
morfogenésis de esta especie anura. Los
parametros morfométricos evaluados permi-
ten estudiar cambios en las glandulas tiroi-

deas en especimenes de pequefio tamano
donde analisis hormonales por radioinmuno
ensayo u otros metodos fisiologicos pueden
aplicarse solamente con gran dificultad.

Materiales y métodos

Material bioldgico. Los embriones de
Bufo arenarum se obtuvieron por induccion
a la ovulacion y fertilizacion in vitro segan
metodologias descriptas (Miranda et al.,
1991). Los embriones obtenidos fueron colo-
cados en capsulas de Petri con solucion de
Holtfreter (3,5g NaCl + 0,05g KCl + 0,2g Na-
HCO, + 1000 ml agua destilada), hasta que
el esbozo de los miembros posteriores se
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Figura 3: Evolucién anatémica de las glindulas tiroides durante la metamorfosis de Bufo arenarum. (a)
premetamorfosis (estadio IV), (b) premetamorfosis (estadio VIID), (c,h) prometamorfosis (estadio XII), (d)
prometamorfosis (estadio XV), (e) climax metamérfico (estadio XVI), (f) climax metamoérfico (estadio XX),
(8) postmetamorfosis. cf, células foliculares; c, coloide; ch, cartilago hioideo; cpf, células parafoliculares.
(ab,cdefg (400 x), (h) (1000 x)
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Figura 4: Volumen de las glandulas tiroides (VGT) durante la metamorfosis de Bufo arenarum. los errores

estandares no representados, fueron menores que el 10 % de la media de cada grupo. Diferencias significativas

*P< 0,05 respecto del estadio anterior (N=5).

hizo visible (estadio I, Martin ef al., 1985).
En este estadio se transfirieron a acuarios
de 2 litros de volumen en una densidad de
10 por litro y se mantuvieron a una tempe-
ratura de 19-20°C y un fotoperiodo de 12
L:12 O. Las larvas fueron alimentadas ad li-
bitum con lechuga hervida. Semanalmente
fue renovado el medio y se verifico el esta-
dio metamérfico alcanzado por las larvas. Se
utilizaron larvas en los siguientes estadios
metamoérficos segun Martin ef al. (1985): IV
y VIII (mitad y final de la premetamorfosis),
XII y XV (mitad y final de la prometamorfo-
sis), XVII y XX (mitad y final del climax
metamorfico) y postmetamorficos de un mes
de vida. Estos estadios son equivalentes a

los estadios: 29, 34, 39, 41, 43 y 46 descrip-
tos por Gosner (1960). Los ejemplares fue-
ron anestesiados con MS-222 (Sandoz, Ar-
gentina) y se procedi6 a su fijacion por in-
mersion en el liquido de Bouin. Luego de la
deshidratacion de las piezas y de su inclu-
sion en parafina-cera, se obtuvieron cortes
transversales (6pm) seriados que fueron te-
fiildos con hematoxilina y eosina.

Morfometria 1. Longitud: Se midié la
longitud total larval (LTO), tomada desde
el extremo anterior cefalico hasta el apice
de 1a cola, la longitud del cuerpo (LCU),
medida desde el extremo anterior cefalico
hasta la cloaca y la longitud de la cola
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Figura 5: Namero de foliculos (NF) presentes en las glandulas tiroides de Bufo aremarum durante el

desarrollo. Los errores estiandares no representados, fueron menores que el 10 % de la media de cada grupo.
Diferencias significativas *P< 0,05 respecto del estadio anterior (N=5).

(LCO), que se obtuvo por diferencia entre
la longitud total y la longitud del cuerpo.
Se midieron en milimetros 15 ejemplares
vivos por estadio.

2. Peso total hiumedo (P): Este parame-
tro se determiné en una balanza electroni-
ca con una sensibilidad de 0,001 g. Fueron
pesados 15 animales vivos por estadio.

3. Volumen de las glindulas tiroides
(VGT): Se midi6 electronicamente el area
tiroidea de todos y cada uno de los cortes
seriados de igual grosor (6um). La suma
total de las areas se multiplicé por el gro-
sor del corte obteniéndose asi el volumen
tiroideo, de forma que: VGT =t 3A um?®
donde ¢ es el grosor del corte y JA la

suma total de las areas.

4. Numero de foliculos (NF): Se conta-
ron todos los foliculos presentes en cinco
cortes (dos laterales y tres centrales) de
glandula tiroides.

5. Didametro folicular (DF): Se conside-
ré unicamente el diametro del foliculo mas
ancho en cinco cortes de glandula tiroides
(dos laterales y tres centrales).

6. Altura células foliculares (ACF): Se
midieron 10 células epiteliales (al azar) que
formaban foliculos tiroideos en cinco cortes
(dos laterales y tres centrales).

Los datos evaluados representan los va-
lores medios y los errores estandares de
las mediciones realizadas en las tiroides de
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Figura 6: Diametro folicular (DF) tiroideo durante la metamorfosis de Bufo arenarum. Los errores estandares

no representados, fueron menores que el 10 % de la media de cada grupo. Diferencias significativas *P<

0,05 respecto del estadio anterior (N=5).

cinco animales por estadio. Las mediciones
realizadas en glandulas tircides, fueron to-
madas siempre sobre la glandula derecha.
Los resultados fueron analizados por test
“¢" de Student y “U” test de Mann-Whit-
ney para datos no homogéneos.

Resultados

Longitud. En la especie estudiada se
observo un crecimiento significativo en la
longitud total del embrién (LTO) durante la
pre-y prometamorfosis. Hacia el final de la
prometamorfosis las larvas presentaron su
tamafio maximo (3,8 cm) que fue aproxima-
damente del doble de los valores observa-

dos al comienzo de la premetamorfosis.
Con el comienzo del climax metamérfico se
produjo una disminucién en los valores ob-
servados de la LTO de tal forma que al fi-
nal de dicho periodo equivalian a la mitad
de la longitud maxima alcanzada. Los ani-
males postmetamorficos experimentaron un
crecimiento en longitud cercano al 30% con
respecto a los valores obtenidos al final del
climax. La longitud corporal (LCU), aumen-
té notablemente hasta el final de la prome-
tamorfosis, luego disminuyé hasta la mitad
del climax, para volver a aumentar hacia el
final de la metamorfosis. La longitud de la
cola (LCO) aument6 hasta la mitad de la
prometamorfosis. Hacia el fin de esta eta-
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Figura 7: Altura de las células foliculares (ACF) tiroideas durante la metamorfosis de Bufo arenarum. Los
errores estandares no representados fueron menores que el 10 % de la media de cada grupo. Diferencias
significativas *P< 0,05 respecto del estadio anterior (N=5).

pa y durante el climax metamoérfico dismi-
nuy6 su longitud hasta su total desaparicion
(figura 1).

Peso total hiumedo. La variable peso
aument6 considerablemente durante la pre- y
prometamorfosis alcanzando las larvas su
peso maximo (0,4 g) al final de esta etapa.
Durante el climax se registré una disminu-
cién en el peso de casi el 35 % del valor
méaximo. En cambio en animales postmeta-
morficos se observo una recuperacion en el
peso de casi el 20 % con respecto a los valo-
res obtenidos al final del climax (figura 2).

Evoluciéon glandulas tiroides. A nivel
microscopico en estadios premetamoérficos
pueden observarse las glandulas tiroides
ubicadas por debajo del cartilago hioideo y
que ya comienzan a organizarse en foliculos
con coloide (figura 3a). A través de la meta-
morfosis las tiroides toman una forma elips-
oide (se desarrollan hacia los laterales de la
larva), y el coloide de los foliculos va cam-
biando de consistencia desde compacto y
poco vacuolado (pre- y mitad de prometa-
morfosis) (figuras 3a, b, ¢) a fracturado,
menos denso y muy vacuolado (final de la
prometamorfosis y climax metamoérfico) (fi-
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guras 3d, e, ). En juveniles se observa que
los foliculos y el coloide toman caracteristi-
cas similares a las observadas en prometa-
morfosis (figura 3g). A mayor aumento pue-
de observarse claramente como el coloide
es absorbido por las células foliculares y
ocasionalmente pueden encontrarse también
algunas células parafoliculares (figura 3h).

Volumen glandulas tiroides. Este pa-
rametro mostré un incremento ininterrum-
pido hasta el final de la prometamorfosis
donde alcanzé su valor maximo. Un descen-
so se observé durante el climax, volviendo
a incrementarse en animales postmetamor-
ficos (figura 4).

Numero de foliculos. El NF tiroideos
aumenté desde la premetamorfosis hasta la
mitad del climax. Al final del climax y en
animales metamorfoseados este parametro
disminuy6 (figura 5).

Diametro folicular. El DF aument6 du-
rante el desarrollo, mostrando valores maxi-
mos especialmente entre el final de la pre-
metamorfosis y la mitad de la prometamor-
fosis. Durante el climax disminuyo y en ju-
veniles volvié a incrementarse (figura 6).

Altura células foliculares. Se observd
un aumento en la ACF tiroideas durante
pre- y prometamofosis alcanzando el valor
maximo hacia la mitad del climax metamor-
fico. Al completar la metamorfosis este pa-
rametro disminuyé drasticamente, obtenién-
dose valores similares en animales postme-
tamorficos (figura 7).

Discusion

Junto a las modificaciones morfoldgicas
que caracterizan el desarrollo larvario de
anuros, esta comunmente aceptada la exis-
tencia de una gran tasa de crecimiento du-
rante las primeras fases asi como de un
descenso del tamafio y peso del animal du-
rante el climax metamorfico. No obstante,
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se han realizado pocos trabajos morfomé-
tricos en anuros (Taylor y Kollros, 1946;
Cambar y Marrot, 1954; Cambar y Gipoulo-
ux, 1956) y en estos casos unicamente se
han observado las variaciones de la longi-
tud total. Estos autores observaron que la
longitud maxima se alcanza al inicio del cli-
max metamorfico. Nuestros datos concuer-
dan con los obtenidos por estos autores en
cuanto al gran incremento de la longitud
existente durante la pre- y prometamorfo-
sis, y a su declinacion durante el climax,
pero no en cuanto al momento en que se
alcanza la longitud maxima. Nuestros resul
tados coinciden plenamente con lo observa-
do por Martin et al. (1985) en Bufo arena-
rum, en cuanto a que la longitud total
maxima se obtiene en el estadio XV (final
de la prometamorfosis).

En cuanto al peso se observa una corre-
lacion con lo que ocurre con la longitud to-
tal, aumentando durante el desarrollo Ile-
gando a un valor maximo en el estadio XV
y disminuyendo drasticamente durante el
climax. Tanto la disminucién de la LTO
como del peso durante el climax metamér-
fico se deberia exclusivamente a la reabsor-
cién de la cola, ya que si bien la larva su-
fre una serie de cambios morfologicos que
transforman el cuerpo mas o menos globu-
lar en el de un pequeiio adulto, no hay
modificaciones importantes en la longitud
corporal.

Una vez finalizada la metamorfosis, como
se refleja en los resultados obtenidos en la
longitud corporal y el peso, los animales co-
mienzan a crecer hasta alcanzar el tamaiio
propio de los adultos de su especie.

Durante el desarrollo de Bufo arenarum
las tiroides toman una forma elipsoide, y
los foliculos que la constituyen van almace-
nando coloide que durante la pre- y princi-
pio de la prometamorfosis va cambiando de
consistencia desde compacto y poco vacuo-
lado a fracturado, menos denso y muy va-
cuolado hacia el final del climax metamor-
fico. Estas variaciones en la consistencia
del coloide indican las etapas de actividad
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glandular (almacenamiento o liberacion de
hormonas). =~ =

Las células parafoliculares que ocasional-
mente se observaron en algunos estadios de
la metamorfosis de Bufo arenarum, que tam-
bién se encontraron en Xenopus laevis (Cole-
man et al., 1968) no pueden relacionarse di-
rectamente con los procesos metamorficos,
siendo su funcién adn incierta. Los parame-
tros morfométricos analizados en nuestro
estudio nos han permitido evaluar las distin-
tas etapas de actividad de las glandulas tiroi-
deas durante el desarrollo de Bufo arena-
rum. En el caso del VGT y DF un incremen-
to en los valores de estos parametros signifi
ca crecimiento de la glandula y almacena-
miento de prohormona, mientras que el au-
mento de la ACF y del NF indica liberacion
de hormonas. Durante las primeras etapas
del desarrollo larval se observo un incre-
mento considerable de todos los parametros
analizados. En el caso del VGT y DF hasta
el final de la prometamorfosis (indicando
maximo almacenamiento de tiroglobulinas)
y para la ACF y el NF hasta la mitad del cli-
max metamorfico (pico de liberacion hormo-
nal). Al final del climax todos los parametros
estudiados disminuyeron abruptamente indi-
cando el vaciamiento y cese de actividad de
las tiroides. En animales postmetamorficos
se observé un aumento en el VGT y del DF
mientras que la ACF y el NF se mantuvie-
ron en los valores registrados al final de la
metamorfosis. Los incrementos en estos pa-
rametros indican un aumento en la acumula-
cion de tiroglobulinas, posiblemente este
resultado esté relacionado con la diferencia-
cién sexual (proceso que requiere de hor-
monas tiroideas) de Bufo arenarum que
ocurre entre los 30 y 40 dias después de la
culminacién de la metamorfosis (Pisan6 y
Pizarro, 1958).

Los resultados obtenidos concuerdan
con lo observado en algunas especies de
anuros en cuanto a que la maxima activi-
dad tiroidea en términos de volumen glan-
dular, superficie secretora, nimero de foli-
culos, y coloide vacuolado, coincide con el

periodo de emergencia de los miembros
anteriores (Saxen et al., 1957a, b; Coleman
et al. 1968; Fox, 1983). Cabe senalar que
en Bufo arenarum, la emergencia de los
miembros anteriores caracteriza al estadio
XVI y que de nuestro estudio se despren-
de que la maxima actividad glandular tiroi-
dea ocurre entre los estadios XV y XVIL

Miranda ef al. (1996), sugieren que en
Rufo arenarum, la maxima liberacion de ti-
rotrofina (hormona hipofisaria que regula la
liberacién de hormonas tiroideas) tiene lu-
gar entre los estadios XV y XVII (fin de la
prometamorfosis y mitad del climax) y que
el pico de liberaciéon de hormonas tiroideas,
segun los resultados de nuestro estudio,
ocurre entre los estadios XVII y XX (mitad
y final del climax). El retardo existente en-
tre la liberacion de tirotrofina y el incre-
mento plasmatico de los niveles de hormo-
nas tiroideas encontrados por diversos au-
tores (Leloup y Buscaglia, 1977; Miyauchi
et al., 1977, Regard, 1978; Mondou y Kal-
tenbach, 1979; Suzuki y Suzuki, 1981; Weil,
1986) a mediados del climax podrian refle-
jar el tiempo que necesita la maquinaria de
biosintesis y liberacion de hormonas tiroi-
deas para actuar después de la estimulacién
por tirotrofina.
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