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1.1. Evolucién de los vertebrados

Hay un resurgimiento en Ta historia de Ta evo-
Tucidn de Tos vertebrados con el acontecimiento transcen
dental de Ta salida del medio aclatico y la conquista de

la tierra firme.

Este feninemo, que podemos catalogar como una

migracién, va a ocurrir de una forma lenta y gradual, ya

que a fin de cuentas, el cambio del medio habitual de vi
da va a implicar profundas modificaciones anatdmicas que
acompafiardn a las transformaciones hacia una nueva fisio

logia.




Entre ellas, el sistema de respiracién por branp
quias ha de ser reemplazado por otro de respiracién pulw
monar, aunque es de destacar el aporte qu representa -
la utilizacién del oxigeno atmosférico a través de la

piel en muchos vertebrados.

E1 mecanismo de 1bcomoc16n“ ha de pasar de un
sistema de propulsién y equilibrio, representado por las
aletas de los peces, a'un sistema de apéndices verdade-
ramente locomotores que permita el desplazamiento en tig

rra firme.

Pero de todos estos cambios, es el ocurrido =
en la piel uno de los mds transcendenta]es (ANDREW y -
HICKMAN, 1974; SPEARMAN, 1973)(3,166) para la conservaz
cion del contenido acuoso interno que permite el mante

nimiento de las constantes fisioldgicas.

De ahora en adelante, en contacto con la at-
mésfera, serd este tegumento la primera 1inea de defen-
sa contra el ataque de los factores fisicos y quimicos
y habrd de adquirir una estructura especial histoldgica

que evitard la desecacién (PATT y PATT, 1969)(134).
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A la vista de este fendmeno evolutivo podemos
decir que el tegumento de los vertebrados es uno de los
6rganos mds importantes del cuerpo de jos anfibios, que,
ademas de evitar la desecacidn, sirve e$pech1¢amente de
proteccién mecdnica contras factores como el fuégo, gols
pes, invasidn de otros animales, etc.

Por medio de la sdcrecién (LEONARD y SUMMERS,
1976; HARRIS y HUNT, 1975 b; SCHUBER, 1974)(94,67,154)
puede hacer su cuerpo o repulsivo (para Tos enemigos) o
atractivo (durante la reproduccidn); se le da, ademés,.—
importancia como un 6rgano inmunolfgico de proteccidn -

PATT y PATT, 1969)134),

Pero no todas las funciones del tegumento se =-
relacionan con la proteccidén, sino que, por ejemplo, in-
terviene en la locomocién de algunos vertebrados, como
ocurre con las esc;mas epidérmicas de las serpientes -~

(JACKSON y RENO, 1975)(78).

Puede servir también como almacén de energia
(dep6sito de grasa subcutdnea) en muchos vertebrados que

incluso puede funcionar como aislante térmico, como es -
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el ejemplo tipico de los mamiferos acudticos.

Ademds, se ha comprobado Ta existencia de un -

mecanismo de sintesis de vitamina D en algunos .vertebra

dos (PATT y PATT, 1969)(134).

Por otra parte, la piel es un 6rgano receptor

de la informacidn que proviene del medio exterior, intep

viniendo en Tos mecanismos de relacidén del individuo con
el ecosistema en que se enclava. Este contacto ocurre a
través de los muchos corplsculos tactiles que en ella )
se presenta (DIAZ FLORES y colaboradores, 1977; SAX0D, -
1968; de IRALDI, 1961; GRANDRY, 1869 ) (36, 62, 74, 76)

y otros receptores sensoriales (SZABO, 1963; ANDERSEN y
NAFSTAD, 1968; IGGO, 1967; BENNET, 1965) (2, 10, 75, -
170), siendo esta iuncién un complemento jndispensab]e
para el funcionamiento del animal a través de su siste-
ma nervioso (HALATA, 1970; MUNGER, 1965; RANVIER, 1880;
RAMON Y CAJAL, 1919)(63, 121, 140, 141}.

De estos drganos receptores de la piel es de

destacar, por su especializacién, la 1lamada "17nea -

bl

-5-



Tateral" (FLOCK, 1967)(51) que se encuentra muy desarro-
1lada en los peces (IWAI, 1967; THORNHILL, 1972)(77,171)
y en las larvas de los anfibios (MONAGHAN, 1975; FLOCK,
1974) (52, 117).

Por d1timo, Ta piel interviene en la regulacidr
de la temperatura, ya no sGlo en los mamiferos, sino que
también 1o hace en las aves en algunas especies de rép-

tiles (PATT y PATT, 1969) (134).

Este tegumento, con tal diversidad de funcioneg,
‘tigne un doble origen durante el desarrollo embrionario.
Por un lado, la parte mds externa o epidermis se desarro
1la directamente del ectodermo, y la porcidn mds inter-

na o dermis se produce a partir del mesenquima.

Pocos animales ponen en contacto directo con
el medio la piel propiamente dicha; asi, los invertebra
dos protegen el tegumento por medio de una cuticula, o
bién, por caparazones si]TceoS o calcdreos, quitina 6 -

por medio de secreciones mucosas.

Les vertebrados, por su parte, recuerdan a sus
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predecesores en la escala animal adoptando parecidos -

mecanismos de proteccidn.

Asi, Amphioxus, que presenta un tegumento muy
sencillo, como ejemplo bdsico del de Tos restantes cor-
dados, posee una cuticula segregada por la epidermis,

halldndose éste, perforada por poros diminutos.

Siguiendo la escala animal, encontramos las es
camas éseas de algunos peces y las escamas dérmicas de
los teledsteos, cubiertas casi en todas las eSpecies por|
una cutfcula de mucinas segregada por la misma piel (HA

RRIS y HUNT, 1975 b)(67).

En grupos mds evolucionados encontramos la mu-
cosidad que envuelve a los anfibios, las escamas y pla-
~cas epidérmicas que aparecen en los reptiles y todas las

faneras que acompaiian a la piel de los mamiferos.

Pero volvamos un poco la mirada hacia la histo
ria de la salida a tierra firme de los vertebrados. Esta
salida va a comenzar con la aparici6n de los primeros -

anfibios al final de los tiempos Devdnicos; es incomple-
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ta, representada s6lo por el hecho de que respiran ya aire
atmosférico; siguen viviendo casi siempre en las aguas,
y por supuesto, sujeto estrechamente su ciclo vital a ese
medio, donde pasa obligatoriamente los primeros estadios

de su desarrolilo.

Un ejemplo de’éiib lo tenemos en los ICTIOSTE-
GIDOS (que aparecieron en Groenlandia en el Devdnico Su-
perior), los cuales por sus caracteristicas morfoldgicas

y fisioldgicas deben colocarse entre los anfibios.

En tiempos posteriores, los vertebrados, pro-
vistos ya de miembros conformados para la vida terrestre,
siguieron la historia de los primeros anfibios, y perma-
necieron atados al medio acuatico. Pero, eso si, estos =

miembros les permitfan, durante las épocas de sequia, T~

arrastrarse por tierra firme en busca de una nueva exten-
sion de agua; aunqué, siguiendo los datos de los restos -
fésiles, no siempre invadian el agua sino que permanecfan
en las orillas como una nueva conquista qué les aumentaba

el medio de accign dende desarrollarse.

A la vista de esta tentativa de abandono del =
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medio acudtico y al observar como se va conquistando el

" medio terrestre, hemos prestado una especia] atencidn a
los anfibios actuales ya que presentan todavia el fenéme-
no de transicion desde una vida en e1 agua a una vida en
el medio aéreo-terrestre, ocurriendo durante este paso mu
chos cambios basicos en Euxgrganismo,‘siepdo algunos, fun

damentd]es, los que involucran a Tla pfe1‘

Por otra parte hemos seleccionado a 1los ANUROS,'

cuyos representantes actuales constituyen un grupo partte

cularmente anémalo, como se puede ver recordando algunos

rasgos anatémicos esenciales.

E1 crdneo es notabie por los pocos elementos -
que 1o constituyen, La bdveda, formada casi exclusivamentg
por un hueso dnico, el frontoparietal; siendo, adémés im
portante la reduccién que se observa en la osificacién -

de todas las partes. del esqueleto cefalico.

La columna vertebral comprende un ndmero muy «
reducido de vértebras (nuncas mds de nueve) y termina en
un hueso alargado, 1lamado Urostilo, que resulta de la

fusién de otras vértebras como lo indica la presencia, en
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el adulto, de fordamenes que sirven para el paso de los nen

vios.

Ademds, en la pelvis, el Tleom es muy alargado y
estrecho estando fusionados, por su parte, los dos huesos

de la pierna, tibia y pcronéi -

A la vista de estos caracteres y el que algunos
anuros fosiles presenten caracteristicas anatdmicas como--
~los actuales, mezcladas con otras que corresponden a for-
mas menos evolucionadas que las actuales, les da un carac-
ter de primacia para el estudio morfoldgico de los drganos

fundamentales.

Por ello, hemos encaminado nuestras investigacio

nes hacia el tegumento de este grupo taxondémico haciendo -

referencia especial a la zona de contacto con el medio ex-
terno, es decir, la epidermis y las estructurés que coinQ
mentan el mecanismo de proteccién de ésta, que en los an-

fibios vienen representadas por la mucosidad que los envuel
ve y que es producida por las gldndulas cutdneas de origen

epidérmico.
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Para nuestro estudio hemos seleccionado dos es-

pecies caracteristicas de la zona mediterranéa: Bufo cala-

mita y Rana ridibunda.

Dentro de la clase AMPHIBIA se incluyen en Ta sub|
clase APSIDOSPONDYLI y, dentro de ellas, en el superorden
lSALIENTIA, "saltadores", en el que encontrambs.aquellos an
fibios modernos que carecen esencialmente de centros verte
brales verdaderos, con la cajé craneal no osificada comple

tamente y que carecen generalmente de costillas.

Dentro de este grupo taxondnico hay dos Ordenes:
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PROANURA y ANURA. ES en este segundo en el que se incluyen
nuestras especies en estudio; en resumen, son anfibios que
carecen de cola y poseen extremidades'posteriores adaptadag

para el salto.

Entre ellos distinguimos 18 familias, dos de las

cua]eskson: BUFONIDAE, a 1a que pertenece B. calamita vy -

RANIDAE, que incluye R. ridibunda.

Las caracteristicas familiares las podemos resu-

mir como sigue:

Familia BUFONIDAE.

Son anuros de cuerpo fornido, variables de tama-
fio (entre 30 y 200mm.); carecen de costillas osificadas -
libres y con centros vertebrales procélicos. Presentan --
glandulas paréotidas, ho tienen dientes y la lengua se pre-
senta libre en su parte posterior. En los ojos dparecen -
pupilas horizontales. Generalmente estan muy bien adapta-

dos al medio terrestre (D'Ancona, 1975) (31).

Familia RANIDAE.
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Se incluyen anuros de patas largas, muy varia-
bles de tamafio (12-250 mm.) y sin costillas osificadas 1i
bres. Los centros de las vértebras primera a séptimas son
procélicos y de 1a octava en adelante, anficélicos; no pre
senfan cartilago intercalar. Aunque la Tengua estd Tibre B
en su parte posterior se presentan dientes maxilares. Las

pupilas pUeden ser horizontales o verticales. Los pies --

Posteriores estan generalmente provistos de membranas.---

(D*Ancona, 1975) (31).

Ambos grupos son de los anuros mas caracteristj-
cos de la fauna anfibia, los cuales ademds de ciertos carag
teres anatémicos diferentes, presentan una diferente adap-
tacién al medio seco, siendo los individuos de la Familia
RANIDAE los que tienen mayor dependencia del agua, habiéndg
se desarrollado menos en ellos el tipo de defensa por medig
de sustancias téxicas tegumentarias que en el otro grupo,
realizando mds una défensa pasiva. ocultandose en 1os fondog

cenagosos de su habitat.
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~1.2. Tegumento de los vertebrados

Hay una gradacidn en el fenOmeno adaptativo al

medio terrestre entre los anfibios

" Asi, se observa como todas las fases larvarias =
tienen lugar siempre en el agua; también algunas especies
de urodelos rara vez salen a tierra firme, habiendo actual

mente acdaticas que conservan aidn branquias externas.

Dentro del grupo que nos ocupa, orden ANURA, cla
se AMPHIBIA, se sigue presentando esa grad&cién de adapta-
bilidad al agua; muy pocos de ellos son acuétitos totalmen
te, como el género Xenopus o las ranas del lago Titicaca -

que nunca abandonan el agua (SPEARMAN, 1973) (166).
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Por el contrario, los sapos del desierto sobrevi
ven en condiciones dridas, refugidndose btajo las piedras o
en huecos durante el dia, favoreciendo su resistencia con
el almacén de agua en la vejiga urinaria; aunque, sin em-

bargo, no son capaces de soportar mucho tiempo bajo una -

radiacidn solar intensa.

Si se compara estructuralmente Ta piel de dife-
rentes anfibios se aprecia como, entre los ma&s o menos adap
tados al medio seco aéreo-terrestre, hay modificaciones ca

si inapreciable pero verdaderamente significativas.

En general y como un signo de conexidn evolutiva
con los peces van a presentar una cubierta de mucosidad -
que va a envolver todo el organismo (HARRIS y HUNT, 1975 b;
DOWNING y NOVALES, 1971; HARRIS y HUNT, 1973 a) (39, 64, -
67), aunque hay una diferencia esencial entre estos dos ==
grandes grupos de anJma]es en la forma de produccidn de es
ta secrecidn; asi, en los peces se forma gracias a unas -
células mucosas especializadas (HARRIS y HUNT; 1973 b, - -
1975 a)v(65, 66), mientras que en los anfibios adultos se
va a producir a expensas de gldndulas multicelulares al-

veolares de origen epidérmico y localizadas en el estrato
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esponjoso de la dermis (DAPSON, 1970; MUHSE, 1909; WHITEAR,
1974) (32, 119, 188).

Como asociacién de este fendmeno evolutivo se en
cuentra que la envuelta mucosa producida en los renacuajos
se debe a unas células ova]g§“97cé1u1as dg’Leydig (KELLY,
1966 b) (82), estructuraquue nos van a trazar un puente
para esta organizacidn epidérmica entre los animales tipi-

camente acudticos y los que se han abandonado el agua sin

poder independizarse totalmente de ellas.

Por regla general y considerando siempre al ani-
mal adulto, la capa mds superficial de células del tegumen
to estd mds o menos queratinizadas; es decir, estas célu-
las contienen depdsitos de proteinas, la queratina, que es
a]tamentevresistente a la desecacidén a la difusidén del agug

y a la -abrasidn.

Pues bién, en los anfibios que estan mejor adap-
tados a la vida terrestre, como los sapos, los depdsitos
de queratina son muy considerables 1legando incluso a ocu-

par tidi el interior de las células superficiales.
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Partiendo de este punto y siguiendo un camino re
frospectivo, en las diferentes formas anfibias encontramos
una regresidn o pérdida gradual de esta queratina, Hasta -
tal punto, que en los mds primitivos (incluyendo a las =--
formas larvarias de todo§ los grupos) la capa celular que
ratinizada s6lo se va a presentar en el pie de los indivi-
duos del géhéro Necturus (SPEARMAN, 1973) (163), permane-
ciendo el resto de la piel cubierta de una fina cuticula -
del mismo tipo que la presentada en los peces (HARRIS y -
HUNT, 1975 b) ( 67) que se puede considerar como una forma
primitiva de cubierta queratinizada, al menos en su funciory
ya que se argumenta en contra el que la queratina es uns -
secreciodn 1ntrace1ufar y la cuticula es una secrecidn ex-

trace]u]ar.‘

Tomando como punto de partida esta capa celular
mas externa, estudiamos la estratificacidn de la epidermis,
Como hemos dicho, el exterior epidérmico se forma de célu~-
las muertas, queratinizadas, constituyendo el "estrato cor
neo", que se encuentra algo desarrollada en la rana y muy
bien en el sapo; a continuacidén se pasa a un conjunto'ce-
lular mds profundo que forma una capa o estrato transicio-

nal (integrado por los estratos espinoso y granu]dso), y -
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una capa basal, mds indiferenciada, de células columnares
que integran el "estrato germinativo" (PARAKKAL y MATOLT-
SY, 1964) (132).

La actividad de este G1timo estrato es el que fa|
cilita la renovacidon del resto de las cé&lulas epidérmicas,
norma]mehté‘a través del fendmeno de la muda (BUDTZ y LAR
SEN, 1975) (23), que se controla gracias a la accién com-

binada de las gldndulas hipofisis y tiroides.

E1T estrato germinativo va a dar lugar, no s6lo
a los estratos mds externos de la epidérmis, sino que con
su actividad se van a producir también Tas glandulas tegu-
mentarias. Estas Gltimas, aunque tengan origén epidérmico
se van a encontrar en la dermis, son multicelulares, de -
tipo alveolar, considerdndose que existen dos variedades

fundamentales: mucosas y serosas o granulosas (DAPSON, -

1070: DOCKRAY y HOPK.NS, 1975) (32, 38).

Las diferencias bésicés éhtre ellas es el menor
tamafio de las mucosas que ademds presentan un epitelio cl-
bico (MUHSE, 1909; WHITEAR, 1974)(119, 188), mientras que

el epitelio de las serosas es irregular y generalmente - -
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constituye una estructura sincitial (DOCKRAY y HOPKINS, -
1975; SJOBERG y FLOCK, 1976) (38, 162), secretanto alglin =~
tipo de sustancia tdxica o venenosa como la batrachotoxina

(PATT y PATT, 1969) (134).

También es caracteristico que en_especies total-

mente acudticas, como los géneros Cryptobranchus y Andrias,

en los que la piel es el drgano respiratorio principal, la
piel estd ricamente regada por vasos sanguineos que deri-

van de la dermis subyacente.

En contacto con la epidermis y separada de ella
por una membrana basal se localiza la dermis,que en les -
anfibios consta de dos capas diferentes: una externa, for-
mada por un tejido conjuntivo laxo, a la que se llama "es-
trato esponjoso" y una capa mds profunda, integrada por un
tejido conjuntivo laxo denso, llamada "estrato compacto"

(ANDREW y HICKMAN, 1974) (3).

En el estrato esponjoso se van a presentar las

gldndulas alveolares, vasos sanguineos, espacios linfdati. .-

cos, terminaciones nerviosas y cromatdéforos.
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Fundamentalmente, estos Gltimos elementos celula
' res son de tres clases, dependiendo de Ta naturaleza del =
pigmento que contengan (BAGNARA y co]aboradores, 1968; - -
BREATHNACH y PUYNTZ, 1956; NOLTE y POINTNER, 1975)(5, 17,
-125).

- Melanéforos, que contienen melanina.

- Xant6foros, que poseen un pigmento amarillento

o dorado, Tipocromo.

- Irid6foros, integrados por cristales que les
da un color plateado o blanco. Su funcidn principal es fil

trar los rayos ultravioletas.

La.disposicién de los cromatdforos es por capas,
situdndose Tlos grandes me]anéfofos a mayor profundidad que
los demds; por encimé de ellos y a veces cubiertos por prag
cesos de los melandéforos se encuentran los guanéforos. Los
‘més superficiales son los xant6foros que actuan como un -
filtro para la luz (BAGNARA y colaboradores, 1968) (5).

Hay veces que los melanéforos se localizan en la

epidermis, llamdndose en estos casas "melanocitos® (BAGNAR
-20-




Ay colaboradores, 1968; BREATHNACH y POYNTZ, 1956) (5, 17),
siendo estos de menor tamafio que Tos melandéforos dérmicos

aunque tanto unos como otros proceden de la cresta neural

(SPEARMAN, 1973) (166).

Estos cromatéforosngpmo los de 1los pecesk(LAN-
ZING y WRIGHT, 1974) (87)Wid6tros animé1es (BREATHNACH y
POYNTZ, 1956) (5) son células ramificadas que por la migra
cién del pigmento por el citoplasma pueden regular la colo
racién de la piel. Esta actividad, en algunos casos, estd

regulada por la hormona intermedina que es segregada por

la .pars intermedia" de la hipdfisis.

Por su parte, el estrato compacto de la dermis <
estd cdnstituido principalmente por fibras de coldgena - -
que corren mds o menos paralelamente a la piel. Cada cier=
tos interVa]os se producen cordones verticales de tejido
coenjuntivo, misculo fiso, vasos sanguineos y nervios que
partiendo del estrato compacto, atraviesan el estrato es-
ponjoso y llegan a contactar con la epidermis (WHITEAR, -

1974) (188).

Como casos especiales es de sefialar que en el &
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nero Labyrinthodontia aparecian escamas 6seas en el tegumeﬂ

to, normalmente en la superficie ventral. Estas escamas -
son de origen dérmico, constituidas por una capa de hueso
esponjoso envuelta en dos capas de hueso compacto (PATT y

"PATT, 1969) (134).

De los anfibios actuales s6lo los Apoda presen-
tan escamas que vienen a representar como placas finas de

hueso dispuestas diagonalmente e incluidas en la dermis.
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1.3. Epidermis de los anfibjos.

1.3.1. Modelo morfoldgico.

La epidermis de los anfibios viene a estar com-
puesta de 5 a 7 capas celulares con un grado variable de -

queratinizacion dependiendo de la especie.

Eh general, contiene de 1 a 2 capas externas de
células escamosas, parcial o totalmente queratinizadas, -
que corresponden al Esfrato cérneo; a continuacidn apére—
cen de 3 a 4 capas intérmedias de células relativamente po
1iédricas que constituyen los estratos granuloso y espino-
so y, por dltimo una capa basal de células columnares o cu

boideas que'constituyen el estrato germinativo.
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En cuanto a las células que constituyen éste es=
trato germinativo presentan una coleccién normal de compd-
nentes celulares aunque en cantidades re]ativamente peque=-
fias; as1, habra poco RER, algunos ribosomas libres, un com
‘plejo de Golgi relativamente rudimentario y un nlmero va-
riable de pequefias vesTcu1a§_1qga1izadas.e§pecia1mente cer
ca de las membranas p]asmgfgéas laterales (FARQUHAR y PALA
DE, 1965) (49). |

Se ha observado cémo en las mitocondriés existen
siempre cuerpos densos (PARAKKAL y MATOLTSY, 1964; VOUTE,
1963) ( 132, 179). Hay ademds un buen sistema de tonofila-
mentos agrupados en haces y asociados a desmosomas y hemi-
desmosomas (FARQUHAR y PALADE, 1965; PARAKKAL y MATOLTSY,
1964; WEISS y FERRIS, 1954) (41, 132, 183). Realmente se--
ha observado c6mo estos tomofilamentos presentan un modelo
de asociacidn especiq] cuando se acercan a las uniones ce-_
Tulares, quedando en e1 resto del citoplasma asociados en

haces (VOUTE, 1963) (179).

Estas células basales de la epidermis de Bgﬁg pi-

piens penetran profundamente en la dermis por largas prolon

gaciones citoplésmicas (VOUTE, 1963; PARAKKAL y MATOLTSY,

-24-



1964) (179, 132). Todo este contorno descansa sobre una -
membrana basal continua de unos 500-700 A de grosor (FAR-
QUHAR y PALADE, 1965) (49) xomo ha sido demostrada en otros
anfibios (OTTONSON y colaboradores, 1953; WEISS y FERRIS,
1954) (130, 183) y otros vertebrados (ODLAND, 1958; SELBY,
1955) (127,156). |
La membrana plasmatica proxima a Ta membrana ba-
sal se presenta tachonada con una serie de hemidesmosomas
(FARQUHAR‘y PALADE, 1965) (49) que fueron descritos como -
"placas densas" en los anfibios (PORTER, 1954) (136) que
ya se asociaron con el anclaje de filamentos intraepitelia
les, haciéndose posteriormente (WEISS y FERRIS, 1954) - -
(183) una descripcién ultraestructural de ellos, confirmin
dose una estructura parecida a la descrita paré la epider=~

mis humana (ODLAND, 1958; SELBY, 1955) ( 127, 156).

Las cé]u]a{ del estrato germinativo estan, ade-
‘mas, unidas entre ellas por desmosohas (FARQUHAR y PALADE,
1965; VOUTE, 1963) (49, 179) presentando entre ellas am -
plios espacios 1nterce1u1ares,'acuséndose por la presencia
de una membrana plasmdtica muy convolvulada (ODLAND, 1950;

OTTONSON y colaboradores, 1953) (126, 130) comparable a la
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de la epidermis humana (ODLAND, 1958) (127).

Avanzando hacia la superficie del cuerpo se loca
liza el estrato espinoso seguido del granuloso que son eta
pas intermedias entre las células basales y las cornifica-

das de la superficie epidérmica.

Al aproximarse al estrato cérneo las células se
aplastan y el RER se hace mds voluminoso y el complejo de
Golgi més‘desarrolﬂado, habiendo un aumento del nidmero y -
tamafio de‘1as,cisternas (FARQUHAR y PALADE, 1965) (49) -
apareciendo cuerpos densos de tamafio variable y forma irfg
gular cbn un contenido heterogéneo; parece ser que repre=
sentan ‘derivados lisosdmicos ya que dan positiva la reac-
cion para la foéfatasa dcida (SABATINI y colaboradores, -

1963) (149).

Los husos Cé tonofilamentos citopldsmicos se -
hacen mds abundantes y mds estrechamente empaquetados tal
como se avania hacia 155 células mds cercanas a la capa ex
terna de ‘la epidermis (FARQUHAR y PALADE, 1965; PARAKKAL
y MATOLTSY, 1964) (49, 132). |
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En los epitelios en queratinizacion de los verte
brados superiores se han observado granulos y una sustancig
PAS (+) en el espacio intercelular de las células superio-
res (MATOLTSY y PARAKKAL, 1965; WISLOCKI, 1951) (106, 190)

que han recibido diferentes nombres y funciones.

‘AsT’(SELBY, 1957) (157) fué el primero que obser
v6 pequenos grdnulos en las células epidérmicas en diferen
ciacién; Posteriormente se describieron tanto en la piel
humana como en la del ratén (FREI y SHELDON, 1961; ODLAND
1960) (53, 128).

Se observaron posteriormente granulos de Oml um
de didmetro junto a la membrana plasmdtica de 1a‘p1e1 del
ratén y hamster (RHODIN Y REITH, 1962) (143) apareciendo
también en el epitelio de la boca (ZELICKSON y HARTMAN, -
1962) (191). |

Concretamente, en el citoplasma de las células
que componen los estratos medios de 1a piel de Tos anfi-
bios se han descrito dos tipos de grdnulos: unos mas pe-
quefios (400-1500 A @) y otros mayores (1000-5000 A @) -
(BUDTZ y LARSEN, 1975 ; FAHRMANN, 1971; FARQUHAR y PALADE,
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1965; LAVKER, 1972: LODI y BANI; PARAKKAL y MATOLTSY, -
1964; PARAKKAL y ALEXANDER, 1972) (23, 47, 49, 91, 102,
132, 133).

Los mas pequefios son esféricos u ovoideos; de
contenido moderadamente dqugiise originaq eh el aparato
de Golgi ( FARQUHAR y PACABé; 1965) (49) y dan positiva
1a reaccidén del PAS (PARAKKAL y MATOLTSY, 1964; VOUTE, -
1963) (132, 179). En las células mds profundas aparecen
distribuidos por todo el citoplasma y tal como se avanza
hacia las capas mds externas se van acercando a la membrg
- na plasmatica, desapareciendo, normalmente, en la capa ce

lular mds cercana al estrato c6rneo.

Se ha observado que en el espacio intercelular
existente entre el estrato cérneo y el granuloso hay un
contenido con la misma apariencia que el del interior de
estos granulos, mienfras que el resto de 105 espacios in-
tercelulares aparecen vacios (BUDTZ y LARSEN, 1975; FARQU
HAR y PALADE, 1965) (23, 49).

Reuniendo el hecho de que los grénulos se acer-

can al borde celular y Ta aparicidn de una sustancia apa
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rentemente igual a la granular en el espacio intercelular

sugiere que los granulos descargan su contenido hacia es-

te espacio.

E1 segundo tipo granular es mds variab]e.de for
ma (PARAKKAL y MATOLTSY, 1954)V(132) con. un contenido més
denso, apareciendo prime;;wéh el citoplasma perinuclear
(FARQUHAR y PALADE, 1965) (49). Estos grdnulos se locali-
zan fundamentalmente en las dos capas celulares inmediata
mente bajo el estrato cérneo y son 1os mds numerosos en
Ta capa celular mds externa de esta zona intermedia (FART
QUHAR y PALADE, 1965; MATOLTSY y PARAKKAL, 1965) (49, --
106).

A Ta existencia de grdnulos en los epitelios en
queratinizacién se les ha dado diferentes funciones, dan
dosele hoy como fundamenta] una misidén de proteccidn con=
tra los agentes externos fisicos y quimicos  (MATOLTSY y

MATOLTSY, 1964; ROTHMAN, 1954) ( 105, 146).

~.

Recientemente (LAVKER, 1973) (92) se han descri
to unos granulos en la epidermis de la rana con una estrug

tura ordenada en su interior equivalente a la imagen que

presentan Jos cristales. Al igual que los grdnulos mucosos
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con estructuras ordenadas en su interior que aparecen en
otros epitelios (LAVKER, 1969 b; SOUZA-SANTOS, 1966) (89,

163) parecen representar un almacén de mucoproteinas.

Las células mds externas de la epidermis o estra
to cdrneo estan repletas de fj}amentos (70-80 A @) (PARA-
KKAL y MATOLSTSY, 1964 (132); es decir, presentan un ci-
toplasma fibrilar, que con mitocondrias en degeneracidn,
nidcleo (cuando lo hay) picndtico y la interdigitacion de

los bordes celulares con la presencia de desmosomas son -

Tos cardcteres mids sobresalientes de estas células.

Esta divisi6n en estratos de la epidermis esta
basada en un mecanismo fisioldgico, la queratinizacidn que
: hace pasar -por diferentes aspectos morfoldgicos a las cé-
lTulas epidérmicas camino de la formacid6n de células corni

ficadas que comprenderdn el estrato cdrneo.

Las células epiteliales.pasan por dos fases dis
tintas mientras se diferencian hacia células cornificadas
la primera es la fase de la sintesis en la que la célula

va a adquirir los productos necesarios para la queratini-

zacién (LAVKER y colaboradores, 1969 a; MONTAGNA, 1962;
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ODLAND y REED, 1967) (88, 118, 129). A continuacidn, empie
za la fase de transformacidn que consiste principalmente
en la produccidén de una célula formada por un complejo - -
amorfo-filamentoso rodeado de una membrana plasmatica en-
grqsada (LAVKER y MATOLTSY, 1970; MATOLTSY y PARAKKAL, --
1967) (90, 107) pudiendo aparecer algunas c&lulas interme

dias 1lamadas cé&lulas T (BRODY, 1959 y 1960) (20, 21).

Llevando este concepto a los anfibios, se ha de
mostrado por rayos X que la queratina de la piel de la sa
lTamandra pertenece a un tipo alfa (RUDALL, 1947) (147) y
a pesar de que la queratinizacidn en los anfibios tiene -
todavia lagunas fimportantes, se acepta generalmente que
el principal constituyente involucrado en los mecanismos
que ocurren en los queratinocitos son los filamentos y -
los grdnulos (descritos anteriormente), aunque hay contro
versia respecto a donde y cuando se forman estos organu-
los y su funcidn précisa en la queratinizacién (BUDTZ y

LARSEN, 1975) (23).

Estos filamentos son finos (SPEARMAN, 1968) - -
(165) y moderadamente reactivos a técnicas histoquimicas

para grupos sulfidrilos, siendo ademds, birrefrigentes

-31-



(PARAKKAL y MATOLTSY, 1964) (132). Segiin LAVKER, (1972)
(91) estan implicados directamente en la formacidn de la

red estructural de las células cornificadas.

Para diversos autores (FARQUHAR y PALADE, 1965;
PARAKKAL'y MATOLTSY, 1964; PILLAI, 1962) (49, 132, 135)
los filamentos citop1ésm{15;mse hacen més’estreChamente -
empaquetados tal como se avanza hacia el estrato cérneo.
Los filamentos no pérecen aumentar de nlmero durante la -
diferenciacién (LAVKER, 1972) (91) por To que sé ha suge-
rido que las éé]u]as basales era el sitio de sintesis de.—

proteinas necesarias para la formacidn de los filamentos

(BUDTZ y LARSEN, 1973) (22).

Este proceso de queratinizacién va a presentar
diferentes aspectos morfol6gicos en los diversos grupos
de vertebrados, aunque 1levan todos a los mismos resulta-

dos.

Asi,en los mamiferos, los filamentos son abun-
dantes en las células basales mientras que el RER es esca
so. Durante la diferenciacién aumenta el nlGmero de las -

cisternas del Golgi apareciendo los grdanulos cubiertos -
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por membranas (LAVKER y MATOLTSY, 1970) (90) acumuldndose
mds tarde la queratogialina en forma de grdnulos. A conti-
nuacién, la membrana plasmdtica se hace mds gruesa y la =

mayoria de los constituyentes celulares se desintegran,--
a excepcidn de 1os'fi]amentos, quedando el citoplasma for

mado por ellos y una matriz amorfa.

Por su parte, en las aves, es patente el RER y
REL en 1las Célu]as basales, mientras que hay pocos filamen
tos, gotas de Yipido:. y glucdgeno. En las capas superiores
hay un aumento de las vesfculas del Golgi, aparecen cuer-
pos myltigranulares y gotas de 1ipidos mayores en la par-
te central del citoplasma, localizdndose los filamentos -
preferentemente en la periféria celular, lugar donde se

deposita la queratohialina.

E1 contenido de los cuerpos miltigranulares fu-
siona en las Gltimas capas y se vacia en el citoplasma.-
Asi, las células del estrato c6rneo constan de una membra

‘na engrosada, 1lenas de 1ipido- y una matriz amorfa.

Las caracteristicas de las células epidérmicas

de los reptiles son semejantes a las de las aves, diferen-
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cidndose porque aparece, en el citoplasma de Tas células
de los primeros, grdnulos mucosos y cuerpos vesiculares.

Los grdnulos mucosos presentan una estructura interna va-
riable, se desp]azén hacia Ta periféria y descargan su -
contenido en el espacio intercelular. Por su parte, los -
cuerpos vesfculares presen?gnfyesiculas incluidas en un

medio dehso y un componente original en forma de disco --
(MATOLTSY y HUSZAR, 1972) (108); al final, presentan las
caracteristicas de las células cornificadas de las aves -
pero con una matriz translicida y el moco disperso en el

espacio intercelular.

Si compafamos los anfibios con estos grupos an=
teriores que, al igual que los mamiferos, 1los filamentos
son abundantes y el RER esta poco desarrollado en las --
células basales. Posteriormente, como en los reptiles, --
aparecen grdnulos mucosos paralelamente al aumento de las

vesTculas del Golgi.

A1 final del proceso, la imagen de 1as células
cornificadas es algo diferente a los anteriores, aparte -
de la membrana plasmadtica engrosada y los filamentos, apa

recen restos de orgdnulos celulares y una mocosidad dis-
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persa en el espacio interfilamentoso, ademds de la existen

te en el espacio intercelular.
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La zona de separacidn entre la epidermis y der -
mis del tegumento, de los anfibios estd constituida funda-
mentalmente por una membrana basal de morfologia igual a
la descrita para la piel de lTos mamiferos (ODLAND, 1950 y
1958; SELBY, 1955) (126, 127, 156) si se exceptda que en
los anfibjos se presenta una marcada hilera de hemidesmoso
mas (FARQUHAR y PALADE, 1963;GONA, 1970) (48, 59).’

La membrana basal se define norma]menfe como una
zona fina consistente en una delicada red de fibras reticu

Tares incluidas en una sustancia homogénea (SALPETER y SIN
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GER, 1959) (152). VarTé en estructura y grosor entre las

especies e incluso entre diferentes fases de la vida de -
Ta misma especie (CAMATINI y LANZAVECHIA, 1965; KELLY, -

1966 a) (25, 81).

La zona dérmica en contacto con la membrana ba-
sal se‘describfé al micf;scopio 6ptico (ROSIN, 1946) (145)
como una estructura de fibras asociadas en angulo recto,
es decir, en disposicidn ortogonal. Mds tarde, usando el
microscopio electrénico, diversos autores (PORTER, 1954;
WEISS y FERRIS, 1954 y 1956) (136, 183, 184) demostraron
que contenfa capas de fibras de coldgena alternantes, dis
puestas en dngulo recto en la piel de las Tlarvas anfibias,
demostrdndose en el adulto (OTTOSON y colaboradores, 1953)

una menor ordenacidn fibrilar, mds parecida a la de los -

mamiferos (ODLAND, 1958; SELBY, 1955) (127, 156).

Ademas de eﬁtas fibras, se han descrito otras -
en diversas zonas (NAKAO, 1971) (123) y otras, diferentes
a las anteriores, que se presentan polarizadas hacia la -
membrana basal con un extremo anclado a ella (BRODY,vi960;

PALADE y FARQUHAR, 1965) (21, 131).
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Por otra parte, se hén descrito grénuios en la -
regién que separa a las células del estrato germinativo -
de la membrana basal ( PROTER, 1954; SALPETER y SINGER, -
1959; SINGER y SALPETER, 1961)(136, 152, 161) en la piel
del renacuajo. KELLY (1966a)(81) en 1la pieT de la salaman
dra, demostrando que contienen un complejo lipido-muco-po

lisacdrido. . IR

Investigaciones mds recientes (NAKAO, 1971) -
(123) han demostrado en esta zona cuerpos laminares de -
unos 20 A de grosor que se hacen evidentes con dcido fos-
fotilngstico; como se observan algunas veces dentro de las

células basales se les asigna on origen epidérmico.
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1.3.2. Modelo f{§561691c0.

Este modelo morfoldgico de la epidermis de Tos
anfibios 1leva apralelo un modelo fisioldgico que actla
de una forma mayoritaria y fundamental en la osmoregula-

cion del medio interno del animal.

E1l agua se mueve libremente por 6smosis a tra-
vés de la piel de los anfibios, 1o que representa que man
teniendo al animal en agua fresca se va a producir, a tra

vés de ella, una importante entrada neta de agua.
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Este flujo varia con el tamaio del animal, con’
la especie y la temperatura, siendo del orden de 500 ml -
Kg=1 dia-l (SHOEMAKER y NAGY, 1977) (160), aunque las es-
pecies mejor adaptadas al medio terrestre tienden a tener
una mayor permeabilidad cuténgq (BENTLEY, 1971; MULLEN y
ALVARADO, 1976) (11, 120), siendo la de los urodelos neta

mente acudticos los que presentan el menor flujo (100 ml

Kg~! dia~l) (BENTLEY, 1973 a) (12).

Se ha comprobado (DICKER y ELLIOT, 1970) (37)

que cuando un individuo de la especie Rana cancrivora se

somete a soluciones variables de C1Na, urea y sucrosa, el
flujo neto de agua es directamente proporcional al gradien
te osmé6tico, manteniéndose independiente de la naturaleza
0 concentracidn.del soluto. Asi pues, un anfibio que entra
en una concentracién hiperosmética puede, inicialmente, -

perder agua por la piel.

A pesar de ello, hay especies adaptadas a altas
concentraciones salinas que mantienen la de sus 1Tqu1dos
corporales 1igeramente superior a la del medio, obtenien-

do asi cantidades suficiente de agua por Gsmosis (SHOEMA-
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KER y NAGY, 1977) (160).

Entre los anuros, la pérdida de agua durante la
‘época de sequia provoca un incremento de la conductividad
hidraGlica de la piel, 1o que les faculta para rehidratar
se rapidamente en contacto directo con agua o, simp]emen-
‘te, sobfé una superficie hilmeda, aunque se va a presentar
una gran variabi]idad en este fénomeno segln las especies
(HILLYARD, 1976 b) (73), ddndose el caso extremo del sapo

Scaphiopus conchi que se rehidrata rdpidamente a los dos

dias de entrar en una zona seca (HILLYARD, 1975) (71).

A En estos casos se ha observado como en la zona
ventraT de la pelvis la que responde primero a la rebidra
tacidon rdpida (BALDNIN, 1974 ; McCLANAHAN, 1972) (6, 111),
alcanzando la misma velocidad tanto si estd el animal en
contacto con una superficie hidmeda como si estd totalmen-

te sumergido.

Asi, se ha observado que en las especies de --
Bufo el agua se mueve por canales capilares hacia todo el
cuerpo a partir de la superficie ventral que se encuentra

en contacto con el agua (CHRISTENSEN, 1974;LILLYWHITE y

L ICHT, 1974) (20,100),
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Las diferencias interespecificas que se producen
respecto a este fenémeno pueden deberse a la diferente es
tructura de la superficie tegumentaria que interviene en

el contacto de la piel y el suelo (HILLYARD, 1976 a) (72).

Cuando el suelo se seca puede pﬁpducirse una pér
dida de agua’desde el cué;géhhacia el suelo, problema que
han solucionado algunas especies con la produccién de ca-
1losidades constituidas por varias capas de células epite
‘ liales muertas u otros materiales (McCLANAHAN y colabora-
bdores, 1976; RENO y colaboradores, 1972; SEYMOUR y LEE, -
1974) (112, 142, 158) o bien, con el aumento de la concen

tracidon de urea en los liquidos tisulares lo que consigge

mantener un gradiente favorable entre el suelo y el cuerpo
(McCLANAHAN y colaboradores, 1976; McCLANAHAN, 1972) (112,
111).

Por otra p?rte, existe otro fen6meno de pérdida
de agua a traVés de la piel de los anfibios; es asi, pues-
to que el tegumento de estos animales presenta muy poca -~
resistencia a la pérdida de agua por evaporaci6én, depen-
diendo ésta de la himedad, temperatura y ve1oc1dad del -

viento.
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Se hdn hecho medidas de este hecho bajo condi-
ciones muy variadas,encontrdndose diferencias netas entre
los anuros y los urodelos que posiblemente sean el refle-
jo de diferencias en el tamafio y otras condiciones morfo
16gicas (BENTLEY, 1971; SEYMOUR y LEE, 1974; SPIGHT, 1968)
(11, 158, 168). k

Para la mayor{a de los anfibios es el tamafo el
factor intr{seco determinante del grado de pérdida de - -
agua por evaporaéién. Se ha encontrado que los grandes -
anfibios‘pierden menos agua por unidad de superficie que -
los mds pequefios, probablemente porque la estabilidad de
la capa externa aumenta con el tamafio corporal, siendo -
sta el mayor determinante del flujo de agua cuando la -
piel es ella misma altamente permeable (SEYMOUR y LEE, -
1974, SPIGHT, 1968) (158, 168).

La secreciéh mucosa ﬁo afecta, aparentemente, -
al grado de pérdida de agua, pero puede prevenir lesiones
tegumentarias debidas a la desecacién cuando el indice -.
de evaporacidn es muy alto (LILLYWHITE y LIGHT, 1975) -=
(101).

-43-




Hay algunas especies que no dependen de la hﬁmg
‘dad del medio para evitar la rdpida deshidratacidn. Es és

te el caso del género CHIROMANTIS (LOVERIDGE, 1970) (103)

y algunas especies de Phyllomedusa (SHOEMAKER y McCLANA -

HAN, 1975) (159), que presentan unos grados de pérdida de
agua por evaporaciébn parecidos a los lagartos del desier-
to, bajo'Tas mismas condiciones ambientales. Este fendme-

no se debe, por lo menos en Phyllomedusa, a que posee - -

gldndulas especializadas en la piel que secretan una sus
tancia cerca sobre la superficie tegumentaria (BLAYLOCK -

y colaboradores, 1976) (14).

Se ha postulado que esta tipica baja resistencia
a la evaporacién cutanea de los anfibios es una consecuen
cia de la funcién de este 6rgano en la entrada de agua
y en el intercambio gaseoso (SHOEMAKER y NAGY, 1977) - - -
(160).

Por otro lado, paralelo al transporte del agua

existe en este tegumento un transporte neto de iones - - -

(c17, Na™> K+) (1,2) (PROCOPIO y VIERA, 1977; SHOEMAKER Yy

NAGY, 1977) (138, 160).
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‘E1 grado neto de entrada de iones Na+ en anima-
Tes sin alimentar es aproximadaménte el mismo que el de -
excrecidn de este i6n por la orina; asT, para diversos - -
anuros (GARLAND y HENDERSON, 1975) (54) se han calculado

-1 -1

unos valores que oscilan entre 0,1 y 1 meq. Kg dia ~, -

al igual que para varios urodelos acudticos (BENTLEY, -

1973 a) (12).

Este transporte de iones, que se conoce normal-
mente como "bomba de sodio" es un proceso activo (USSING,
1949 y 1960) (173, 174) que puede ser inhibido por glucé-
sidos cardiacos (KOEFOED-JOHNSEN, 1957; NAKAJIMA, 1960) -
(84, 122) y dependiente de la produccidén de energfa por -

el metabolismo oxidativo (LEAF y RENSHAW, 1957) (93).

E1 transporte activo del sodio a través de la -
piel presenta wuna cinética de saturacién y su concentra-
cidn depende-de] graab de concentracidon de eéte i6én en -
el agua. La disminucién del sodio en el medio aumenta su
capacidad de ﬁaso a través de la piel del género Rana "in
vivo" e "in wvitro" y se piensa que el primer mecanismo
por el que los anuros régu]an la cantidad de Na™ corporal

(BENTLEY, 1971) (11).
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Se ha intentado establecer la localizacidn mor-
foldogica de este transporte iénico, estéb]eciéndose la =-
teoria cldsica (KOEFOED-JOHNSEN y USSING, 1958) (85) de -
que la piel de los anfibios puede considerarse compuesta
de una "barrera de entradaé con permeabilidad selectiva -
para los iones Na*; pero es inQispensab]e.para los ijones
& y dejando pasar de foréﬁrgé selectiva pequefios iones -
como el C1-. Ademas, tendré'una "barrera de salida" que -

es permeable para el K* y pequefos aniones, pero impermea

ble para los cationes Na¥ libres.

Por un Tado, la funcidn de "barrera de entrada”
se asigna a la membrana plasmdtica del estrato germinati-
vo de la epidermis y 1a.barrera de salida" junto al estra
to cérneo (FARQUHAR y PALADE, 1966) (50), considérandose
mds modernamente fdrmada, esta G]tima; tanto por el estra
to cérneo como por las membranas mds externas del estrato
granuloso apareciendo\esta G1tima superficie como la mds
se]ectfva de las dos (MARTINEZ-PALOMO y colaboradores, -
1971) (104).

Respecto a estos datos se han aportado hechos

que correlacionan el tamafio de los espacios intercelulares
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més externos de la epidermis con el grado de transporte -
iénico (PRATLEY y McQWILLEN, 1973) (137) de forma que cuan
do éste es inhibido el tamafio de Tos espacios intercelula-

res disminuye y viceversa.

Déterminando el fqgcjpnamiento dg la piel deylos
anfibios se puede decir ;ﬁé/bor el tejido conjuntivo que
forma la dermis se permite un transporte por difusidén 1i-
bre (CONWAY, 1955) (28) mientras que el transporte activo
sélo ocurre en la epidermis, comprobéndose que la caida -~
fundamenta] de potencial eléctrico, reflejo del paso iénif
co, ocurre en la unién dermo-epidérmica (VOUTE~>y USSING,

1968) (180).

Los anfibios son excepcionales en su habilidad
para conservar el sodio a la vez que estan produciendo --
grandes cantidades de orina. Las ranas practicamente no .
pierden sodio cuando ée las mantiene en agua corriente de
‘sionizada durante unos 60 dias (McAFEE, 1972) (110) o en -
agua fija con dinhibidores de l1a bomba de sodio- (BENTLEY,
1973 b) (13). | |

Medidas "in vitro" indican que en los anuros se
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conserva una entrada activa de Na+ estando, in-
cluso, en medios hipersalinos (GORDON y TUCKER, 1968) (61),
pero Xomo, paralelamente, las concentraciones de sodio uri
nario permacenen muy bajas (GORDON y colaboradores, 1961)

(60), se sugiere que esta entrada no ha de ser muy grande.
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1.4. Gldndulas tegumentarias de los anfibios.

Los cldsicos han venido estudiando las gldndulas
de Tos anfibios desde diferentes puntos de vista, llegando
a diversas conc]dsiones en cuanto a los tipos existentess
la mayoria considera sélo dos tipos, aunque hay autores -
que apuntan tres e incluso cuatro diferentes, basdndose, -
muchos de ellos en el tamafio y forma glandular para hacee

esta clasificacion (ASCHERSON, 1841; LEYDIG, 1876) (4,99).

Mds recientemente se ha 1legzdo a un acuerdo cla
sificandolas en dos tipos fundamentales: mucosas u granu-
lares o venenosas, basado, ésta vez, en 1a‘diferenc1a de
la estructura de los epitelios y en la secrecidn producida

(BRISTOL y colaboradores, 1908; ENGELMAN, 1872) (19, 43).
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A pesar de ello, por esta época, todavia se si-
gue considerando (CALMELS, 1883) (24) que las gldndulas -
venenosas que aparecen en la piel dorsal de los sapos es
el dnico tipo existente, aunque este autor hace una clasi-
ficacidn en cuatro subtipos basdndose en las caracterTSti
cas del epitelio secretor.

Otros estudios (JUNIUS, 1896) (79) 1legan a Ta -
conclusién de que los dos tipos glandulares van a corres-
ponder a estados de desarrollo de un solo tipo glandular,

aunqgue no se observen formas intermedias.

Paralelamente, se realizan investigaciones sobre
el desarrollo de las glandulas cutdneas de los anfibios -
(ANGEL, 1901) (1) estableciéndose que todas las gldndulas
proceden de la epidermis pero que pronto se establecen di
ferencias en su evolucidon, de forma qué las grandes glandu
Tas venenosas estan mucho més diferenciadas hacia una fun-

cion especial.

Un grupo de células epidérmicas se divide rdpi-
damente y pronto se establece un botdn o primordio glandu

lar que se introduce hacia la dermis aunque mantiene su -

-50-




conexién con la epidermis, siendo éste punto donde se va a
producir el futuro conducto; éstos autores indican que los
primordios van a aparecer cuando el animal estd al termi-
no de su forma totalmente acudtica y ya estan apareciendo

las estructuras definitivas del adulto.

Segidn los autores cldsicos (ANCEL, 1901; MUHSE,
1909) (1, 119) en la piel dorsal de los anfibios se pueden
encontrar toda una serie de gldndulas que van desde el es-
tado de primordio hasta el de madurez total, considerando
que en la fase mds joven ya se encuentran todas las partes
‘glandulares y el lGnico cambio que experimentan es el cre-
cimiento hasta alcanzar el tamafo adecuédo, aunque s - -
apuntan cambios en el epitelio y en la produccién de la -

secrecidn.

Después de estos estudios se puede establecer ya

una primera descripcidn de una gldndula madura basada fun-

damentalmente en la descrita para Bufo americanus (MUHSE,
1909) (119). Asi, en esta época se pﬁede decir que "las -
glandulas constan de un cuerpo en forma de saco y un con-
ducto en el que se diferencia un cuello, localizado en la

epidermis y una gran acumulacién de células o collar que
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marca el punto de transicidon entre la epidermis y el cuer
po glandular: el cuello va a poner en contacto la luz glan

dular con la superficie tegumentaria.

E1 cuerpo glandular consiste en una "matriz" ho-
mogénea rodeada de una cubieftqﬂconstftuida por fibras muss
culares en 1avparte exter;é J‘cé1u1as epiteliales que tapi
zan a las anteriores por su parte interna. En algunos ca-
sos las fibras musculares forman una envuelta mds o menos
continua y‘]as cé1ulas epiteliales se ponen en contacto -
directo con ellas; en otros, las fibras se presentan menos
unidas entre ellas y se hallan separadas del epitelio por
una gran cantidad de "matriz". Algunos autores indican la
existencia de una membrana basal sobre la que descansan -

las fibras musculares (JUNIUS, 1896; SCHULTZ, 1889; WEISS,
1898) (79, 155, 182).

Estas fibraé musculares son de tipo involuntario,
de forma alargada o ahusada; en algunos trabajos se ha es-
tablecido que estas fibras se dividen en fibrillas en uno
o en sus dos extremos (ANCEL, 1901; JUNIUS, 1896) (1, 79)
aunque hay quién niega este hecho (MUHSE, 1909) (119). En

lo que todos estan de acuerdo es que se disponen alrededor
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de las g]éndu]as como "meridianos terrestre" adaptdndose

a la curvatura del cuerpo glandular.

E1 epitelio de estas gldndulas consta en gran -
parte;de "nicleos desnudos" dentro de la "matriz" glandu-
lar, adquiriendo, en general, dos formas diferentes: a) -
ap]astados y éon densidad uniforme y b) aquellos de forma
arqueada que muestran un drea clara en la zona mds proxima

a la secrecifn.

Ademds de éstos nicleos se presentan "C&lulas -
epiteliales" definidas como "un nlcleo dentro de una ma-
sa de citoplasma claramente definida" (MUHSE, 1909) (119),
variables de tamafio y en las que el citoplasma tiene un -
aspecto similar al de la secrecidon glandular, que va a sa-
Tir a Ta superficie tegumentaria en forma de gotas. La se
crecién se describe como un Tiquido que se encuentra lleno

de cuerpos globulares pequefios y densamente empaquetados.

Posteriormente, ya que se habfa aceptado la exis
tencia de dos patrones glandulares sin que existiera rela
cidén entre ellos y de los que derivaban las demds varian-

tes: como excepcibn, tenfan de comin su origén en primor-
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dios epidérmicos morfolégicamente iguales.

Del afio 1941 es el trabajo de HELF y STARK (69)
en el que se considera yd una diferenciabén la produccidn
de la Tuz glandular: en las mucosas se produce una cavidad
sin degeneracidn celular singHQUe al envejgcer el epitelio
se pierde‘parte de &1 conxi;‘éecrecién; por su parte, la
Tuz de las granulares resulta de una degeneracién celular

progresiva hasta que queda s6lo un epitelio sincitial o -

continuo.

Estos autores s6lo asignan la existencia de una

cubierta muscular a las gldndulas granulares o serosas.

A1 poco tiempo aparece un trabajo que describe

exaustivamente las gldndulas tegumentarias de Rana pipiens

(NOBLE y NOBLE, 1944) (124). Con este trabajo se puede de-
cir que se asienta 1a$ bases de las glandulas tipicas o -
basicas; asi, las glandulas granulares son mayores y menos
numerosas que las mucoSas. Por otro lado se corrobora que
el desarrollo de 1a$ gldndulas granulares va acompaﬁado -
por Ta formacidn de células musculares lisas alrededor del

epitelio glandular, mientras éste {Gl1timo se transforma en
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una fina capa sincitial con unos pocos nidcleos en degene-
racidn, a la vez que se establece alrededor de toda la es-
tructura una red de células del tejido conjuntivo dérmico

(NOBLE y NOBLE, 1944) (124).

También se ha observado (WILBER y CARROLL, 1940)

(189) cémo las glandulas venenosas (granulares) de Bufo --

americanus van seguidas en su desarrollo por melanéforos

que quedan rodeandolas.

Es indudable que las glandulas envejecen y, antg
éste hecho, ciertos investigadores (DAWSON, 1937; HELF y
STARK, 1941; NOBLE y NOBLE, 1944) (34, 69, 124) han indi-
cado que las células epiteliales degeneran y muchos de sus
nicleos se desintegran, utilizdndose parte de éste mate --

rial en la elaboracién de productos de secrecidn.

Modernament2 se han extendido los estudios de -
las gldndulas tegumentarias desde el punto de vista tanto

técnico como en la diversidad de las especies tratadas;

- | basdandonos en estos avances vamos actualizar de forma es-

quematica los conocimientos actuales.
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Las g]éndu]as}mucosas presentan un cuerpo en for
ma de botella constituido por un epitelio secretor simple
en el que Ta altura de las células varTa‘entre bajas y po-
liédricas, con nicleos basales triangulares o redondeados;
este epitelio es muy’homogéneo entre las especies (GILLOIS-
CHEVALIER, 1960; KRAMER, 1970; LE QUANQ TRONG, 1974) (55, -
86, 98), descénsandoksobr;';ﬁé membrana basal (BRECKENRID-
GE y MURUGAPILLAI, 1974) (18).

E1 moco se elabora en forma de pequefios granulos,
1legando a estar 1lena de ellos y, por tanto, estrechamenf
te empaquetados; la densidad de los grédnulos varfia conside
rablemente dependiendo de su grado de maduracidén (BLAYLOCK
y colaboradores, 1976; ERNST, 1973) (14, 44), pasando lue-
go a la luz como una mezcla de grdnulos grandes y pequeiios
que llegan a formar una gran masa que llena toda la cavi-

dad (BRECKENRIDGE y MURUGAPILLAI, 1974) (18).

No existe el mismo acuerdo respecto a la existen
cia de una envuelta mioepitelial de las gldndulas mucosas.
Asi, en diferentes especies, como las del género bhx]]ome—

dusa, se van a presentar por este tipo celular, mientras

que no va a aparecer en las gldndulas mucosas de Xenopus
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tropicalis (LE QUANQ TRONG, 1974) (98) y si en las del tu-

bérculo dorsal de Mertemsiella caucdsica- (SCHUBERT, 1974)

(154).

Luego de varios ciclos secretores las células en
tran en 1isis y han de ser reemplazadas por otras que con-

tinuardan la funcién glandular; esta renovacién epitelial -

va a tener varids versiones; asi, en Xenopls tropicalis -

se va a producir a partir de células indiferenciadas del
cuello glandular (LE QUANQ TRONG, 1974) (23); estas célu-
las j6venes van a emigrar hacia la parte inferior de la -
gldndula, al igual que ocurre en X. laevis (SPONNHOT, 1954)

(164); sin embargo, en Nectophrynoides occidentalis (LE -

QUANG TRONG, 1967) (95) se va a reemplazar la gldndula com

pleta.

ET canal g]andu]ar estd formado por células - -
aplastadas, genera]mehte constituyendo dos capas, una ex-
terna orientada perpendicularmente a la superficie tegumen
taria y otra interna de orientacidn paralela, desaparecien
dos esta dualidad en la parte mids externa del canal (LE -

QUANG TRONG, 1971 y 1974) (96, 98).
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Este modelo de glandula mucosa puede presentar -
variantes con las especies, como ocurre en las del género

Rhacophorus (WELSCH y colaboradores, 1974)(186) en las que

aparece una luz glandular mucho mds amplia que en las glan
dulas tfpicas; se rodean de células musculares lisas; la -
secrecién varia entre grdnulos grandes y polimérficos y -
vesiculas electron-transparentes, aparecienda formas inter

medias a las anteriores, por lo que se interpretan los di-
ferentes tipos de secrecién como diversas fases en la madu

racidon del producto secretor.

Por su parte, en el género Phrynobatrachus se -

han descrito tres tipos diferentes de gldndulas mucosas -
v(LE QUANG TRONG,1971)(96):

1) Es un tipo parecido a las g]éndu]as mucosas -
descritas para otras especies (GUILLOIS-CHEVALIER,1960; -
KRAMER,1970) (55, 86), presentando un tipo de secrecidn me-
rocrina.

2) De un tamafio mds pequefio que el anterior; se
constituye por un epitelio de células altas y 1os nilcleos
ocupan la cuarta o tercera parte inferior de las cé&lulas.
La secrecifn se produce de forma apocrina.‘ |

3) Es un tipo intermedio entre los otros dos; -

presenta grandes células con nlcleos redondeados y densos,
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acompafiadas por otras mds pequefias con nidcleo basal.

A pesar de esta diversidad se puede decir que to
das producen una secrecidn agranular bas6fila, es decir, -
el moco es dcido debido a su contenido en sulfatos y aci--
dos carboxilicos, no habiéndose demostrado proteinas (DAP
'SON,1970) (32). S L

Las gladndulas granulares, serosas 0 venenosas, -
se van a encontrar en la mayoria de las especies de anfi--
bios existentes, aunque hay excepciones como en Rana ango-

lensis (KRAMER,1970)(86).

En general, estas gldndulas van a presentar'un -
epitelio entre columnar y piramidal, pero que se va a ir -
desintegrando en su parte distal durante la produccidn de
la secrecidén (LE QUANG TRONG,1974; KRAMER,1970)(98, 86) -
hasta 1legar a constituir un epitelio sincitial (DOCKRAY y
HOPKINS,1975)(38). La posicidén de los nﬂc]eés en estos epi
‘telios varfan desde una posicién central (KRAMER,1970)(86)
hasta una posicidén basal (LE QUANG TRONG,1974)(98) con una
morfologia muy variable: aplastados, esféricos, pero por -

1o general de contornos irregulares.
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La secrecidn es tipicamente granular, de ahi su
nombre, normalmente eosinéfila y electrdn-densa (BLAYLOCK
y cb]abofadores,1976)(l4); la morfologia de los grdnulos -

es variable, pudiendo ser espiculares (en Xenopus) o globu

lares (en Bufo regularis) (KRAMER,1970)(86).

Rodeando a este_cpitelio se han descrito células
mioepiteliales (BANI,1969; BLAYLOCK y colaboradores,1976)
(7, 14) o bien, segln otros autores, c&lulas musculares -

Tisas (LE QUANG TRONG,1974; SJOBERG y FLOCK,1976)(98, 162).

Comlnmente, esta envuelta contrdctil se conside-
ra formada por células mioepiteliales que se unen entre e-
1las y con 1as»cé1u1as secretoras por medio de uniones de
tipo desmosdémico. En su citoplasma aparecen'husos filamen-
tosos y un sistema bien desarrollado de reticulo endoplés
mico 1iso que suele aproxiamrse a ]a‘mambrana plasmatica -
(BOCK y LERTPRAPAI,1972)(15) ademds de aparecer entre los
filamentos (BANI,1969)(7). |

Estas gldndulas segragan sdlo por medio de esti
mulos hormonales o nerviosos (ROOFE,1962)(144) y son el -
origen de las abundantes sustancias tdxicas producidas en.

la piel de los anfibios (VIALLI,1965)(178), muchas de las
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cuales son derivadas de esteroides o indoles, pudiendo apa
recer en esta secrecién, ATP, zinc, catalasa y proteinas -
diversas (QUAY,1972; VIALLI,1965) (139, 178). Concretamente

en Xenopus tropicalis se ha comprobado que s6lo secretan -

proteinas, con abundancia de tirosina, triptéfano y 5-hidrg
xitriptamina (LE QUANG TRONG,1974)(98), demostrdndose este

G1timo compuesto en el togumento de Discoglossus pictus -

(ERSPAMER,1952) (45) y Xenopus laevis (TURNER,1966; VANABLE,

1964; VEERDONK,1960)(172, 175, 176).

Basindose en las caracterfsticas de la secrecidn
se han descrito dos tipos diferentes de glandulas serosas

en Rana pipiens (DAPSON y colaboradores,1973)(33):

1) Gldndulas celulares, que producen unos finos
grdanulos intracelulares ricos en carbohidratos, dcidos car
boxilicos, tirosina y sulfurados.

2) Gldndulas luminales, con células de escaso ci
toplasma y nidcleos périféricos y una gran luz que contiene
grandes grdnulos constituidos fundamenta]mehte de fosfoli-

poproteinas, catecolaminas y aminodcidos sulfurados.

La asociacién entre las acciones de las glandulas
mucosas y serosas puede dar lugar al fenémeno que lleva a

producir un verdadero caparazén provisional que evita la -
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desecacidn del animal, como ocurre en Sirem intermedia -

(RENO y colaboradores, 1972)(142) en el que ambas gldndu=~
~las van a experimentar cambios durante la época estﬁva] -
conduciendo a cubriri totalmente al animal, dejando sélo
1ibre 1a boca, 1o que Te permite vivir en zonas dénde pe-

riddicamente hay una sequedad casi desértica..

Recientemente, se ha descrito en el género Phy-
1lomedusa (BLAYLOCK y colaboradores,1976)(14) un tercer ti
po glandular que produce una secrecién lipidica, constitui
da bdsicamente por triglicéridos y pequefias cantidades de
esteroles y ésteres de la cera. En la luz de estas gldndu
las aparecen vesiculas de tamafio y forma variables, carac
terizdndose por la gran resistencia del contenido vesicu-
lar a la fijacion. Cada vesicula se rodea de una membrana
limitante electrén-densa, separéndose entre ellas por ca-

pas de citoplasma denso.
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Iniciamos nuestro trabajo de investigacién ha-
ciendo, en primer lugar, el estudio morfoldgico de la epi
dermis de ambas especies en estudio, cuyos resultados ex-

presaremos por separ‘ado.

A continuacifén, se detallardn los resultados -
morfolégicos correcspondicntes a las glandulasitegumenta--

rias de las mismas especies citadas.

Posterjormente, haremos un estudio comparativo
de estos resultados dentro de la discusibén que incluye --

este trabajo.
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2.

MATERIAL Y METODOS
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Los ejemplares de las especies Bufo calamita vy

Rana ridibunda fueron recolectados en las zonas de rega-

"dfo de la huerta de la provincia de Granada y en las zo-
nas colindantes de las marismas del Guadalquivir (provin-

cia de Sevilla).
Fueron procesados segilin el siguientes esquema:

1) Obtencién de muestras
2) Finacidn
3) Inclusidn

4) Cortes
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5) Contraste de cortes finos para la M.E. y tin-

cién de semifinos para la M.O.
1) OBTENCION DE MUESTRAS

Los individuos fueron anestesiados ligeramente

en &ter etilico y muertos, a continuacién, por decapita-

cion.

Se desprendid la piel de las zonas ventral y -
dorsal del cuerpo y se procedid al troceado de &sta en pige

3 .
zas de 1 mm ~aproximadamente.

A partir de éste momento fueron usados indistin
tamente dos medios de inclusién en pldstico, seglin - - -
GLAUERT (1956, 1958)(56,57) y SPURR (1969) (169) siguien-

do procesos. independientes para cada uno.

Ambos procedimientos dieron resultados acepta-
bles sin producir ningdn tipo de modificacidn significati
va sobre el material utilizado por 1o que se usaron indis

criminadamente.

Exponemos a continuacién y por separado cada -
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una de las técnicas:

A) Técnica para inclusién en DURCUPAN ACM Fluka,
nombre comercial de la Araldita M o Araldita CY 212 - - -
(GLAUERT y colaboradores, 1956; GLAUERT y GLAUERT, 1958 %
(56, 57). Es una resina de alta viscosidad y, por lo tanto,
de lenta penetiracion, pofv16:qde no la hace apropiada pa-

ra grandes piezas.

FIJACION.

Reactivos.-

1) Glutaraldehido al 4 % (SABATINI y colaborado

res, 1963; GLAUERT, 1974) (149, 58). Como vehiculo de es-
te fijador se usé la mezcla de Cacodilato sédico 0,1 M -
pH: 7,4 (SABATINI y co]aboradores; 1964) (150) C12Ca (MIT-
CHELL, 1969) (116) y Sacarosa (GLAUERT, 1974) (58).

’ 2) Tetréxido de osmio al 2% (MILLdNING y MARINOZ
Z1, 1968) (114). Con este fijador se usé de vehiculo el-
tampén‘S—Colidina (2, 4, 6 trimetil piridina) 0,2 M, pH:
7,4 (BENNETT y LUFT, 1959) (9).
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3) Acetato de Uranilo en tampdén Acetato ¥eronal
0,1 M, pH: 5,0 (RYTER y KELLENBERGER, 1958) (148), usado

como fijador-contraste en bloque.

Procedimiento.-

/ 1)’Las piezas fueron metidas en Glutaraldehido,

como primer fijador, durante 24 horas a 4°C.

2) Fueron lavadas,a continuacién, 3 veces en tam
pén Cacodilato-sacarosa, permaneciendo en cada lavado un

tiempo no inferior a 3 minutos, con agitacidn.

3) Son introducidas luego en el segundo fijador,

Tetrdxido de osmio, durante 4 horas a 4°c.

4) Contraste en bloque con Acetato de Uranilo du

rante 1 hora a tempe-atura ambiente.

INCLUSION,

Materijales.-

La mezcla de Durcupdn ACM Fluka se realizd si-
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guiendo Tas.

proporciones que se indican:

Araldita CY 212 .t evvecenovnnane ees 10 ml
Endurecedor 964 (DOSA anhidrido dode-
cenil sUCCTNICO) teweeoneennns ceeeses 10 mi

Acelerador 964 (DMP30, 2, 4, 6, tri-

dimetil aminometil fenol) ....... cees 0,1 ml

Plastificante (DBP, dibutil ftalato). 0,3 ml

Procedimiento. -

a)

Deshidratacidn por medio de una serie de al-

coholes (etanol) de riqueza creciente (30%, 60%, 90%, - -

100%) con pasos de 15 minutos cada uno, haciendo doble pa

so por alcohol absoluto, siempre a 4°C.

b)

Sustitucidn del alcohol de 100% por Oxido de

propileno en dos pasas de 15 minutos cada uno.

c)

Impregnacidn en la resina por medio de tres

pasos de 1 hora cada uno en mezclas de Oxido de propileno-

resina de pureza creciente de la forma: 25%, 50% y 75%; -

dejando a continuacién las piezas en resina pura durante

toda la noche.
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d) Realizacidn de losbbloques en moldes planos -

para orientar las piezas.

e) Polimerizaci6n de la resina en estufa a 60°C;

se produce en unas 48 -:horas.

REALIZACION DE LOS CORTES.

Materiales.-

1) Ultramicrotomo Ultratome LKB III

2) Rejilla de cobre de 3vmm de didmetro.
Procedimiento.-

Se realizaron cortes de control .de 0,5 um de -

grosor que se montaron sobre un portaobjetos de vidrio.

Los cortes finos oscilaron entre 60 y 100 A de -

grosor, montdndose sobre las parrillas de cobre.

CONTRASTE DE LOS CORTES FINOS.

Materiales.

-70-




1) Acetato de Uranilo ..... ceeeeeas 155 g

Agua destilada vevveeecncenns e.e.100 ml
2) Citrato de plomo v..eeveecans eo. 20 mg
Agua destilada ..veeeeeeeneaonns 10 ml

NaOH 10N .a.oo’quV:“uee;ncco nnnnnnn 0,1 m-l
Procedimiento.-

1) Se coloca sobre una superficie de parafina o

cera dental tantas gotas de Uranilo como rejilla se deban

contrastar.

2) Se ponen en contacto las rejillas con el Ura

nilo durante 20 minutos.

3) Lavar las parrillas con agua destilada.

4) Contrastar seguidamente con Citrato de plomo

durante 5 minytos.

5) Lavar con agua alcalina para evitar que_preciy

pite como carbonato.
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luidina,

6) Se secan,

TINCION DE CORTES SEMIFINOS.

Materiales.-

Estos cortes de control se tifien con Azul de To-

colorante que se prepara segln la receta:

- Agua destilada s.veveveceenne ee. 500 ml
~ Borax Jiieeiiaiiieienen ceoetae .o 54
- Azul de Toluidina ...eeieenee ‘e 4 g
- Pironina G .c.iveevieenes crvecanan lg

Procedimiento. -

1) Cubrir la preparacidén con el colorante.
2) Ca]enta; hasta emisién de vapores.

3) Lavar

4) Deshidratar y montar.
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B) Técnica de inclusidén en SPURR-POLARON. Es una
resina Epoxi de baja viscosidad (60 cps a 25°C) con -gran
poder penetrante. Es imprescindible para grandes piezas

(SPURR, 1969) (169).

FIJACION.
| Materia]es.—
- Glutaraldehido 2,5%.
- Vehiculo; Se usé tampbn fosfato segln Milloning
(MILLONING, 1961) (113).
- Tetréxido de Osmio al 1% en el mismo tampGn -

fosfato anterior.

E1 tampén fosfato de Milloning se prepara segqn

la receta siguiente:

- solucién A: fosfato monosédico (Pm=137,99) al
2,26%. |

- solucién B: hidréxido sddico al 2,52%."

- glucosa al 5,4%.

- cloruro calicico al 1%.

Se prepara mezclando las soluciones A y B en pro
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porcién de 83 ml y 17 ml respectivamente, A 90 ml de esta
mezcla se le ahfaden 10 ml de la solucién de glucosa al =,-

5,4% y 0,5 ml del cloruro cdlcico.
Se ajusta el pH entre 7,2 y 7,4.

Procedimiento, -

1) Introduccién de las piezas en Glutaraldehido

al 2,5% entre 2 y 6 horas.
2) Se lavan tres veces en tampén fosfato.

3) Se hace la segunda fijacidén en Tetréxido de

Osmio al 1%.

4) Se hacen tres lavados breves en agua destila

da.

'DESHIDRATACION e INCLUSION

.- Mezcla acetona 70°-Act. Uranilo.
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do 1 g de

- Resina pura segln el método de SPURR.

E1 acetato de Uranilo a usar se prepara disolvie

Uranilo comercial en 30 ml de agua destilada, -

afiadiendo Acetona absoluta hasta completar los 100 ml.

porciones:

La resina pura se preparé segln las siguientes

- Resina VCD (ERL 4206) ..... P 1 U

- Endurecedor NSA (anhidrido nonecil suc-
CiNAtO) tuvininnieneeennnaannnnns ceeenes 26 g
- Plastificante DER 736 (éter diglicérico
de propilén glicol) teveeeeeeeenascansnsas 7@

- Acelerador DMAE (dimetil aminoetanol) .. 0,4 g
Procedimiento.-

1) Se introducen las piezas lavadas en la mezcla

de Acetona 70% y Acetato de Uranilo durante un tiempo mT-

nimo de 2

horas, pudiéndose dejar toda la noche.

2) Dos pasos seguidos en Acetona de 100% de 15

n
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minutos cada uno.

3) Dos pasos consecutivos en Oxido de Propileno

de 15 minutos cada uno.

4) A continuacidn se introducen las piezas en -

una mezcla a partes iguaT%étﬁe Oxido de Propilteno y resi-

na pura durante un tiempo minimo de 1 hora.

5) Después se pasan a resina pura permaneciendo

aqui durante toda la noche.

6) Realizacién de los bloques en moldes planos

para la orientacidn de las piezas.

7) Polimerizacién de la resina en estufa 60°C.

produciéndose en unas 16 horas.

REALIZACION DE LOS CORTES.

E1 proceso del corte de los bloques producidos
por la técnica anterior, al igual que su contraste y tin-
cién, se realizé de la misma forma que para los bloques -

de Durcupdn descrita anteriormente.
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OBSERVACION Y FOTOGRAFIA.

Este apartado de 1la experimentacién se realizo
en el Microscopio Electrénico marca JEOL, modelo 100B de
la Cidtedra de Histologia y Anatomia Patoldgica de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de Granada, utilizadn

dose como negativos fotoé}éffcos placas de vidrio KODAK -

de 6x9 cm2.
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3.

RESULTADOS
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3.1.EPIDERMIS Bufo calamita.

A1 M.0. la epidermis de Bufo calamita presenta

entre 5 y 8 capas celulares que van a corresponder a los
estados progresivos que 1levan hasta la configuracidn de-
finitiva de las células cornificadas que componen el es-

trato c6rneo (Figs. 1 y 2).

La zona basa] presenta unos rep]iegues que pro-
ducen entrantes y salientes hacia la dermis (Fig. 2)-m1eﬂ
tras que el resto de las superficies celulares se encuen-
tran tapizadas»porvaspectos espinosos. que representan, co
como veremos mds adelante, abundantes uniones de tipo des.
mosémico que aparecen en interdigitaciones-entre células

vecinas (Figs. 1 y 2).
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Las células basales presentan un nicleo central,
de forma irregular (Fig. 2), con heterocromatina formando
acmulos periféricos y centrales (Fig. 2). Tal como se - -
avanza hacia la superficie externa van desapareciendo en
Ta mayoria de las células, con diferentes estadios de pic

nosis, no conservandose estos ndcleos en las células del

estrato cdrneo.

Al M.E. las células del estrato Qerminativo apa
recen co]umnarés unidas entre ellas por desmosomas (Figs.
3y 4); Ta superficie basal se encuentra festoneada y ta-
chonada por abundantes hemidesmosomas (Figs. 4 y 5); en
ambas uniones celulares 1legan a contactar haces de tono-
filamentos (Figs. 5 y 6), mientras que en el resto del
citoplasma, donde se encuentran en gran abundancia, apare
cen en todas las direcciones, aunque grupos mas o menos -

grandes corren en curso paralelo (Figs. 4 y 6).

Es notable la abundancia de vesficulas intracito
pldsmicas que aparecen preferentemente en los bordes ce-
lulares, siendo muy variables de tamafio y forma (Figs. 3
y 4), apareciendo también hacia el interior del citoplas-

ma llegando hasta las zonas perinucleares (Figs. 5y 6).
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Los orgdnulos citopldsmicos estan poco desarro-
1lados:Tas mitocondrias son pequefias y de contorno irre-
gular, con las crestas poco desarrolladas. En el citoplas
ma perinuclear aparecen cisternas del reticulo endop]ésmi'
CO rugoso y Tiso, aunque en poca cantidad, observandose =
algunas dispersas por el citgp]asma restante; hay ademds

un pequefio aparato de Golgi y abundantes polirribosomas -

libres (Figs. 5 y 6).

E1 nlcleo es central, de forma mds o menos oval
(Fig. 3) y con heterocromatina formando acﬂmu]osvsobre la
membrana interna de la envoltura nuciear. Hay, ademds, -
concentraciones de esta heterocromatina en el 1nterfor -
del h0c1eo, apareciendo también un nucleolo patente (Figs.

3y 4).

E1 borde nuclear no es Tiso sino gque presenta
grandes escotaduras en las que penetran tanto vesfculas -
como cisterhas del reticulo endopldasmico (Figs. 3 y6).
Las células de este estrato van a ser las encargadas de
keponer la poblacidén celular que se va a ir perdiendo en
el estrato cérneo, por 1o que es corriente observar figu-

ras de mitosis (Fig. 4).
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Entrerias células basales va a aparecér un espa
cio intercelular de dilatacidén variable (Figs. 6 y 7), al
terndndose con los puntos de anclaje representadOS-por los
desmosomas, que son homogéneos en cuanto a su estructura
aunque de longitud variable (Fig. 6); es junto a estos ég
pacios intercelulares di]a?ggo§ donde se producird el ele-
vado ndmero de vesiculas intracitopldsmicas que decrece -
en la membrana plasmdtica basal de las células germinales

(fig. 4).

Es corriente encontrar, entre las células de es

te estrato, melanocitos, que van a ceder parte de sus grd

nulos a las células epidérmicas que 1o rodean, como se pue

de observar en la figura 7.

Separando a las células basales de la dermis - -
aparece una fina membfana basal de apariencia homogénea
(Figa. 4 y 5), prese&tando mayor electrondensidad en su -
posicién inmediatamente bajo 'los hemidesmosomas. A esta -
membrana basal 1legan fibrillas que aparecen mezcladas con
las fibras de coldgena (Fig. 5), estando estas G1timas dis
puestas en todas direcciones, preferentemente formando acg

mulos unidireccionales; ademds 1lenan los espacios dérmi-
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micos producidos por las irregularidades epidérmicas - -

(Figs. 3 y 5).

En las células superiores a estas se va a produ
cir un empaquetamiento progresivo de los tonofilamentos -
(Fig. 8) que se concentran en haces; se orientan en todas

las direcciones celulares, aparece este empaquetamiento -

mis intenso en contacto con los desmosomas (Figs. 8 y 9).

En aquellas células que adin se conserva el ni-
cleo, se observa la existencia de un citoplasma perinu - -
clear, libre de tonofilamentos, en el ~que aparecen algu-
nas mitocondrias de aspécto degenerativo,unas pocas cister
nas del reticulo endopldsmico rugoso y liso y diversos -

cuerpos granulares electrondensos (Figs. 11 y 12).

Es corriente encontrar en las células de estos -
estratos 1ntermedio$ entre las células basales y las del
estrato cérneo, grdnulos de melanina, fundamenta]mente en
el citoplasma perinuclear (Figs. 9 ¥y 10)‘aunque ﬁueden -
aparecer algunos entre los haces filamentosos (Figs. 8 y
9); estos grdnulos proceden de me]anécitos que Tlegan a -
localizarse entre los queratinocitos de éste nivel (Fié.

8).
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E1 espacio intercelular prdcticamente es virtual
‘(Figs. 10 y 11) permaneciendo mds dilatado entre las célu-
las mds cercanas al estrato germinativo (Fig. 8); conser-
vindose afn alguna actividad pinocitaria. Al avanzar hacia
las células distales, ademds de reducirse este espacio, se
va acentuando la 1nterdigj§ggién celular, haciéndose en -

algunos puntos de grado extremo (Figs. 9 y 10).

En estas células aparecen unos grdnulos de tama-
o muy pequefio que se localizan en Tas cercanias de la mem
brana plasmatica (Fﬁgs. 9, 11 y 12), apareciendo algunas
veces, sobre todo, en las células mas externas en contacto
con ella; presentan una forma netamente circular y un con-

tenido moderadamente denso.

Ademds de estos aparecen otros mayores de tipo
~vesicular y con un contenido irregular, que estan prdacti-

camente ausentes en i(as células que se localizan inmedia=

tamente bajo las células cornificadas (Figs. 11 y 12), mien

tras que adn quedan algunos grdnulos pequefios en ellas.

Es caracteristico en estas células intermedias

c6émo va aumentando la densidad citopldsmica, debido a la

produccidn de una matriz que va englaobando a los haces de
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tonofilamentos (Figs. 10 y 11).

E1 espacio existente entre el estrato cérneo y
las Gltimas células del estrato granu]osb presenta una am
plia dilatacidn (Figs. 9 y 10), interrumpida sélo por los
desmosomas que unen ambas células (Fig. 11), conservando

éstos su estructura con una mayor afluencia de tonofilamen

tos (Figs. 12).

Este espacio intercelular presenta un contenido
que se nos asemeja al que aparecia en el interior de 1qs,
grdnulos pequefios antes descritos, observdndose en algunos
puntos cémo sale su contenido al exterior e incluso se en

cuentran algunos de ellos fuera de las células (Fig. 11).

E1 estrato c6rneo estd constituido por una capa
de células muy electrondensas (Figs. 11 y 12) en las que
sobre una matriz homigénea se insindan los haces filamen-
tosos; no suelen presentar ningln otro tipo de organilos

de melanina en su interior (Figs. 9 y 10).
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3.2 GLANDULAS Bufo calamita

En el tegumento de Bufo calamita se observa la

existencia de dos tipos glandulares netamente diferentes
en su morfologfa (Figs. 13 y 23); a continuacién, vamos a
proceder a la descripcién de cada uno de ellos por separa

do.

La g]éndu]é de menor tamafio, constituida por un
epitelio simple cilindrico en su parte inferior o mds pro
funda (Figs. 13 y 14), disminuyendo la altura epitelial -
tal como se acerca hacia 1a‘ep1dermis; en este punto la -
§1éndu]a aparece constituida por dos capas celulares en -

las que los niicleos aparecen de diferentes tamafios y un -
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citoplasma totalmente exento de grdnulos secretorios - -

(Fig. 14).

E1 epitelio secretor presenta unas células reple
tas totalmente de gré&nulos de secrecidn, muy empaquetados,
y un escaso citoplasma en la parte basal o algunas porcio

nes muybpequeﬁas entre algunos de los grdnulos (Fig. 14).

Los ndcleos aparecen por 1o general en posicidn
basal, aunque pueden estar en posicién media o incluso -
mds superficial. La luz glandular presenta actGmulos de
secrecién de la misma densidad y aspecto que el conteni-
do de los grdnulos, viéndose ademés c6mo del citoplasma
superficial de las células secretoras se desprenden granu

los aislados o grupos de ellos (Fig. 14).

Rodeando af]a gldndula podemos observar cémo apa
recen unas cé]u]aS‘f€nas de recorrido limitado y con carac
ter mioepitelial (Figs. 13 y 14); son células fusiformes,
con un nicleo en la zona central mds ancha, apareciendo

el citoplasma homogéneo.

A1l M.E. se observan diferentes estados celulares

SR S
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del epitelio secretor, apareciendo celilas bajas, en las -
que no aparecen grdnulos, que pueden presentarse en un do-
ble estrato (Figs. 15 y 16) y otras con los nlcleos basa-
les y el resto de la célula cargado de granulos mucosos -
densamente empaquetados, los cuales dejan de vez en cuando,|
algunas porciones pequefias de citoplasma entre ellos - -

(Fig. 17).

Por su parte, las células indiferenciadas se lo-
calizan tanto en el cuello glandular como en zonas mds - -
profundas del epitelio, donde estan comenzando la forma -
cidén de la secrecidn (Figs. 14 y 18). E1 citoplasma de es-
tas células estd ricamente surtido de orgdnulos. E1 nilcleo
es redondeado (Figs. 14 y 18) aunque en algunos casos pue
de presentar una ligera forma oval (Fig. 15); es de tamafio
variable y con una gran riqueza en heterocromatina que se
presenta como grandes acimulos en la membrana interna de
la envoltura nuc]ear,\estando la membrana externa tachona-

da de ribosomas (Fig. 16).

Se suele presentar un aparato de Golgi supranu-
clear en el qué se forman pequefias pero abundantes vesficu-
las (Fig. 15). Casi todo el citoplasma se presenta 1leno

de cisternas del reticulo bndnp]éqmirn liso (Fig. 15 y 18)
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disponiéndose por todo el citoplasma con grados muy varia-
~bles de dilatacién de sus cisternas (Fig. 19), entre las
que aparecen grandes mitocondrias de abundantes crestas -
tubulares (Figs. 16 y 19). En las porciones basales de es-
tas células aparecen cisternas dilatadas del reticulo en-
doplasmico rugoso con unufgp;enido gbanu]qso, apareciendo
tambipeh”ribosomas libres; se presentan también algunos -

grinulos densos de apariencia lisosomal (Figs. 15, 16 y 2

18).

En algunos puntos aparecen cuerpos mu]timembrang
sos concéntricos que parecen estar en relacidn directa -
con el reticulo endoplasmico 1liso; estos cuerpos aparecen
a veces en la luz glandular junto a la membrana plasmati-
ca (Figs. 15 y 18), presentando esta Gltima irregularida-
des en su porcidn que’da a\]a luz con evaginaciones dis-

persas del tipo de microvilli.

Las células presentan muchas 1nterd1gitacibnes
entre si, sobre todo en la mitad mds cercana a la luz glan
“dular, aumentando la superficie de contacto entre ellas- -
(Fig. 16). En algunas de estas células aparecen unas vesi

culas con un aspecto similar a las cisternas del retficulo
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endopldsmico pero mds dilatadas y mds o menos redondeadas,
que bresentan un contenido granuloso que es semejante, -
por un lado, é] de las cisternas del feticu]o endoplasmi-
co rugoso (Fig. 18) y por otro lado el cbntenido dev1a lTuz
apareciendo predominantemente en el citoplasma mds cercanog

a la luz glandular,

Serian las células que presentan mayor ndmero de
este tipo vesicular las que nos 1levan a las células epite
liales en intensa actividad seéretora; en el tipo de célu-
la madura se puede observar cémo el nicleo se situa basal-
mente, con una gran carga de heterocromatina y un nucleolo
central muy patente (Fig. 17); Ta morfologia nuclear es -
muy variable perdiéndose la forma redondeada que habiamos
observado en las células anteriores pasando a ser nicleos
de contorno irregular, conservando el tapizado externo de
su envd]tura por ribosomas aunque el espacio perinuclear

aparece mds dilatado (Fig. 19).

E1 poco citoplasma no granular se presenta ros=-
deando al ndcleo o bien, en pequefios aclimulos entre los -

grinulos . secretorios (Figs. 17 y 19).
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E1 citoplasma perinuclear estd constituido fun-
damentalmente de reticulo endopldsmico rugoso en su por-
cidon mds cercana ykretféulo endopldsmico 1iso junto a pa-
quetes mitocondriales en su porcién mds alejada; las cis=
ternas del retfculo endopldsmico rugoso aparecen dilatadas,
presentdndose 2demds enire Tos granulos de “secrecibn, in-
cluso en las partes mds externas de las células (Figs. 19
y 20). En menor proporcién aparecen las vesicular del retf
culo endopldsmico Tiso entre Tlos granulos, relegdndose -
fundamentalmente el citoplasma basal o perinuclear (Fig. -

17).

Los cuerpos multimembranosos siguen observdndose
tanto en el citoplasma basal como incluidos entre los gré-
nulos, englobando a veces un contenido granuloso de la mis
ma apariencia que el dek]os grdnulos secretorios (Figs. -

17 y 22).

Las hitocondrias se observan en el citoplasma 1i
bre de granulos, formando acimulos de dos o mds (Fig. 21),
conservando la riqueza en crestas aunque presentan el as-
pecto de estar en vias de degeneraciéh, si Tas comparamos

con las observadas en las células inmaduras.

-91-




"E1 complejo de Golgi aparece en un alto estado -
de desarrollo con sdculos alargados, presentando los de -
la porcidén de maduracién o céncava una importante dilata-
cién, To que indica un alto grado4dé funcionalidad (Fig. -

19).

| Los’1imites jntercelulares han perdido la mayo-
ria de las interdigitaciones apareciendo un 1imite neto in
tercelular reforzado por la presencia de los grénu]os (Fig.
20); éstos son mds o menos redondeados pero con cierta ten
‘dencia a la deformacidn a causa de la presidn que ejercen
unos sobre otros (Figs. 17 y 20); presentan un 17mite neto
entre ellos representado por una membrana {nica pero que -
+en algunos momentos parece desaparecer (Figs. 20 y 21), fu-
siondndose el contenido de algunos de ellos en estos pun-
tos (Fig. 22), siendo éste contenido de aspecto granuloso

y con poca densidad (Figs. 21 y 22).

En algunos puntos se desprenden uno o varios de
estos grénulos, a veces acompafiados de parte de citoplasma
(Figs., 17 y 20). aparec1endo 1a luz 1lena de una secrecidn
en la que se han perdido los 11m1tes granulares y donde ad
quiere una menor densidad que cuando se encontraba aln en

el interior de la célula.
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En ciertas partes de la gldndula el epitelio se-
cretor descansa directamente sobre una membrana basal grue
sa y homogénea (Fig. 21) que Ta separa del tejido conjuhti
vo dérmico, estando reforzada esta separacién por una aci

mulacion de fibras de coldgena.

F/Pok‘lo general, entre la membrana basal y las c&
Tulas secretoras aparecen unas finas células mioepitelia-
les (Figs. 14 y 15) que presentan una zona engrosada donde
se localiza un nicleo, de forma oval y positién central =
(Fig. 22) con abundante heterocromatina periférica y pre-
sentando en algunos puntos ribosomas adosados a la membra-

na externa.

E1 citoplasma se presenta cargado de filamentos
que adquieren una posiciﬁh central y corren de forma para-
lela al eje mayor de Tas células; entre ellos se presenta
reticulo endop]ésmico\11$o que 1lega a formar caveolas en
las inmediaciones de la membraha,p]asmética,‘donde se pre-
senta el escaso citoplasma celular, representado fundamen-
talmente por pequefias mitocondrias redondeadas y abundan-
teS'vesﬁcu1as de pinocitosis, sobre todo en la membrana -

plasmdtica en contacto con la basal (Fig. 22). Jdunto a --
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ella se presentan en ocasiones fibroblastos o sus prolon-
gaciones que siguen el trayecto mds o menos accidentado de

la glandula.

Junto a estas gldndulas se presentan unas de ma-
yor tamafio, de morfologfia 1rregg1ar, con un contorno de -
entrantes y sg]ientes (Figlméé), siendé en essos Gltimos
donde se produce una gran acumulacidn de nlicleos que pre-
sentan una forma irregular, insinuando una disposicidn mds
o menos ordenada en un solo plano (Figs.,24 y 25), aunque

se presentan algunos en posicidn méas interna, es decir,

hacia la luz glandular.

Alrededor de los nlGcleos no se reconocen limites
celulares sino que aparece todo ocupado por una masa de ci
toplasma més o menos densa pero que es netamente diferen-
ciable de la gran luz glandular que se encuentra repleta

de un material de secrecidn muy heterogéneo (Figs. 23 y 25)

Junto a los nlcleos aparece una abundante canti-
dad de grdnulos densos que al M.0. parecen situarse también
como parte de la secrecidn (Fig. 23); a mayores aumentos -

se observa c6mo el citoplasma perinuclear se continda in-

O

sensiblemente con la secrecidén propiamente dicha (Figs. 24
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y 25).

A la altura del cuello glandular desapérecen los
nlicleos antes mencionados (Figs. 23) apareciendo otros de
aspecto mds regular, ovales, viéndose,a mayores aumentos, -
cémo contienen mayor cantidad de heterocromatina (Fig. 26);
en estas células se conse;;gﬁﬁ1os 1imites celulares, sin -
que aparezcan los grdnulos que se apreciaban en el epitelio

inferior (Fig. 26).

La secrecion propiamente dicha presenta una gran
diversidad de grdnulos que varfian tanto en la densidad de
su contenido como en su morfologica y tamafio (Figs. 23 y -

25).

Rodeando toda la gldndula, sobre todo en su por-
cién mds basal, aparecen grandes células mioepiteliales -
que sSe ponen en fnfims contacto con el epitelio secretof
1(Figs. 23 y 24), aunque aparecen pequefias dilataciones de
este espacio intercelular (Fig. 24), observdndose en algu-
nos puntos del epitelio la ausencia de estas cé&lulas por -
1o que constituyen una cubierta contrdctil discontinda del

cuerpo glandular (Fig. 25).
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Presentan un niicleo pequefio de posicidn mds o me
nos central y un citoplasma denso y homogéneo con los 17-
mites citoplasmdticos en contacto con la dermis de forma -

dentada (Figs. 24 y 25).

Al observar-el citoplasma del epitelio secretor
con elAM;E. 16 podemos definir como una mezcla de membra-
nas sin una aparente ordenacidn, con ausencia casi total

de orgdnulos celulares si exceptlamos los niGcleos (Figs.

27 y 29).

Este aclimulo de membranas puede interpretarse en
algunos puntos como cisternas del reticulo endopldsmico -
rugoso (Fig.’28), aunque en otros puntos puede considerar-
se como una masa heterogénea de aspecto fibrilar, mezclado
con otro granular (Figs. 27 y 30). Podemos asfi decir que
el dnico orgdnulo ce]u]ér‘verdaderamente reconocible es el
rechu]o endop]ésmicoique en algunasAporciohes citoplasmi
cas puede 1hc1uirse en la categorfa de rugoso (Figs. 28, =

29 y 31).

En estas membranas aparecen estructuras mds o me

nos redondeadas que se presentan con una doble membrana y

oI
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restos de mitocondrias que han perdido su integridad morfo-

16gica y, por lo tanto, funcional (Figs. 28 y 30}.

En algunas partes del citoplasma se aprecia la
existencia de grandes vesiculas que estan rodeadas de una

membrana, que en muchos casos es doble, con un contenido

irregular constituido por u}whaterial granular, siendo po-
sible encontrar restos de membranas en su interidr (Figs.

28 y 29); aparentemente parece como si cisternas del reti-
culo endopldsmico rugoso, aunque en algunos casos recuerde
al 1iso, englobaran parte del citoplasma integrado por ese
material heterogéneo. Algunas de estas vesiculas presentan
algin punto de abertura o discontinuidad y en dtras ocasio

nes aparecen varias en estado de fusidn (Figs. 28 y 32).

Una caracteristica sobresaliente de este citoplag]
mas es la exjstencia de abundantes granulos electrondensos
(Figs. 27, 29 y 30) qUe presentan una gradacidén en el tama
fio, apareciendo unosAmés pequeios, de 1imites poco netos,
que pueden aparecer en contacto dos o mds de ellos, o bien,
ponerse en contacto con otros mayores, presentando esfos -
G]timos en contorno definido que aparece con un conteﬁido

de diferentes densidades, e incluso en algunos casos, pre-
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sentar un centro mis claro conservdndose la densidad sélo
a modo de halo (Figs. 29 y 32); es corriente encontrar tam
bién fusidn entre ellos o con otros mds pequefios, viéndo-
se c6mo en muchos casos hay unas membranas que rodean al
grdnulo formando un halo claro que lo aisla netamente del

citoplasma circundante (Fig.

300

En el 1imite del citoplasma epitelial con la se-
crecién propiamente dicha, donde no hay un 1imite celular
neto, el material denso de los granulos parece perder su -
identidad granu1ar y adquirir formas caprichosas que van
a 1levar a constituir toda la gama de estructuras que reco

nocemos en la secrecidn de este tipo glandular (Fig. 32).

Formando una barrera de posicidn mds o menos ba-
sal se localizan los midltiples nicleos del epitelio secre-
tor, los cuales se encuentran compartiendo un gran citoplag
ma sin que existan membranas de_separacién,‘como hemos ya
indicado, que mantengan 1la identidad celular (Figs. 27;
28 y 29).

La caracteristica mds sobresaliente de ellos es

su polimorfismo; si los observamos al M.E. podemos —decir
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que existe una polarizacidn en el sentido de que casi to-
dos ellos presentan prolongaciones més‘o menos finas, a -
modo de "colas", dirigidas hacia la superficie externa glan
dular, mientras que la otra porcidn, redondeada, que pode-.
mos denominar "cabeza" se orienta hacia la Tuz (Fig. 24).
En estos casos la "cabeza presenta un borde regular y pocos
acﬁmu]osbde4héterocromat1na (Fig. 27), reducidos a una pe-
quefia 1inea, mds o menos irregular, adosada a la membrana -
interna del nicleo, apareciendo algunas excepciones a modo
de protuberancias localizadas (Figs. 27 y 28); al interior

de esta zona del nicleo estd compuesta fundamentalmente de

eucromatina (Fig. 29).

Las prolongaciones que hemos 1lamado "colas" son
muy irregulares, algunas muy finas, formando entre ellas
grandes escotaduras; su contenido es fundamentalmente de -
heterocromatina, que desde Ta membrana nuclear 1lega a -

ocupar todo el interior (Figs. 27 y 31).

La membrana externa de la envoltura nuclear apa-
rece tachonada de ribosomas y el espacid perinuclear es an
gosto, aunque algunos puntos se presenta algo dilatado,

estando en ambos casos en conexién con el reticulo endoplds

‘mico.
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A nivel del cuello glandular hemos sefialado la -
existencia de unas células planas de‘apariencia diferente
a las del epitelio en estado de secrecién, independientes
entre ellas, a diferencia'de las anteriores con un solo -
nicleo por célula (Fig. 26); éste es de forma dva], con su
eje mayor paralelo al mayor de la cé]u1a;»gresentan un nu-
cleolo evidehte y gran abundancia de heterocromatina loca-
lizada como una gran banda adosada a 1a envoltura nuclear,
pudiéndose continuar con otros grdnulos de posicidn centralf;
la membrana externa aparece liéa y en espacio perinuclear

es estrecho y de grosor constante ( Figs. 33 y 34).

Estas células se unen entre ellas por algunos -
desmosomas'y'1as mds externas estan separadas del tejido
conjuntivo de la dermis por una fina membrana basal (Fig.
33). La dotacién de orgdnulos no presenta ningln aspecto
llamativo; asi, aparecen mitocondrias pequefias con escasas
crestas, cisternas d&i reticulo endoplasmico liso disper-
sas por el citoplasma y un pobre desarrollo del complejo -
de Golgi. Pero es de destacar la abundancia de vesiculas
de contenido claro que se distribuyen por el citoplasma -

con una importante gama de tamafios (Figs. 33 y 34).
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Todas las células descritas hasta ahora rodean -
el espacio interno de la gldndula que representa la luz, -
lugar donde se acumula la secrecidn antes de salir al exte
rior; esta secrecidén es, como se observa en las fotografias
23 y 25, muy eherogénea, produciéndose casi sin solucidn -
de continuidad a partir del epitelio basal de la gldndula

(Fig. 35).

Como se puede observar, la secreci6n estd compues
' ta por una mezcla de material electrondenso que viene repre
sentado por los grdnulos producidos por el epitelio y una
gama extensisima de extructuras de densidades diversas, cQ
como si 1os grd&nulos antes descritos perdieran su integri-
dad morfoldgica y evolucionaran hacia las demds formas ob

servadas (Figs. 35, 36 y 37).

Es de sefialar que a estos granulos, al producir-
se la secreci6n, acoméaﬁa parte del citoplasma epitelial -
que parece una pérdida progresiva'de]lmismo en favor de la
formacién de la secrecién madura (Figs. 35 y 37); asi pués,
los grdnulos se presentan rodeados de abundantes membrénas
procedentes de los orgdnulos rodeados de membranas que ob-

servabamos en é] citoplasma del epitelio secretor (Figs. 37

ty 38).
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Se aprecia c6mo estas vesiculas se rompen y su
contenido aparece disperso por la masa secretoria y cémo
en algunos puntos aparecen asociadas a maferia] electron-
denso semejante al de los granulos, sin olvidar que en es-
tas asociaciones no faltan abundantes restos membrénosos

(Figs. 37 y 38).

Por otro 1adp, se obserVan estructuras en las =
que el material electrondenso aparece asociado a otro mate
rial granular, siendo éste heterogéneo en su densidad -
(Fig. 36); otras veces, aparece asociado al material que
se localizaba en las vesiculas grandes del epitelio que, -
por su parte, parecen intervenir en la produccidn de - -
otras estructuras muy ordenadas de tipo concéntrico (Fig.
36) o cerebriformes (Figs. 35 y 36), e incluso estos dos
tipos Gl1timos de estructuras ordenadas pueden verse intima

mente asociadas (Figs. 36 y 38).

Ademds, es de destacar que observamos coémo al ir
madurando 1q secrecién, en el sentido de que son mds abun-
dantes las estructuras complejas y menos 1as_estructukas
primitivas, como grdnulos y vesiculas, va disminuyendo tam
bién ostensiblemente el ndmero de membranas que aparecian

al formarse la secrecidn original (Figs. 37 y 38)
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Resumiendo, podemos clasificar asi las estructu-

ras encontradas:

1) Grédnulos densos aislados.

N

Vesiculas grandes de material reticular.

w

Grdnulos densos asociados a material granuloso

~

Grdnulos densos asociados a material reticular

(=2 &2 ]

Estructuras cerebroides.

Estructuras mixtas de las dos anteriores.

~

)
)
)
)
) Estructuras concéntricas.
)
)
)

8) Material reticular asociado a las estructuras

anteriores.

Como hemos descrito antes, existe una cubierta -
contrdctil alrededor del cuerpo glandular constituida por
grandes células mioepiteliales, su nlicleo central y que -
presentan un borde celular que es liso en su porcién inter-

na y dentado en su porcidn externa (Figs. 24 y 25).

Al M.E. se observa c6mo prdcticamente todo el ci
toplasma estd integrado por filamentos lo que le da una apa
riencia mds densa que el resto de Tlas células vecinas (Figs

27 y 39), entre los filamentos aparecen cisternas del retfi
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culo endopldsmico liso (Fig. 39) y en posicidn central un
nicleo redondeado con escotaduras, abundante heterocromati

na y un borde de aspecto vesiculoso (Fig. 40).

En el citoplasma restante, limitando a las porcioy
nes per1nuc]ares y bordes celulares, aparecen algunas mito
condr1as pequefias, cisternas del reticulo endop]asm1co liso
y, sobre todo, uniones desmosdmicas con el epitelio secre-
tor. Estos desmosomas se presentan sobreAprolongaciones de
ambas células - 1o que produce un espacio intercelular de di

‘|tatacién idrregular y vesiculoso (Figs. 39 y 40).

La porcidén externa de la célula mioepitelial pre-
senta gran abundancia de vesiculas de micropinocitosis ta-
pizando toda la membrana plasmdtica que se separa netamen-
te del conjuntivo‘circundante por una membrana basal; es de

sefialar que las células mioepiteliales se unen entre si _

también pbr desmosomas (Figs. 30 y 39).
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3.3.EPIDERMIS R. ridibunda

Durante el proceso de la metamorfosis de Tos an-

fibios anuros, en este caso Rana ridibunda, se va a produ
cir una trénsformacién pausada pero total de la piel que -
rodea toda el cuerpo del renacuajo. Desde el puntokde vis-
ta que nos interesa, es decir, el tegumento del animal adul]
to, es crucial el momento en que se pasa de un epitelio -
uniestratificado o diestratificado a un epitelio pluries-
tratificado, como paso previg a la conformacidén definitiva

de una epidermis queratinizada.

Con M.0. se observa en esta etapa de pluriestra-

tificacién una epidermis compuesta por 3 o 4 capas de cély
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las (Fig. 41); las mds inferjores o estrato germinativo -
son altas, con un gran nicleo central, presenfando prolon-
gaciones que les da una fisonomfia irregu}ar a la unidn en-
tre la dermis y la epidermis (Fig. 42). Es caracteristico
de estas células el gran espacib intercelular que muestran,
donde se 1nsindan finas pro}gngaciones que 1legan a contac

tar unas con otras (Fig. 42).

En algunos puntos, la ordenacidn mds o menos re- |
gular de este estrato germinativo se ve a]teradq por unos
acimulos celulares, como se ve en la figura 41, que 1uegq
veremos con detalle y que representan primordios g]andu]a—
res, introduciéndose en las dermis a causa de su desarro--

1lo.

Por encima de estas células basales aparecen - -
otras de mayor tamafio y con un citoplasma claro que va a
representar una vériaéién en su cantenido respecto a las -
células germinales (Figs. 41 y 42); se observa su tehden-
cia a disponerse de forma aplanada, 1legando a constituir
una caba de‘célulaé netamente planas que forman la zona de
contacto de la Epidermis con el medio externo; estas célu-

las, por el aspecto de su citoplasma y su borde externo -
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irregular, no representan células cornificadas sino que son

los esbozos de un futuro estrato cOrneo.

E1 hecho mis interesante de este epitelio al M.E.
lo conétituye el aspecto de las células del estrato basal;
son células altas, de contorngmjrregu]ar;.separadas por un
gran espdéiovinterce]ularA}déﬂse reduce s6lo en aquellos -
puntos donde se unen por grandes desmosomas aklos que 1le-

gan pocos filamentos, a pesar de la gran abundancia que -

existe en el citoplasma (Figs. 44, 47 y 48).

Es pues, ésta Gltima caracterfstica, la mds 1la-
mativa de estas células, la abundancia de tonofilamentos, -
hasta tal punto que ocupan casi la totalidad del citop]as-
| ma (Figs. 43, 44 y 46); los filamentos no se presentan_de
forma andrquica sino que siguen un patrdn paralelo consti-
tuyendo grandes masas a modo de grandes haces (Figs. 43,44
y 47) y recorren el cftop]asma siguieﬁdo unos caminos ondu
lTados que terminan en la membrana plasmatica que limita a
la célula con la dermis, contactando sfempre con los abun-
dantes hemidesmosomas que aparecen sobre ella (Figs. 43, 44
y 45); estos hemidesmosomas ocupan casi toda la membrana -

plasmdtica basal, siendo éstos y los tonofilamentos las ca
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racteristicas definitorias de estas células (Figs. 44 y 48)

Ademds presentan un gran nicleo central, (Fig.44)
de contorno irregular, con alguna heterocromatina periféri
ca y pequeﬁos acimulos centraTes (Figs. 45 y 46); poseen -
un nucleolo patente rodeado de una cantidad de heterocroma

tina nucleolar significativa (Figs. 44 y 48). La envoltura

nuclear aparece tachonada de ribosomas.

Alrededor del nicleo y en pequefas porcipnes de
los 1imites celulares son los Gnicos lugares donde existe
citoplasma libre de filamentos, constituido fundaménta]meg
te por reticulo endopldsmico rugoso de cisternas muy dila-
tadas (Fig. 46), ribosomas libres y escasas mitocondrias -

pequefas.

Hacemos también hincqpié en la abundancia‘ys-
disposicion de Ta co]ﬁgena subepidérmica,kque forma capas
continlias de fibras de disposiCién ortogonal (Figs. 43; -
44 y 45), es decir, cada capa presenta una disposicidn per
pendicular de sus fibras respecto a las capas que la limi-
té; es de indicar que tal como se alejan de la epidermis -
aumenta el grosor de cada una de estas capas (Figs. 45 y

46),

-108-




La separacién entre dermis y epidermis reune aquf
caracteristicas que nos llevan a indicar que no se puede -
hablar sélo de membrana basal sino que observamos una com-
pleja unidon dermo-epidérmica, constituida por dos capas di |

ferentes (Figs. 44 y 46):

'1) Capa granular, en contacto directo con la epi

dérmis que puede estar formada por una capa sencilla de -
| grdnulos (Figs. 46 y 48) o, en ciertas zonas papilares, ca
pas de abundantes grdanulos, siendo en estos puntos donde -
parece que forman parte del citoplasma basal de las célu-
las epidérmicas, ocupando ciertas porciones que no se ens

cuentra ocupada por los hemidesmosomas (Fig. 47).

2) Una membrana basal en sentido estricto, homo-
génea, que envuelve a la capa granular y la separa de las

fibras de coldgena dérmicas (Figs. 44 y 47).

Tal como se avanza hacia el exterior de la epider]
mfs se observa cémo permanece muy dilatado el espacio inter
celular y conservdndose las uniones desmosdémicas entre las
cé]u]aé epidérmicas (Fig. 49). Es de destacar qué existe -

una evolucién hacia la pérdida de tonofilamentos, permane-
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ciendo s61o algunos acimulos similares a los descritos pefo
en su mayoria de tamafio muy reducido; adquieren también -
un citoplasma indiferenciado integrado por unakmayor dota-
cién de orgdnulos (Figs. 49 y 50); asi, aparecen abundantes
mitocondrias grandes y de morfologia variable, con abundan

tes crestas rubulares y deplsitos de iones/(Fig. 51).

Aparecen pequefias cisternas de reticulo endop]ég
mico 1iso y un gran reticulo endopldsmico rugoso; ademds -
un pequefio complejo de Golgi y grandes vesiculas de conte-
nido electronclaro. Presentan un nicleo redondeado que pue
de tener grandes escotaduras lo que le da un aspécto lobu-

lado (Figs. 49 y 50).

Se resalta la existencia de grdnulos de melanina
de posicidn supranuclear, aunque pueden aparecen a1gunos -
granulos aislados dispersos en el citoplasma (Figs. 49 y

50).

La G1tima capa celular estd formada por células
netamente aplastadas. con un citoplasma en el que preVa]e—
cen los filamentos pero que los orgdnulos celulares sélo -

se presentan en estado de degradacién; la membrana plasmad-
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tica, por su parte, presenta un borde lleno de evaginacio-

hes de muy diversa;morfo]ogia (Fig. 50).

Progresivamente se va a conseguir una maduracidn

de esta epidermis hasta conseguir una cubierta queratiniza

da que permita al individuo permanecer fuera del agua y

conservar su contenido hidrico.

Conseguida ésta, las caracteristicas mds relevan
te al M,0. son el ligero aumento en grosor de la epider-
mis, la presencia de un fino estrato c6rneo (Fig. 52) y la
aparicién de glandulas cutdneas totalmente conformadas -'
(Fig. 51); a la vez, existe una evd]ucién mds clara de las
células con un progresivo aplastamiento y picnosis de los
nicleos, que van a desaparecer en la mayorfa de ellas, lo
que representa en conjunto el proceso completo de querati-

nizacidén (Fig. 52).

A veces, hasta la epidermis 1legan unas prolonga
ciones desde el estrato compacto de la .dermis constituidad
por células musculares acompafiadas de tejido conjuntivo y
contactan con ella en una estructura de formavpap11ar (Fig.

54). Se observa en la figura 51 cémo las glédndulas tienen

un _contacto intimo con la epidermis, a través de la cual -
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se produce el conducto de salida de la secreciln.

La evolucidn epidérmica en R, ridibunda lleva a

la desaparicidén de Tos "haces" filamentosos, apareciendo -
en las células basales algunos tonofilamentos que constitu
yen una red andrquica tridimensional muy laxa (Fig. 55),

una dotacidn ﬁorma] de orgdnulos y con la presencia de abun

dante desmosomas como uniones intercelulares.

Es de destacar la transformacién que sufren las

‘Ifibras de coldgena de 1la dermis subyacente, ya que sT antes
observaquos que cada capa estd formada por una o dos hile-
ras de fibras, aquf ya se constituyen en netos haces de mu-
chas fibras (Fig. 56) que corren en la misma direccidn, dis
poniéndose cada uno de ellos ortogonalmente respecto a 10s

vecinos.,

En los estratos superiores ée obsefva como se pro
duce una asociacién de los tonofilamentos en haces (Fig.55),
dispuestos éstos en todas las direcciones del espacio, 1le-
gando como tales haces a ]os desmbsomas, que siguen siendo

ibundantés entre ]oé queratinocitos (Fig. 57). Las zonas de

tontacto entre estas cé&lulas empieza a ser muy contorneada;
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se producen abundantisimas interdigitaciones de los cito -
plasmas de células vecinas, aumentando asi las superficies

de contacto (Fig. 55).

Existen en el citoplasma mitocondrias grandes de
abundantes crestas, reticulo endoplasmico rugoso disperso,
ribosomas 1ibres y algunos grdnulos de tamafio variable y

contenido moderadamente denso (Fig. 55).

Como se puede ver en la figura 55, se observan -

prolongaciones de los melanocitos entre las células epidér
micas produciéndose una transferencia de melanosomas a las

células vecinas; estos grdnulos de melanina se conservan -
en los queratinocitos, incluso cuando 1legan al estado de

células cornificadas (Fig. 59).

En lTas células mds prdximas a]bestrato cérnéo va
a aparecer un mayor eﬁpaquetamiento de los filamentos en -
haces, a la vez que se observa una mayor abundancia de - -
ellos, constituyendo as{ un citoplasma netamente fibrilar

(Figs. 57 y 58).

En estas células es significativo la presencia -

de grdnulos electrondensos, de los que distinguimos dos - .
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“tamanos netamente diferentes:

a) unos grandes, electrondensos, localizados por
‘todo el citoplasma de Tas células que componen el estrato
granuloso, desapareciendo en el paso a estrato cdrneo - -

(Figs. 57 y 59).

b) unos pequefios, de morfologia variable, redon-
deados y alargados o con lobulaciones, que disponen prefe

rentemente en las zonas periféricas (Figs. 57 y 58).

Es de sefialar que mientras los primeros se conser
van en las d1timas células de los estratos intermedios, los
segundos desaparecen en la G1tima capa de células del estra,
to granuloso o casi inexistentes (Fig. 59); se observa, -
ademds, como aparecen grdnulos de este tipo con una menor -
densidad a los electrones a modo de estados previos a su -

maduracién (Fig. 58).

E1 espacio intercelular aparece a este nivel (es
trato granuloso) dilatado con la presencia de un material
de tipo granulado en &1 y ocupado por prolongaciones de los

queratinocitos, siendo algunos de estos puntos donde se -

localizan los desmosomas (Figs. 58 y 59).
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Los orgdnulos celulares escasean; Se presentan -
ribosomas libres y a]gunaé cfsternas de reticulo endoplds-
mico 1iso ; las mitocondrias, sin embargo, son abundantes
y sufren un fen6meno de agrupamiento, cohservando Sus cres-

.

tas y presentando iones bivalentes en su interior (Fig.59)

Al acercarnos al estrato cérneo, el espacio inter|
celular se hace mds angosto, resultando casi virtual a ni-
vel de la zona de separacidn entre este estrato y Tas célu-
las que se sitGan bajo &1, conservdndose en cierta forma -

la morfologia de los desmosomas que unen dichas células.

Por su parte, las células cbrnificadas propiamen
te dichas presentan interdigitaciones entre ellas y un ci-
toplasma compuesto de una matriz densa en la que aparecen
algunos grdnulos de melanina y restos de diversos orginu-
los celulares en diferentes grados de destruccidn (Fig. - -

59).
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3.4 .GLANDULAS R. ridibunda

En el tegumento de Rana ridibunda encontramos -
gldndulas alveolares localizadas en el estrato esponjoso -
de la dermis'(Figs. 60 y 61); la 1luz glandular es amplia
y se pone en contacto con el exterior a través de un con-

ducto Unico que atraviesa la epidermis (Fig. 60).
La glandula presenta tres partes:
- Cuerpo glandular (Figs. 62 y 63).

- Cuello glandular (Figs. 64 y 65).
- Conducto de salida (Figs. 66 y 67).
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E1 cuerpo glandular consta de dos tipos de célu-
las diferentes: el epitelio secretor y las células mioepi-
teliales que 1o rodean (Fig. 62 y 63). qu un lado, el epi
telio secretor estd constituido por células altas de nilcleo
basal y dispuestas en una o dos capas (Fig. 62); 1askcé1u-
las varfan de altura dependign@o de la cantidad de gréanulos
que contienen en su inter{ﬁ;‘(Fig. 63). Entre las células
del epitelig secretor se producen grandes espacios: inter-

celulares que se reflejan también en su relacidn con 1las

células mioepiteliales (Fig. 63).

La secrecidn estd constituida al M.0. por granu-
1os pequefios y densos y otros mayores y claros, aparecien-
do juntos en el citoplasma de 1a misma célula epitelial -
(Figs. 62 y 63). En este epitelio se enéuentran cdlulas en
diferentes estados de maduracidn, caracterizados por el con

tenido en granulacidn que presentanv(Fig. 63).

En 1a Tuz glandular, tanto en la porcidn de1 cuer
po como en la porcidén del cuello, aparecen granulos despren
didos que forman acimulos de ambos tipos de grénu]os (Figs.

62 y 65).
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E1 cuero glandular se encuentra rodeado por célu
las mioepiteliales, con un centro celular ancho, donde se

localiza el nicleo, y prolongaciones muy finas que reco= -

rren el contorno glandular y pueden 1legar a contactar -

con otras células mioepiteliales vecinas (Figs. 63 y 64).

E1 cuello estd éoﬁétituido por un doble estrato
celular; el interno estd formado por células altas, seme-
jantes a las del epitelio secretor pero sin contenido gra-
nular (Fig. 64) y el externo por células mds o menos pla-
nas que se contingGan con la epidermis por un lado y con -
las células mioepiteliales por el otro (Figs. 64 y 65). -
Estos dos estfatos se redUcen a uno s6lo ya dentro de ]a -
epidermisvy dan consistencia al conducto excretor, cuyas
células tapizadoras sufren Tos procesos de queratinizacion,
hasta tal punto, que en el punto de salida se encuentra re

cubierto por células cornificadas (Figs. 66 y 67).

Al M.E. se observa cémo Tas células presentan‘—
entre ellas un amplio espacio intercelular (Fig. 68) en el
que aparecen numerosas y finas prolongaciones, en sSu mayo-
ria tubulares (Figs. 69 y 71), aunque existen algunas de

cardcter ramificado (Fig. 71), pudiéndose establecer entre
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ellas uniones de tipo desmosdmico (Figs. 69 y 72), si bien,
estos son mds caracteristicos entre las prolongaciones del
epitelio y Tas similares que presentan las células mioepi-

teliales (Figs. 68 y 69).

En realidad, todas las pro]ongacjones'constitu-
yen un ehtramédo laxo dé]wéspécio intercelular englobando
a veces materfa] extracelular a modo de grandes vesiculas
(Fig. 68); no es extrafio observar otras prolongaciones de

mayor calibre que son, en realidad, un extremo de una cély

la epitelial, ya que como se puede ver en las figuras 68 ¥

69, el epitelio estd constituido por células que en su fa-
se secretora son de contorno y morfologia muy variables, -
presentando imbricaciones entre ellas en todas Tlas direc-

ciones del espacio.

Estas células se pueden situar en una o dos capas
caracterizdndose, normalmente 1as inferiores, por presentar
un grado menor de madurez con respecto a las superiores -
(Fig. 68), representado por la ausencia casi totaT de gra-

nulos de secrecién (Figs. 71 y 72).

Presentan un abundante reticulo endopldsmico ru-

goso a la vez que se aprecia un incipiente complejo de -
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Golgi; algunas de estas células presentan algunos, grénu}os
que no‘han alcanzado la densidad propia de los grdnulos -
maduros (Figs. 70, 71 y 72). En estas células la abundancia_
de mitocondrias es notable (Fig. 70), diéponiéndose por to
do el citoplasma, dejando algunos intersticios donde se lo-
calizan el resto de los orgdnulos (Figs. 70 y 71), e inclu
so pueden 1lenar las pro]gha;é{ones de 1as’cé1u1as’de1 epi
telio (Figs. 70 y 72); son mitocondrias mds o menos regula

res, con abundante contenido en crestas y, por lo general,

con acimulos de iones en su matriz.

Cuando la concentracién granular se hace netameﬁ
te evidente y localizados en la parte distal de la célula,
se puede considerar que 1a célula ha alcanzado la madurez -
secretora, caracterizanddse ahora por la abundancia del -
reticulo endopldsmico rugoso, un abundante complejo de Gol
gi (Figs. 73 y 74); se localizan algunos ribosomas Tibres
y abundantes Y grande% mitocondrias de crestas muy desarro

1ladas (Figs. 73 y 75).

Es de destacar que con la maduracidn se tiende -
a una deformacién <celular representada por roturas del ci

toplasma que 1leva a dar una imagen muy imbricada de los -

Timites celulares (Figs. 69 y 77).
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Tanto en e1.éstado inmaduro como en el maduro, -
los nicleos van a presentar un aspecto similar (Figs. 68, -
69 y 73), si bién los mds basales aparecen mds redondeados,
pasando progresivamente hacia una deformacidn que 1e 11eva
a adquirir pliegues e incluso grandes escotaduras (Fig. 77).
Generalmente presentan un nucleolo evidente, estando el res

to del nlicleo ocupado por eucromatina, con algunos acidmulos

en la envoltura nuclear (Figs. 73 y 74).

La caracteristica mds sobresaliente de estas célu
1las es la presencia de grdnulos, entre los que distinguimos

dos clases:

a) Granulos electrondensos de pequeiio tamafio.
b) Grénu]oskde contenido mds claro y de mayor ta

mafio que los anteriores.

‘Los grénu]oi e]éctrondensos son mds abundantes -
(Fig. 69), de contenido homogéneo y forma irregular (Fig.
75)s hay circulares, alargados, rectangulares, etc;,también
se caracterizan por presentar una gran gama de tamafios -
(Figs. 69 y 77). Junto a estos se presenta un segundo tipo,

mucho mds grande (Fig. 69), con un contenido mUy poco densp

(Fig. 73) de aspecto granulosa (Fig. 76) que se separa de
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la membrana que lo rodea por un nitido halo blanco (Figs.-
75 y 76); se puéde apreciar perfectamente cémo el conteni-
do de la luz glandular tiene la misma apariencia que el ma
terial incluido dentro de &stos Gltimos grpanulos (Figs. -

76 y 77).

- Se puede observar cﬁmo los grdnulos densos se des
prenden hacia la luz glandular rodeados de una porcidén del
citoplasma (Figs. 75, 76 y 77), mientras que los grdanulos
mds claros se abren en el 1imite celular pasando su conte-
nido al interior de la luz (Figs. 69 ¥y 73); también‘se pue
de ver cOmo en ocasiones se desprenden acUmulos granulares
| densos acompafiados de a]gUnos gradnulos claros y todos uni-
dos por parte de citoplasma, conteniendo éste dltimo algu-
I'nos orgdnulos celulares enteros (Fig. 77); tanto estaé por-
ciones desprendidas como el citoplasma limitante aparecen
1lenos de prolongaciones digitiformes en todas direcciones

(Fig. 75 y 77).

E1 cuerpo glandular se encuentra rodeado de una
cubierta contrdctil constituida por células mioepitelia-
les; las células recorren el limite epitelial adaptdndose

a é1, siendo muy alargadas y con la zona central del cuer-
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po mds gruesa, donde se localiza un nicleo ovalado de posi-
cidén central (Fig. 63). Presenta un ligero tapiz de riboso
‘mas en su membrana externa y alguna heterocromatina en su'
membrana interna (Fig. 78). Si observamoé el nlcleo en -

corte transversal es corriente encontrar un borde irregu-

lar, causado por escotaduras pequefias, 1o que le da un as-
pecto festoneado, aunque 5Ugaéhwaparecer aigunas mds pene-

trantes (Figs. 71 y 79).

E1 citoplasma indiferenciado queda reducido a una
porcidén periférica (Figs. 78 y 79) y a una perinuclear - -
(Figs. 71 y 78), estando el resto constituido por el cito;
plasma diferenciado hacia la contracci6n, los fi]amentos,k
con acimulos densos en algunos puntos, si bien, es de indi
car que entre ellos aparecen cisternas del reticulo endo-
plasmico 1iso de diversos calibres y, como caso especial,

alguna que otra mitocondria aislada (Figs. 79 y 80)Q'

Lo‘norma1 es que las mitocondrias se asocien, si
bien en aclmulos y uxtanucleares (ngs. 71 y 79), bién en
acimulos menores de localizacidn periférica (Fig. 79); tan
to unas como otras son grandes, con crestas tubulares desa

rrolladas y dep6sitos de jones bivalentes.
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E1 reticulo endop]ésmicb es de tipo liso; sus cis
ternas presentan diferentes grados de dilatacidén (Fig. 71)
y corren de forma mds o menos paralela en la direccidn de

los tonofilamentos (Fig. 78).

Una caracteristica de las células mioepiteliales
es la abundancia de vesTEﬁ?gé de pinocito;is que se loca-
lizan tanto en la membrana plasmdtica externa como en la -
interna, si bien son mds abundantes en la primera (Figs. -
78 y 80). E1 borde celular es festoneado en su parte en -
contacto con la dermis mientras que en contacto con el epi |
telio secretor es mds accidentada, con abundantes prolonga
ciones con las que normalmente establece uniones desmosé-
‘micas con tres de las células secretoras (Figs. 68 y 71).

" Todo el conjunto glandular estd rodeado por una membrana -
basal continua que es continuacidn de la epidérmica (Figs.

78 y 80).

Hemos dicho que la éubierta contrdctil no es con
tinua y'eso es asi porque algunos puntos de la gldndula, -
dos de estas células terminan sin 1legar a unirse, dejando
el epitelio secretor en contacto directo con 1la membrana

basal (Figs. 70 y 71); hay algunos casos en l1os que se pre

-124-



sentan mids de una célula mioepitelial superpuestas, una mas
| interna.y otra externa, dando una imagen que corresponde-
ria a dos células que se cruzan en su trayectoria sobre el

epitelio secretor (Fig. 81).

Las células del cue]}g’glandu1ar (Figs. 64 y 65)
son pequeﬁas,'de aspecto gf;{iar,a las descritas como de -
tipo secretor inmaduro, con el mismo tipo de prolongacio-
nes, con uniones desmosdomicas entre ellas y uh citoplasma
que reune los mismos Caréctéres, destacando como en dquel

;fcaso la abundancia de mitocondrias dispuestas ocupando 1@

mayor parte del citoplasma (Fig. 82); a este nivel glandu-

Tar ya no 1legan las células mioepiteliales sino que gs- -

tas células del cuello descansan directamente sobre la -~ -

membrana basal (Fig. 83).

ET cuello se continua con el conducto de salida
de Ta glandula (Figs~;66‘y 67); es Gn1co para cada g]éndu-
la y atraviesa la epidermis en direccidn perpendicular a
la superficie del cuerpo. En su parte mas basal presenta
una doble capa ce]ﬁ]ar, que ya al M.0. daban el aspecto de
ser, las mas internas, semejantes a las cé]uTas indiferen-

ciadas del cuello y cuerpo glandular y las mds externas -
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son parecidas a los queratinocitos con los que se contfnuan

| (Figs. 65 y 66).

Al M.E. las células mds internas presentan nlcleo

escotados y el borde celular con las prolongaciones carac-
teristicas, siendo las que se dirigen hacia la luz de tipo
microvilli (Fig. 84). Lasﬁhég»externas tienen caracteristi
cas citolégicas que se acercan mds a las células basales -

de la epidermis con la presencia de algunos tonofilamen-

tos en su citoplasma (Fig. 84).

A1 avanzar en la epidermis se siguen presentando
las microvellosidades (Fig. 85) aunque han disminuido en - |
nimero, a la vez que los nidcleos van adquiriendo una forma
' alargada que discurre de una forma paralela a la luz del

conducto excretor (Fig. 85).

Ya en la pofcién epidérmica el conducto se encuen|
tra tapizado por queratinocitos que van sufriendo los féno
menos propios del resto de 1la epidermis, adquiriendo en sus
porciones mds externas el mismo grado de queratinizacfdn -
que la epidermis pero con menor grosor de queratina (Fig.

86).
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En la bibliografia consultada por nosotros no -
encontramos referencia§ de la existencia de un tipo glandu |
Tar como el que hemos descrito, por lo que era conveniente
buscar el origen y ver el proceso de su formacién en el te

gumento.

' Cuéndo se ha producido la sustitucidn del epite-
lio primitivo del renacuajo por otro pluriestratificado y
se van a 1levar a cabo los procesos que conformardn la epi
dermis‘defjnitiva, van a ocurrir en el tegumento de R. ri-
dibunda unos procesos proliferativos en su estrato germing
tivo que se van a reflejar en la formacidn de primordios -
o botones glandulares que hardn protuberancia hacia el es-
trato esponjoso de la dermis (Figs. 41 y 87).Como se puede
v_ver en éstas fotografias, hay unos aclmulos de células mds
o menos redondeados que destacan claramente de las células
epidérmicas vecinas, se van é infiltrar en la dermis a mo-
do de boton (Fig. 88), permaneciendo unidas a la epidermis

por un punto celular (Figs. 88 y 89).

La proliferacidn de estos primordios va a tener
como base la actividad mitética de las células que 1o cons-

tituyen (Fig. 90) hasta alcanzar el nlmero de células defi

nitivo que dara paso a la madurez secretora;—pero-antes de
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que esto ocurra las células del botdn glandular van a dife
renciarse en dos tipos fundamentales: las mds centrales, -
redondeadas, van a:-'diferenciarse hacia el epitelio secre-
tor (Fig. 89), mientras que algunas cé]uTas periféricas -
constituiran la envuelta mioepite]ia] de la glandula (Fig.

90) .

Estructuralmente las células del primordio glan-
dular presentan netas diferencias con las epidérmicas veci-
nas (Fig. 94); tienen nicleos ovalados aunque muy irregula
res, con profundas escotaduras (Fig. 91); por regla gene-
ral, el nlGcleo voluminoso y el pequefio tamafo celular re-
presenta un escaso citoplasma, apareciendo en &1 algunas
cisternas del reticulo endopidsmico rugoso, mitocondrias
grandes, algunos polirribosomas mds libres y un 1n¢1pien—
te aparato de Golgi (Figs. 91 y 92); en algunas ocasiones
se pueden obéervar verdaderos cilios que salen hacia el -

espacio intercelular del primordio (Fig. 93).

Una caracteristica citoplidsmica que las diferen-
cia del resto de las células epidérmicas es la escasez en
tonofilamentos, presentdndose dispersos o bien-en'pequeﬁos
haces, mientras que en la epidermis restante aparecian muy

abundantes y constituyendo haces (Figs. 93 y 94).
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E1l borde celular se presenta accidentado por pro-

longaciones, algunas digitiformes, escasas, y otras mas -

gruesas donde se localizan las uniones intercelulares de

tipo desmosdmico (Figs. 91 y 93). Por el borde limitante -

con la dermis, la membrana plasmdtica presenta, a diferen-
cia del resto de la epidermig{”muy pocos hemidesmosomas --
(Fig. 91), localizados e;ﬁggédicamente y sobre todo en los
primeros estadios de desarrollo glandular (Fig. 95); el - -
‘avance del primordio en la derhis va acompafiado por la mem
brana ‘basal que recubre la epidermis, a la vez que se acom

pafia también de fibras de coldgena y células pigmentarias -

(Figs. 92 y 95).

Es de destacar que los primordios glandulares de

Rana ridibunda presentan una importante relacidén con mela-

nocitos, reflejada por la abundancia de ellos entre las cé
lulas primordiales (Fig. 95) o bien sus prolongaciones -
(Fig. 91), aunque no es corriente encontrar granulos de me

lanina en estas células indiferenciadas.
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4.

DISCUSION
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4.1, Epidermis

Las epidermis de los anuros estudiados, Bufo ca-

lamita y Rana ridibunda, presentan unas caracteristicas si

milares cuando se observan al M.0.; asi, ambas estan cons-

tituidas por 5 u 8 capas de células que engloban a los tres
estratos cldsicos descritos por los diversos autores (BUDTZ
y LARSEN, 1975;PARAKKAL y MATOLTSY, 1964; VOUTE, 1963)(23,

132, 179); estos son:

- Estrato basal o germinativo, formado por una -
capa de células columnares, de caracteres indiferenciados

y que representan la zona de renovacién de la epidermis.

- Estrato intermedio, que se acepta estd consti-

tuido por otros dos: el espinoso, mds basal y el granuloso,
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que incluyen todas las etapas intermedias del proceso de la

queratinizacién (FARQUHAR y PALADE, 1965) (49).

- Estrato cdérneo, constituido por una sola capa-
de células que van a representar el estado final de la que
ratinizacién (MATOLTSY y HUSZAR, 1972) (10%).

En estos animales, las células altas del estrato
basal presentan un nicleo central, mds o menos ovalado, =

orientado segln el eje mayor de las células.

Se ha observado qde en ambas especies los orgdnu
los celulares aparecen en poca cantidad aunque recoge toda
la gama normal en las células, como se ha hecho referencia
para otras especies de anfibios (PARAKKAL y MATOLTSY, 1964;
BUDTZ y LARSEN, 1975) ( 132, 23) y otros vertebrados (LAV-
KER y MATOLTSY, 1970; MATOLTSY y HUSZAR, 1972) (90, 108).

Un aspecto fundamental de las células basales es
la presencia de filamentos en su citoplasma, que nosotros

encontramos mads abundantes en B. calamita, donde se presen-|

tan en todas direcciones e incluso formando grandes haces

que recorren una porcidén larga de la célula, mientras que
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no se encuentra tan desarrd]]ado en R. ridibunda adulta,

que a su vez, se diferencia netamente de la disposicidn de
éstos filamentos en ias etapas mds jovenes de estos anima-
Tes (WEISS y FERRIS, 1954) (183) y que veremos con deteni
miento; asi pues, encontramos que el aspecto de los tono-

filamentos de las células basales sigue los modelos descri-
tos para otros anuros (FARQUHAR y PALADE, 1965; PARAKKAL y
MATOLTSY, 1964) ( 49, 132) diferencidndose de ellos, en -

cierta proporcidn, R. ridibunda por su menor contenido en

ellos.

La membrana plasmdtica basal, es decir la que se
encuentra en contacto con la dermis, presenta abundantes -
hemidesmosomas en las dos especies descritas, aunque son -

mds abundantes en las células basales de R. ridibunda jo-

ven, donde constituyen una cubierta casi continua; estas -
estructuras hemidesmosdmicas corresponden a las llamadas -
"placas densas" descritas por Porter en 1954'(136) de las

que posteriormente se hizo una descripci6n ultraestructural
(WEISS y FERRIS, 1954) (183) y que‘va a coincidir con la -
observada por nosotros en estos anuros y por SELBY (1955)

(156) en la epidermis humana,
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Los restantes 1imites celulares presentan uniones
de tipo desmosdmico entre las células vecinas, con una --
morfologfa similar a los encontrados en otras especies --
(FARQUHAR y PALADE,1965; KELLY,1966a)(49, 81) a la vez que
se empieza a insinuar un mecanismo de ondulacidén de los =
bordes celulares aunqué claramente menos intensos que los
descritos anteriormente (9QEAND,1950, 1958; OTTOSON y cola
‘boradores,1953) (126, 127, 130).

Un aspecto importante en las células integrantes
de este estrato, sobre todo en Bufo, es la presencia de -
abundantes vesiculas localizadas fundamentalmente junto a
la membrana plasmdtica lateral, aunque se encuentran tam-
bién por todo el citoplasma y en ciertos acilmulos yuxtany
cleares; encontramos que algunas se asocian significativa
mente a la membrana plasmatica, por 1o que consideramos -
que estan involucradas en fendémenos de pinocitosis,.como
se ha indicado en otros casos (FARQUHAR y PALADE,1965; -
VOUTE,1963) (49, 179); '

Este tipo de formaciones vesiculares se localiza
en la mayoria de las células epiteliales que se relacionan
directamente con el transporte de agua y sales, clasifi--

cdndose como epitelios "transportadores", ya que a través
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de ellos ocurre una entrada neta de agua (BENTLEY,1971, -
1973a; MULLEN y ALVARADO,1976)(11, 12, 120) y, paralelo a
ella, un transporte de jones (PROCOPIO y VIEIRA,1977; --
SHOEMAKER y NAGY,1977)(138, 160).

Hemos indicado anteriormente que existfa una for-

ma especial de disposicidn de los tonofilamentos en las --

células basales de la epidermis de Rana ridibunda joven; -

corresponde a una gran cantida de ellos, asociados en gran
des haces que recorren la célula en todas direcciones y --
que 1legan a contactar con la linea de hemidesmosomas que

cubren la zona basal de la membrana plasmdtica.

Al microscopio 6ptico se describieron en esta 1o
ca]izécién unas estructuras en forma de hebras (EBERTH, -«
1866) (41) que posteriormente fueron descritas como "hebras
mitocondriales" (SAGUCHI,1913; SPEIDEL,1926)(151, 167), --
"figuras de Eberth" (WEED,1934)(181) y "“cuerpos de Ebeth"
(CAMERON,1936)(26), Qonsideréndose como cuerpos que atra-
vesando las membranas de las células basales mahtenian --

unidas la dermis y la epidermis o bien eran continuidad -

del tejido conjuntivo dérmico.

Aunque materiales parecidos se han estudiado --
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(EAKIN y LEHMAN,1957; HAY,1960; SALPETER y SINGER,1959; -
WEISS,1958) (10, 68, 152, 185) mo se ha establecido ningu-
na identidad entre un material fibroso con las cldsicas -
figuras de Eberth; mds recientemente (CHAPMAN y DAWSON, -
1961; SINGER y SALPETER,1961)(29, 161) se han asociado e=

sos dos conceptos al estudiar la epidermis de Rana clami#

tans.

Nosotros aceptamos que las estructuras filamento

sas descritas en las células basales de la epidermis del

renacuajo de Rama ridibunda corresponde a las cldsicas fi
guras de Eberth, cuyo origen es exclusivamente epidérmico

Yy no pasan en ningln caso a la dermis subyacente.

E1 estrato germinativo descansa sobre una membra
na basal continua, homogénea, de apariencia similar a la -
descrita en los mamiferos (ODLAND,1950)(126), si bien en
lTos anfibios, como hemos descrito ya, aparece cubierta pok
una hilera de hemide?mosomas; cldsicamente se ha definido
como una banda fina consistente en una delgada red de fi-

brillas embebidas en un material homogéneo (SALPETER y -

SINGER, 1959)(152), pero va a variar en estructura y gro-
sor entre las especies e incluso entre las diferentes fas

ses de 1a vida en la misma especie (CAMATINI y.LANZAVECHIA,
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1965; KELLY,1966a)(25, 81).

Pues bien, hemos encontrado que en Bufo calamita

y en adulto de Rana ridibunda aparece una membrana basal

como las descritas cldsicamente sin que haya alguna dife»

rencia significativa entre estas especies; pero en el re-

nacuajo de R. ridibunda encontramos una estructura comple
ja que no debe 1lamarse membrana basal sino unidén dermo-g

pidérmica.

Encontramos que existen dos partes netamente dife
‘| rentes: una capa granular y una membrana basal propiamente

dicha.

La existencia de una capa granutar de este tipo -
ya ha sido descrita en los renacuajos de otros anfibios --
(PORTER,1954; SINGER y SALPETER,1961)(136, 161), a la vez
que se demostraba un contenido 1ipido-mucopolisacdrido en
la piel de la salamandra (KELLY,1966a)(81). Nosotros obser
vamos una neta ordenacién en una sola hilera de grdnulos,
exceptuando ciertas zonas de tipo papilar donde se acumu-
lan en grandes paquetes; ademds, hemos observado cémo a «
veces se encuentran al otro lado de la barrera de hemides

mosomas por lo que consideramos que tienen un origen epi-
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“dérmico.

Al estudiar la zona dérmica colindante a esta -
unidon dermo-epidérmica encontramos una clara diferencia -
en la disposicién de las fibras de coldgena entre B. cala-

mita y R. ridibunda; en el primero, hay una disposicidn -

andrquica mientras que en Igtsegunda se disponen formando

capas enHTas QUe las fibras corren un curso paralelo entre
si y en disposicidn ortogonal entre las capas vecinas; hay
que sefialar que estas capas son de mayor grosor en el adul
to al aumentar el nidmero de fibras que la componen, que en
‘| el renacuajo, en el que estan constituidas por ~una sola -

hilera de fibras.

Asf pues, se corrobora esta observaﬁién del orde-
namiento ortogonal de las fibras de coldgena en el renacua
jo con la realizada por diversos autores (PORTER,1954; ' ~--
WEISS y FERRIS,1954, 1956)(136, 183, 184), pero no corres

ponden con nuestras ocbservaciones en R. ridibunda las de -

OTTOSON y colaboradores (1953)(130) que sefialan la pérdida
de ordenacién de las fibras de coldgena en el adulto, ya -
que, como hem05‘§eﬁa1ado, ésta sé'mantiene de forma ortogo
nal en.las fibras de coldgena de la dermis mds superficial

en esta especie, si bien se puede comprobar la falta de or
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denacidn en nuestras observaciones en B. calamita.

A1 avanzar hacia el estrato intermedio, una pri-
mera similitud que encontramos en’las dos especies de anu
ros estudiadas es el empaquetamiento brogresivo de 105 tg‘
nofilamentos, broduciéndose por asociacién en haces los =
cuales recorren el citoplasma-en todas direcciones, 1le--
gando en gran cantidad hasta los desmosomas que continfian
siendo los puntos de unién entre los queratinocitos; éstas
observaciones corresponden a las realizadas por otros in-
Vestigadores en diversas especies de anfibios (FARQUHAR y

PALADE,1965; PARAKKAL y MATOLTSY,1964) (49, 132).

Por ello, en las células mds cercanas al estrato
cdrneo encontramos tal nidmero y condensacidén de los haces
que podemos decir que el citoplasma de estos queratinocitos

es netamente fibrilar.

"Debemos indicar que hemos encontrado en los quera
tinocitos que aln conservan el nidcleo una porc16n de cito-
plasma perinuclear que se mantiene Tibre de tonofilamentos
y donde s6lo aparecen otros bréénu]os celulares; como no
hemos encontrado descrito este fendmeno en las especies es

tudiadas en la bibliografia, podemos decir que es un fend-
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meno peculiar de los queratinocitos de B. calamita.

No emcontramos tampoco referencias directas sobre
la evolucidn del espacio intercelular del estrato interme

dio; nosotros observamos en R. ridibunda que el espacio =

intercelular de estas células intermedias aparece dilatado
y donde se localizan algunas prolongaciones de los quera-
tinocitos, que es donde se producen Tas uniones desmosdémi

cas.
En las inmediaciones del estrato cérneo, el espa
cio intercelular se hace cada vez mds angosto, siendo casi

virtual balo las células cornificadas.

Un fenémeno diferente ocurre en B. calamita, en -

el que el espacio intercelular pronto se reduce casi total
mente, quedando s6lo algo dilatado en las células mas cer
canas al estrato germinativo, produciéndose, sin embargo,
una dilatacién apreciable junto a las cé]U]aSvcornificadas,'
interrumpida sélo por los demsosomas que unen el estrato

cérneo con el granuloso.

Paralelamente se observa en las dos especies c0-

‘mo la superficie de contacto entre lTas células aumenta con

-140-



Ta produccidén de interdigitaciones dd los citoplasmas de -

las c&lulas vecinas.

Estos dos hechossanteriores se complementan si --
pensamos en la funcién de transporte que tiene la epider-
mis de los anfibios; por un lado, existe una pérdida de --
agqa cuando el animal se4pqu,en contacto con un medio se-
co;'ademés,‘éabemos que el agua pasa por la epidermis a =--
través de un camino intracelular y otro extracelular (CHRIS
TENSEN,1974)(30) lo que explica la dilatacidn mayor del -

‘espacio intercelutar de R. ridibunda dado que esta especie

permanece siempre junto al agua, mientras que B. calamita

s6lo se acerca a ella en época de reproduccién y necesita
evitar en la mayor proporcidn posible 1a pérdida de agua,
1o que se favorece eliminando el camino extracelular del

agua y dejando sGlo la via activa intracelular.,

Paralelo al transporte de agua existe otro de ig
nes (SHOEMAKER y NAGY;1977)(160); éste, va a tener dos lo
calizaciones fundamentales (KOEFOED-JOHNSEN y USSING,1958)
(85) que corresponden a las barreras de entrada y salida

selectivas de 1os iones.

En 1o que se refiere a los estratos granuloso.y
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cérneo, los diversos autores han localizado aquT la barre
ra de salida (FARQUHAR y PALADE,1966; MARTINEZ-PALOMO y -~
colaboradores,1971)(50, 104); ahora bien, si consideramos

la necesidad en B. calamita, por vivir fuera del agua, de

conservar la concentracién de iones en el organismo mds -

que R. ridibunda que tiene un flujo constante por su perma

nencia en el agua, es 16gico comprender el_porque de unos
'espacios"fnterceTu1ares ﬁan angostos en el primero, apoydn
dose esta observacidn en los experimentos de PRATLEY y -
McQUILLEN (1973)(137) que correlacionan el tamaﬁb de los -
‘espacios interce]u]ares mas externos de la epidermis con
el grado de transporte idnico, de forma que ellos demuese
tran que cuando este transporte se fnhibe, el tamaﬁd de -

los espacios intercelulares disminuye y viceversa.

- Excepto ciertas pequefias diferencias los orgdnu-
los celulares en estos estratos intermedios se presentan
en una dotacidén normal pero con poco desarrollo, si excep

tuamos las mitocondrias encontradas en R. ridibunda que -

son de mayor tamafio y desarrollo que en B. calamita, ade~

mds de encontrarse formando grupos mds o menos compactos.

Por otro lado, en el citoplasma de las células in

termedias de la epidermis de los anuros estudiados encon-

-142-




tramos una dotacién de grdnulos que aparecen diferentes -

entre ellas; asi, en B. calamita, vamos a encontrar:

1) Grdnulos de tamafio muy pequefio, localizados -
en las inmediaciones de la membrana plasmdtica, estando -
incluso en contacto con ella; tienen una morfologia clara

mente circular y un contenido moderadamente denso.

2) Grdnulos o vesiculas de mayor tamafio que Tlos
anteriores, de contenido claro a los electrones, morfolo-
gia irregular, no apareciendo en la Gltima capa celular -

del estrato granuloso.

Por su parte, en Rana ridibunda encontramos tam-

bién dos clases de grdnulos:
1) Un tipo grande, de contenido electrdndenso.
2) Un tipo ce menor tamafio, de morfologia varda-
ble, dispuestos preferentemente en el citoplasma periféri
Co y que desapdrecen en las células localizadas inmediata

mente bajo el estrato cérneo.

La existencia de diferentes tipos de grdnulos en
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los epitelios en queratinizacién se han venido describien
do desde que los nombré por primera vez SELBY en 1957 '--
(157), recibiendo posteriormente diversos nombres y fun-

ciones (MATOLTSY y PARAKKAL,1965; ODLAND,1960)(106, 128).

En 1o que se refiere a las células del estrato -
granuloso de la piel de 10§;§nfibios se han descrito dos
tipos diferehtes (BUDTZ y LARSEN,1975; FAHRMAN,1971; LAV
KER,1972; yrotros)(23, 47, 91). Los gréanulos mas pequefios
se describen con un contenido moderadamente denso, que -
dan positiva la reaccién del PAS(PARAKKAL y MATOLTSY, -
1964; VOUTE,1963)(132, 179) y 1legan a desaparecer en Ta.

G1tima capa de células del estrato granuloso.

Estas caracteristicas pueden asignarse a los grd

nulos pequefios descritos pos nosotros en R. ridibunda, ya

que los mds pequefios que aparecen en B. calamita se locali

zan también en la dltima capa celular; sin embargo, noso-
| tros vemos en esta Gltima especie cémo el e§pacio interce
Tular bajo el estrato cdérneo presenta un contenido similar
al de los grdnulos, a la vez que los encontramos aéociados
directamente a la membrana plasmdtica, al igual que'ocurre
con los descritos por diversos autores (BUDTZ y LARSEN,Is

1975; FARQUHAR y PALADE, 1965)(23, 49).
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Asi, podemos decir.que admis de las diferencias
morfoldégicas de los grdnulos pequefios descritos en las dos
especies en estudio, no tenemos evidencias de que los exis

tentes en R. ridibunda secreten su contenido al espacio in

tercelular, por.otro lado casi virtual, mientras que los -

que aparecen en B. calamita s7 1o hacen, concluyendo pues

que los granulos més pequefios de R. ridibunda contribuyen

a la constitucién de la matriz amorfa de las cé&lulas corni

ficadas.

E1 tipo mayor de grdnulo encontrado en B. calami-
ta reune Tlas caracteristicassimilares a las de los peque-

fios encontrados en R. ridibunda, ya que son aproximadamen

te del mismo tamafio y desaparecen en la dGltima capa celu-

lar del estrato granuloso; por ello, le asignamos la mis-

ma funcidén que a los descritos en R. ridibunda, indicando
que la diferencia en el aspecto de sus contenidos se debe
mds a su composicién quimica que a su misién en la epider

mis.

Por su parte, los grédnulos mayores descritos en

R. ridibunda presentan un contenido similar a los pequenos
de la misma especie, disminuyendo en nimero cuando se acer

can al estrato cdrneo, no apareciendo en éste dltimo; pen
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samos que debido a no presemtarse junto a la membrana p]ag
mdtica no van a descargarse en el espacio intercelular, -

que junto al hecho de desaparecer al pasar al estrato cér

neo indican que vacian su contenido en el citop]asma; por

e]To, consideramos qué contribuyen de alguna forma a la e 
constitucién de la matriz amorfa de las células cornifica-
das y como desaparecen posteriormente a los mds pequeﬁos,

representarfdn ambos dos etapas progresivas de la confor-

macién definitiva de la matriz amorfa de las células del

“estrato cérneo.

En realidad,no hay todavja conocimientos ciertps
de 1la re]aéién de los grdnulos en el proceso de la querati
nizacidn, sobre todo los de mayor tamafio que no se han -
observado nunca en céntacto con la membrana plasmdtica; a
esto se une el hecho de los pocos conocimientos que exis-

ten sobre las caracteristicas quimicas de su contenido.

Se suponen fodos ellos de caracter'mucbso ya que
se han descrito al microscopio 6ptico,unos grdnulos PAS(+)
en esta misma localizacién (LAVKER,1972; LODI y BANI,1971;
PARAKKAL y MATOLTSY,1964; VOUTE,1963)(91, 102, 161, 179),
aungue se han demostrado grénu1o$ dé contenido fosfolipi-

dico en esta misma posicidén (SPEARMAN,1968)(165) y con --
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otros contenidos.(FARHMAN,1971)(47).

Asi pues, Tos grdnulos pueden presentar diferen-
tes contenidos en Tas diversas especies y ser aquellos ~2
que permanecen en las células finales del estrato granulo
so los directamente implicados en la constitucién de la ¥
matriz del estrato cérneo que se forma, como indica SPEAR

MAN (1973)(166), durante la fase de diferenciacidn.

Segln esto, concluimos que tanto los grdnulos -

grandes como los pequefios de R. ridibunda y los mayores de

B. calamita intervienen en la constitucidén de la matriz -

intracitopldsmica del estrato cdrneo.

Este estrato estard constituido‘asi por una capa
de ~células, en ambas especies, llenas de uh contenido -
e]ectréndenéo, formado por una matriz amorfa en la que se
embeben los fi]amentos; las células se disponen unidas in
timamente con muchas‘interdigitaciones entre ellas, conser
vidndose las uhiones desmosémicas aunque han perdido algo

de su morfologia caracteristica.

En R. ridibunda, como ocurre en R. pipiens (PARA

KKAL y MATOLTSY, 1964)(132), se presentan restos de orgé-

RS
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nulos en degeneracidn, mientras que en B. calamita no en-

contramos restos de ellos. Esta etapa final en B. calamita,

unido a las caracteristicas de los estratos intermedios -
estudiados antes, nos permite decir que el proceso de que

ratinizacidén en B. calamita estd mas perfeccionado, corrg

borando con ello so modo de vida de mayor independencia -

del agua.

Hemos observado en la epidermis de R. ridibunda

como en la de B. calamita la existencia entre Tos querati

nocitos de células pigmentarias del tipo melanocito, que
ya han descrito diversos autores en varias especies de -
vertebrados (BAGNARA y colaboradores, 1968; BREATHNACH y
POYNTZ,1956) (5, 17).

Nosotros los localizamos o sus prolongaciones, -
tanto en el estrato basal como en el intermedio, con la -
particularidad de que se produce una cesidn de melanosomas
hacia los queratinoc{tos, localizdndose éstos'grénu1os en

el citoplasma perinuclear, en B. calamita y en el renacua

jo de R. ridibunda, mientras que en el estudio de ésta -

Gltima especie se distribuyen por todo el cjtoplaSma, Cog

servindose, ademds, hasta en las células del estrato coOr-

neo,
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4.2. Glandulas epidérmicas.

Las glandulas tegumentarias de los anfibios son -

epidérmicas y contribuyen, con su secrecién, en parte a --

conservar la integridad morfoldgica y funcional de la epi-

dermis y en parte a la defensa de todo el organismo contra

los predadores y el medio externo.

En las especies estudiadas por nosotros hemos en-

contrado netas diferencias respecto a las gldndulas que -

aparecen en ellas; hemos descrito dos tipos diferentes en

B-

calamita, diferencias que nos llevan a asociarlas con -

los dos tipos descritos cldsicamente: gldndulas mucosas y

serosas (HELF y STARK, 1941; NOBLE y NOBLE, 1944)(69, 124).
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Por otra parte, en R, ridibunda s6lo hemos encon

trado un tipo glandular.que, recordando las descripciones
antes sefialadas, no encaja con ninguno de los dos tipos -

sino que en realidad recoge caracteristicas mixtas de ellos

Asi pues, teniendo en cuenta estas diferencias -

vamos a estudiar por separado cada una de ellas.

Las gldndulas mds pequefias que aparecen en el te

gumento de B. calamita presentan un epitelio simple de al

tura variable que depende del contenido granular y reune
las caracterfisticas morfoldgicas de las gldndulas mucosas

~descritas con microscopia Gptica en R. pipiens por NOBLE

y NOBLE en 1944 (124), que como indica LE QUANG TRONG -

(1974)(98) para Xenopus tropicalis, este epitelio estd -

formado por una sola capa de células en diferentes estados
de secrecidn por lo que representa una maduracion celular

asincrdonica.

Nosotros hemos encontrado que en algunos momentos
aparecen de forma discontinua dos capas celulares 1o que
nos apoya para decir que las células inferiores estan en-

caminadas a reemplazar a las superiores.
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Al estudiar 61 microscopio electrénico las célu-
las integrantes del epitelio secretor encontramos difereﬂv'
tes tipos celulares que al comprobar el contenido en orgd
nulos y la progresiva evolucidn de éstos, nos induce a in
dicar que representan los diferentes estados de maduracidn

del epitelio.

Las células més'bajas se localizan a nivel del -
cuello glandular y porciones cercanas a €l; el contenido
en orgdnulos es alto e indican un aTto grado de actividad
sintetizadora; tal como nos alejamos del cuello glandular
empiezan a producirse una serie de vesiculas de contenido
granuloso que representardn los primeros productos de se-

Crecion formados.

A Ta vez, se va produciendo un crecimiento en al
- tura de las células y un empuje del citoplasma hacia su -
parte basal, apareciendo ya los nicleos en esta posicidn

mientras que el resto del citoplasma aparece cada vez mas
11eno dé grandes grdnulos mucosos densamente empaquetados,
To que les obliga de alguna forma a adquirir morfologia -

irregular.,

Este aspecto de los,grdnulos secretorios es el -
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que generalmente ocurre en las gldndulas mucosas de otras
especies (SJOBERGFy FLOCK,1976; LE QUANG TRONG,1974; BLAY
LOCK y colaboradores,1976)(14, 98, 162), observdndose ade
mds como este empaquetamiento lleva a la fusidn de varios
de ellos en algunos mds grandes (LE QUANG TRONG,1974)(98)
o a perder los 1imites granulares (NOBLE y NOBLE,1944; -
SJOBERG y‘FLOCK,1976)(124f 162). -

En nuestro caso encontramos que los grdnulos se
rompen debido al empUje que ejercen unos contra otros, -
con 1o que desaparecen los limites entfe ellos formando en
las zonas mds altas una masa de secrecidn entre la que pug

de verse restos de membranas o algunos granulos enteros.

ET mecanismo de extrusidén de la secrecidon en las
diferentes gldndulas mucosas han presentado diferencias -
que ha Tlevado a clasificarlas en diferentés tipos (LE -
QUANG TRONG,1971)(96), sin embargo, la mayoria de los au-

‘| tores les asignan un mecanismo por desprendimiento del -
'material almecenado en la zona apical de la célula, acom-
pafiado por pequefias porciones de citoplasma que aparece -
dentro de é];‘es decir, un mecanfsmb apocrino (SCHUBERT,-

1974; BLAYLOCK y colaboradores, 1976) (14, 154).
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Nosotros, al seguir la evolucidn del epitelio se
cretor hemos encontrado que junto a los grénulos secreto-
rios que se empaquetan en el extremo de la célula aparecen
mitocondrias, porciones de reticulo endop]ésmiCO'y cuerpos
mu]tiTaminares, no descritos hasta ahora, que nosotros se
pamos, en otras gldndulas mucosas; éstos se van a despren
der hacia la luz glandular ;qn»]a secreciép, por 10 que

encontramos en B. calamita, como en otras especies, una sge

crecidn apocrina en sus gldndulas mucosas.

Posteriormente, la secrecidn pierde toda su apa-
riencia granular que pudiera conservar al salir a Ta luz,
como es caracteristico en otras especies (NOBLE y NOBLE,

1944; LE QUANG TRONG,1971, 1974)(96, 98, 124).

En especies que dependen estrechdmente del agua -

como los anfibios, (BENTLEY,1971; SEYMOUR y LEE,1974; ~--
SPIGHT,1968) (11, 158, 168) la secrecidon mucosa puede actuar

como un agehte hidraiante en el sentido de modificar la -
pérdida de agua por evaporacidén cuando se expohe el tegu-
mento al aire, ayudando a mantener fresca la piel (BLAYLOCK
y colaboradores, 1976)(14); para otros autores, la secré—
cién mucosa es id6nea para el funcionamiento de la respi--

racién cutdnea (PARAKKAL y MATOLTSY, 1964)(132), aceptdn-
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dose desde los autores cldsicos que el moco es un lubrican
te de Ta piel mientras el animal se encuentra sumergido - -

(NOBLE y NOBLE, 1944)(124).

Alrededor del epitelio secretor de las gldndulas

mucosas de B. calamita hemos descrito una envuelta de cély
las finas de caracter mioepitelial, aunque_no es continua,
ya que a veces se observa cdmo Tas células mioepiteliales

descansan directamente sobre la membrana basal.

La existencia de estas células alrededor del epi-.
telio mucoso no ha sido aceptada siempre (QUAY,1972)(139),
habiendo discrepancias en e]‘sentido de que autores anti-
guos sqolo le daban caracter de "envuelta conjuntiva" -

(HELF y STARK,1941, en R. sylvdtica)(69), envuelta a la

que NOBLE y NOBLE(1944)(124) les dio un caracter contrdc-
til.

AlGn hoy, autores actuales describen gldndulas myu

cosas sin que presenten una envuelta de células mioepite-

liales, como en Xenopus tropicalis (LE QUANG TRONG, 1974)
(98) aunque si en otras especies (BLAYLOCK y colaboradores,
1976 SCHUBERT, 1974)(14, 154); en 1976, SJOBERG y FLOCK -

(162),.aceptan como una generalidad la existencia de esta
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envuelta mioepitelial de las gldndulas mucosas, basdndose

fundamentalmente en sus estudios en R. temporaria y gi,ﬂi-
culenta. Nosotros aceptamos la existencia de este tipo de

envuelta en las gldndulas mucosas de B. calamita.

Luego de quevcada célula secretora pase uno 0 Vva
rios ciclos secretores, van a ser reemplazqdas por otras
que ocupen sd lugar. Nosotros opinamos que son las células
mds indiferenciadas que se localizan a nivel del cué]]q -
glandular las encargadas de renovar el epitelio maduro del
fondo, trasladandose progresivamente hacia &1; este tipo

de renovacidn se presenta en diversas especies como Xeno-

pus tropicalis (LE QUANG TRONG, 1974)(98) y Xendpus laevis

(SPANNHOF, 1954)(164), aunque hay casos en los que la --
glandula mucosa es reemplazada completamente (LE QUANG -

TRONG,1967)(95).
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E1 segundo tipo glandular encontrado en la piel

de B. calamita presenta las caracteristicas que diversos

autores han dado para las gldndulas serosas 0 granulares
(NOBLE y NOBLE,1944; LE QUANG TRONG,1974; QUAY, 1972: -
DELFINO,1975)(35, 98, 124, 139); es decir, son de mayor -
tamano que las mucbsas, se presentan en menor nimero y su-

luz se encuentra llena de una secrecién de tipo granular.

Nosotros observamos una gldndula alveolar en cu-
yo interior aparece un epitelio que no presenta separacidn
entre las células, o sea, constituye una estructura sinci
tial en la que los ndcleos se presentan en una'posicién ba

sal y son de forma irregular. E1 epitelio se caracteriza -
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por la ausencia casi total de orgdnulos, destacando sbélo -
cisternas de reticulo endopldsmico que en algunos puntos -

es de tipo rugoso.

La existencia de este tipo de epitelio sincitial

ya ha sido descrito para diversas especies, como R. pipiens

(NOBLE y NOBLE,1944)(124), Xenopus 1aevis.gDOCKRAY y HOP-
KINS,1975)(38) y otras; s;vgéén, hay diferencias en la mor
fologia y apariencia nuclear, aunque siempre se situan en

una posicién basal (SJOBERG y FLOCK,1976; BLAYLOCK y cola- |-

boradores,1976)(14, 162).

En B. calamita los nilcleos presentan una morfolo-

gia diferente a las descritas hasta ahora; presentan URa =
ciefta polarizacidén respecto a la luz dglandular, con una -
"cabeza" hacia ella y una "cola" hacia la zona basal, pre--
sentdndose laeucromatina casi totalmente en Ta "cabeza"; -
en a]guﬁos casos se;hacé alusi6n a cierta irregularidad de

los nilicleos en algunés especies, como en Xenopus tropica-

1is (LE QUANG TRONG, 1974)(98) aunque en otros casos apare
cen generalmente de forma mas o menos ovalada y de.contorf
nos regulares (LE QUANG TRONG, 1971; BLAYLOCK y colaborado
res, 1976) (14, 96).
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Este tipo de gldnduia se 1lama asi, granular, por
el contenido de su secrecidn, constituida por grdnulos nor
malmente eosindfilos y electrdndensos (BLAYLOCK y colabora

dores, 1976)(14); en las especies del género Phyllomedusa

son de tipo redondeado y mantienen la misma forma tanto en
el interior del epitelio como en la secrecidn propiamente.

dicha. En Xenopus laevis (DOCKRAY y HOPKINS, 1975)(38) los

granulos de la secrecién son de tipos espicular y en Bom--

binator pachypus, dependiendo del tamafio y contenido de --

los grédnulos, DELFINO (1975)(35) ha distinguido dos tipos
glandulares, pero en ambas los grdnulos se mantienen intac

tos en la secrecidn.

Sin embargo, estos autores han descrito la secre-
cién formada exclusivamente por grdnulos; nosotros y diver
sos autores hemos observado que la secrecidn va integrada
tambié&n por parte del citoplasma del epitelio. Asf, ya -
"DAWSON (1937)(34) sugirié que cierto material pasa de los
nicleos hasta la secrecién ( en Triturus) y posteriorménte
HELF y STARK (1941)(69) y NOBLE y NOBLE (1944)(124) indica
ron que algin material celular podria tomar parte en la ‘-

formacién del producto de secrecidn, siendo observado re--

cientemente en R. temporaria y R. esculenta (SJOBERG y -

FLOCK,1976)(162).
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Nuestras observaciones de este hecho nos 1leva a decir que
la secrecién granular de la glandula venenosa de B. calami-
ta se produce por el desprendimiento progresivo de la par-
te distal del sincitio secretor con 1o que se separan tan-

to los grdnulos como parte del citoplasma.

Aparentemente representa un mecanjsmo apocrino de
secreciéh; aﬁnque si nos fijamos deta]]adamente,’se esta -
produciendo una degradacidn epitelial que puede llevar a -
su desprendimiento total, con lo que realmente repreéenta
un medanismo holocrino de secrecifn, semejante al descrito

para las gldndulas venenosas de R. temporaria y R. esculen-

ta (SJOBERG y FLOCK,1976)(162) y Bombinatur pachypus (DEL-
FINO,1975)(35).

Hemos comentado los diferentes tipos de grédnulos
y advertimos que la gldndula descrita por nosotros es de -
tipo seroso, pero hay que decir que el tipo de secrecifn -
| que aqufi describimos\no 1a hemos encontrado en ningin tra-
bajo consultado a pesar de tener caracteristicas muy pecu-

liares.

En el epitelio secretor aparecen abundantes granu

los electrondensos, de muy variable tamafio, caracterizdndg
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se porque los bordes se hacen mds netos en los mayores, si
bien Tos menores se pueden presentar en fase de fusidn de
dos o mds, o bien, unirse con alguno de los de mayor tama
fo. Esto nos Tleva a pensar que el tamafo de 1o0s grénu]qs
es una consecuencia del aporte de material de varios de -

elTos que fusionan entre si,

A veces se observa cémo entre los mds grandes hay
una variacién de la densidad de su contenido, limitdndose
en algunas ocasiones el contenido denso a un halo perifé-

rico, quedando el centro totalmente claro.

En ciertos puntos del epitelio aparecen grandes
vesiculas rodeadas de una o dos membranas que presentan en
su interior un material granuloso e irregularmente distri

buido, pudiendo verse en fase de fusidén o incluso rotas.

Este es el aspecto que presentan tanto los grdnu-
los como las vesicu]gs en el sincitio secretor; a continua
cién, estos elementos van a salir hacia la luz glandular
acompafiados de parte del citoplasma sincitial, fundamental |

mente de membranas procedentes de orgdnulos celulares.

A Ta vista de esto y de las diversas estructuras
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descritas previamente, podemos decir que la secrecidn se-

rosa de B. calamita estd integrada por una serie de granu-

los de estructura muy brdenada, constituidos por material
procedente de los grdnulos electréndensos y de las vesicu
las rodeadas de membrana y de material granuloso en el in
terior. Existe una evolucién hacia la consecucidén de unas
estructuras cerebriformes“y;gphcéntricas,'gpareciendo adgss
mas todawﬁﬁa gama de formas intermedias entre éstas y la -

secrecion original.

Es dificil comprender c6mo un material amorfo -
puede 1legar a constituir estructuras tanicomp1ejas y or-
denadas; nosotros llegamos a la cpnc]usién de que esto es
posible gracias al aporte de membranas que se produce a -
partir del citoplasma epitelial; hemos indicado que cuando
la secrecidn va madurando, prdcticamente la totalidad de
las membranas que aparecian al principio han desaparecido,
por 1o que-pensamos que son estas membranas las que real-
mente intervienen en el ordenamiento de los materiales amor

fos hasta conseguir las estructuras definitivas.

NOBLE y NOBLE (1944)(124) hacen referencia a la

presencia de una cubierta contrdctil alrededor de las glédn

dulas granulares de R. pipiens, a la que le dan un carac-
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Es dificil comprender c6mo un material amorfo pue
de Tlegar a constituir estructuras tan complejas y ordena-
das; nosotros 11egamos a la conclusidn de que esto es posi-
ble gracias al aporte de membranas que se‘produce a partir
del citoplasma epitelial: hemos indicado que cuando la se-
crecidn va madurando, prdcticamente la totalidad de las mem
branas qUé'apérecTan al prfncipiO'han desapérecido, por lo
que pensamos que son estas membranas las que reaTmente in-
tervienen en el ordenamiento de los materiales amorfos has

ta conseguir las estructuras definitivas.

NOBLE y NOBLE (1944) (124) hacen referencia a la
presencia de una cubierta de tipo contrdctil alrededor de -

lTas gldndulas granulares de Rana pipiens, a la que le dan

lun caracter "muscular"; ya en 1969, BANI (7) hace referencia
a la existencia alrededor de las gldndulas de los anfibios

de dos tipos de células mioepiteliales.

Basdndonos en las descripciones posteriores pode-
'mos agrupar las células de la cubierta contrédctil de las =
gldndulas serosas en dos tipos: células mioepiteliales -

(DOCKRAY y HOPKINS, 1975; DELFINO, 1975: BLAYLOCK y colabo-
radores, 1976) (38, 35, 14) y células musculares lisas (LE
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QUANG TRONG, 1971, 1974; SJOBERG y FLOCK, 1976) (96, 98, -
162). ’

Las células contrdctiles que hemos encontrado en

las gldndulas serosas de Bufo calamita las incluimos por =

sus caracteristicas citologicas dentro del tipo mioepitelial
aunque a diferencia de dinr;;s especies (DOCKRAY y HOPKINS,
19755 ,DELFINO, 1975) (28, 35) no constituyen una cubierta -
continua sino que hay puntos en los que el epitelio se apo-

ya directamente sobre la membrana basal.

-
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En la otra especie estudiada, Rana ridibunda, sé-

1o hemos encontrado un tipo glandular en el tegumento, si

bien encontramos en ella cardcteres intermedios de los ti
pos cldsicos; en la bibliografia hay una referencia (KRAMER
1970) (86) dé la falta de g]éndd]as serosas en el tegumen-

to de Rana angolensis, aunque el {inico tipo existente en -

esta especie tiene cardcter tipicamente mucoso.

La gldndula descrita por nosostros presenta una -
forma alveolar tipica y al M.0. el epitelio secretor es bd
sicamente igual ai de las gldndulas mucosas c]ésicas’(Noé
BLE y NOBLE, 1944; QUAY, 1972) (124, 139); también, bajo
el M.0. podemos diferenciaf en este epitelio dos tipos de

grédnulos en el interjor de sus células, unos densos y ="-
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otros claros, siendo 1os primeros los mds abundantes; al
M;E. se confirma la existencia de estos grdnulos compar- -
tiendo el citoplasma de las células epiteliales, no encon-
trando formas intermedias entre e]]os‘pok 1o que conclui-
mos que corresponden a secreciones difefentes; sé]oktene-
mos, a este respecto, referepcias de una gldndula de tipo
mucoso con dos tipos de g?éa&ios (WELSCH y colaboradores,
1974) (186) si bien en este caso los grdnulos aparecen -
por separados y hacen alusidén a formas intermedias o bien,
de que a]gunas gldndulas alveolares de anfibios pueden te
ner células serosas eh la base y mucosa en el cuello - -
(ESTERLY, 1904; LE QUANG TRONG, 1967) (46, 95). Teniendo
en cuenta estos datos podemos decir que es 1la ndestra la
nica descripcidn de una g]éndg]a tegumentaria de anfibio
con dos tipos diferentes de secrecién en las células epi-

teliales.

Los granulou: los podemos denominar como de tipo
seroso, los densos y de tipo mucoso, los claros a los elec|

trones; en las células mds indiferenciadas, cuando aparece
algin tipo de grdnulo aislado es siempre el electrondenso,
no apareciendo los mucosos nunca solos, por los que concluf
mos que su produccibn estd separada en el tiempo ya que no

existen evidencias de dotaciones de orgdnulos especiales

-165-




para la sintesis de cada uno de ellos.

Hemos observado cdmo grupos de grdnulos serosos -
(a veces atompaﬁados de alguno mucoso) se separan del epi
telio secretor rodeados por una porcién de citoplasma cons
tituyendo acmulos que son sttinguib]es pgrfectamente al
‘ M.0.; poY e]To, pensamos wddé/1a secrecidon de este tipo =
granular se realiza por un mecanismo apocrino. Por otro la
do, observamos cémo los grdnulos mucosos se abren al exte-
rior de. forma que el contenido de 1a luz glandular tiene
el mismo aspecto y se continua con el contenido de e]]os{
por 1o que pensamos que la secrecidn de los grénu]oskaco-
sos es de tipo merocrino, explicando la presencia de ellos

en los acdmulos desprendidos de serosos como un accidente

en el arrastre de citoplasma.

Sedglin esto, la secrecidn de este epitelio se rea-
1iza de igual modo qfe las caracterfséticas glandulas muco-
sas (LE QUANG TRONG, 1974; SCHUBERT, 1974; BLAYLOCK y cola
boradores, 1976) (98, 154, 14) no siendo -descrito ningln
tipo de secfecién merocrina como el observado en los gra-

nulos mucosos.
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Las caracteristicas del epitelio: células indepen
dienteé entre ellas, acumulacién de granulos en el citoplas
ma distal y el desplazamiento del citoplasma restante hacia
la parte basal corresponden a las gldndulas que hemos veni-
do Tlamando mucosas (SCHUBERT, 1974; LE QUANG TRONG, 1974)‘
(154, 98), no apareciendo el caracteristico sincitio de --
las serosas ( SJOBERG y FLOCK, 1976) (162), por lo que no-

'sotros las consideramos como gldndulas mucosas de secrecidn
mixta, corroborando en cierto sentido la ausencia de glan-

| dulas serosas en algunos anfibios, como se ha descrito en

Rana angolensis (KRAMER, 1970) (86).

Tanto en el epitelio que tapiza el cuello glandu-
lar como a veces junto a las células maduras aparecen otras
de caracter inmaduro o estados intermedios entre ellas; es
to nos hace pensar que la renovacidn del epitelio secretor
va a ocurrir por desplazamiento de estascélulas inmaduras
desde el cuello hasta el fondo de las gldndulas por un me-

canismo semajante al que ocurre en las gldndulas mucosas =--

de Xenopus laevis y X. tropicalis (LE QUANG TRONG, 1974;

SPANNHOF, 1954) (98,164).

Estas glandulas mixtas se encuentran rodeadas por
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unas células alargadas de tipo mioepitelial que reune las
caracteristicas que se han dado para Tas gldndulas mucosas

descritas en Mertensiella caucasica, Phy]]omedusa, Rana -

temporaria y Rana esculenta (SCHUBERT, 1974; BLAYLOCK y

co]abdradores, 1976; SJOBERG y FLOCK, 1976) (154, 14,162)
aunque, en nuestro caso, encontramos puntos en los que el
epite]io‘secretor se pone en contacto directo con la membra]

na basal 1o que nos indica que la cubierta contractil no -

es continua. Como, ademds, en otros puntos aparecen dos c@
lTulas mioepiteliales a distinto nivel -y direcci6n, supone-
| mos que forman una malla cuyas células se cruzan en algunos
puntos. Dado el cardcter especial de esta glandula mixta,
hemos estudiado suydesarro]]o en el tegumento del renacuajo

de Rana ridibunda.

Ya principios de siglo, se comunicé que ]as gldn-
dulas cutédneas de ]os;anfibioévprocedian de primordios epi
dérmicos (ANCEL, 1901) (1); mds modernamente HELF y STARK
(1941) (69) y NOBLE y NOBLE (1944) (124) 11egaﬁ a las mis-

mas conclusiones para Rana sylvatica y Rana pipiens.

Hemos encontrado en Rana ridibunda la aparicidn de

primordios celulares que al M.0. presentaban cardcteres de

I T A,
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indiferenciacidén respecto a las células epidérmicas veci-
'nas. Los primordios van creciendo por aumento en el niimero |
de células, 1lo que se ve corroborado por la existencia de|
figuras de mitosis en sus células, fenéméno observado por

diversos autores en diferentes especies (VERMA, 1965; BOVB

JERG, 1963; en Rana pipiens; VANABLE, 1964, en Xenopus lae-
vis; LE QUANG TRONG, 1973 en Bufo regularis; KIM y colabo-

radores, 1975 en Rana nigromaculata) (177, 16, 175, 97, 83)

En 1os primordios glandulares las células centra-
les aparecen redondeadas, mientras que las superficiales
tienden a adquirir una morfologfa alargada, lo que nos in-
duce a considerar que é&stas externas van a dar lugar a la
envuelta mioepite11a1 como se ha descrito para otras espé—
cies (NOBLE y NOVLE, 1944; ZORZOLI, 1948) (124, 190); por
su parte, el cuello glandular va a proceder de las células
que unen el primordiﬂ con la epidermis; son células aplas-
tada§ que reunen unas caracteristicas similares a las res-

tantes del primordio. Recientemente, LE QUANG TRONG (1973)

(97) ha comunicado un fendmeno igual en Bufo regularis.

A pesar de la modernidad de los trabajos consu];g'
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dos no hemos encontrado referencias ultraestructurales que

nos informen de la citologia de las células primordiales.

En nuestro estudio encontramos que estas células
presentan un gran niGcleo y poco citoplasma, observaciones
hechas al M.0. por LE QUANG TRONG (1973) (97) en Bufo regu-
laris. Pbr 6tro lado, las células presentan muy pocos hemi
desmosomas en 1a membrana plasmdtica basal y pocos tonofi-
lamentos, sobre todo si las comparamos con las células ba-
sales de la epidermis de que proceden. En ocasiones hemos

podido observar la existencia de cilios en las células del

primordio glandular, de los que desconocemos su posible -

funcion.

Hemos observado que al crecer el primordio glandu
lar se produce un acompaﬁamiénto tanto de la membrana basal
como de las fibras de coldgena y células pigmentarias de -

la dermis, como se ha observado en Bufo regularis (LE -

QUANG TRONG, 1973) (97); ademds, hemos observado una alta
relacién de los primordios glandulares con los melanocitos
epidérmicos ya que aparecen somas o bien sus prolongacio-

nes entre dichas células, pero, a diferencia de lo que ocy

rre en la epidermis, no encontramos melanosomastransferi-
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dos a las células primordiales.

Por Gl1timo, vamos a resumir 1as caracterTst1cas
de las envueltas mioepite]ialés que rodean a los tres ti-
pos glandulares descritos. En todos ellos encontramos .pun
tos de discontinuidad por lo que es igual.gue la envuelta
micepitelial de diversas g]égdu1as de mamiferos (ELLIS, -
1965; KAWABATA y KUROSUMI, 1976) (42, 80), si bién, algu-

nos autores, les dan cardcter de continuas en algunas espe

cies de anfibios (DELFINO, 1975; BANI, 1976) (35, 8).

La caracteristica comlin de estas células es la -

abundancia de filamentos contrdctiles que se sitlan ocupan
do el centro de la célula, fénomeno muy comin en las gldn

dulas alveolares de los vertebrados (KAWABATA y KUROSUMI,
1976; BANI, 1969, -1976)(80, 7, 8). |

Ademds, otras caracteristicas comunes sobresalien

tes de éstas células son la existencia de reticulo endo -
plasmico 1iso, tanto entre los fi]émentos como en el cito-
plasma periférico y la abundancia de vesiculas de pinocito
sis y la unidn entre ellas y con el epitelio secretor por

desmosomas. Estos cardcteres son comunes también a Tas des |
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critas en otras especies como Bombina.variegata variegata

L. (BOCK y LERTPRAPAI, 1972); Bombina bombina (MISCALENCU
y colaboradores, 1973) (115) y Bufo marinus (HOSTETLER y

CANNON, 1974) (74).

La existencia de un retfculo endopldsmico 1iso se |

puede explicar por ia necésidad de una contraccidn simultd
nea de los filamentos, siendo este orgdnulo el encargado -

de Tlevar la orden de contraccién a toda la céiula, como -

todos sabemos que ocurre en el misculo liso y esquelético.
Por otro lado, la presencia de abundantes vesiculas de pi-
nocitosis lleva a pensar que sean estas c&lulas también un
paso de material hacia el epitelio secretor a partir del -
torrente sanguineo, habiéndose sugerido como una verdadera
barrera de intercambio entre la dermis y el epitelio (BANI,

1976) (8).

Los cardcteres que hemos indicado nos hace compa-

rar estas células con las tfpicas de los mamiferos (ELLIS,
1965; KAWABATA y KUROSUMI, 1976) (42, 80), si bien hemos -
encontrado que las células mioepiteliales que rodean a la

gldndula mixta de Rana ridibunda existen abundantes mito-

condrias bien desarrolladas, 1o que nos llevaria a incluir

las dentro de un tipo especial especificado por BANI (1976)
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5.

CONCLUSIONES
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A la vista de los resultados obtenidos y de 1los

datos aportados en la bibliograffa podemos concluir que::
1. Las epidermis de las dos especies estudiadas
presentan los mismos estratos celulares que ya se descri-

bieron para otras especies.

2. Los filamentos del estrato basal son mds abun

dantes en Bufo calamita, donde pueden formar haces que re-

corren grandes porcidnes de la célula.

3. Los grandes haces filamentosos de las célu-

las basales del renacuajo de R. ridibunda corresponden a

las cldsicas figuras de Eberth, que son pues de origén epi
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dermico.

4, La membrana plasmdtica mds basal se encuentra

cubierta por hemidesmosomas en ambas especies.

5. A estos hemidesmpsomas 1legan haces filamen-

tosos, sobre todo y de forma caracteristica en el renacua-

jo de R. ridibunda.

6. E1 resto de las membranas plasmdticas de los
queratinocitos aparecen unidas por desmosomas de tamafios -

variables.
7. Las vesiculas intracitopldsmicas encontradas
en los estratos basales son de cardcter pinocitario como -

correspondé a los epitelios 1lamados "transportadores".

8. La unidén dermoepidérmica en el renacuajo de

Rana ridibunda estda formada por una capa granular y una -
membrana basal.propiamente dicha, teniendo la capa granular

un origen epidérmico.

9. Las fibras de coldgena juxtaepidérmicas pre-
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sentan una ordenacidn ortogonal en Rana ridibunda (en cual+

quier fase de su vida) mientras que hay una disposicifn =

andrquica en Bufo calamita.

10. Los filamentos van siendo cada vez mds empa-
quetados tal como avanzan los queratinocitos hacia el es-.

trato cdrneo.

11. En los queratinocitos de Bufo calamita este

empaquetamiento deja libre un espacio perinuclear que es -

peculiar en esta especie.

12. E1 espacio intercelular aparece mas angosto

en Bufo calamita que en R. ridibunda como corresponde a una

especie que se encuentra muy independizada del agua y ha

de evitar la pérdida de ella a través de la piel.

13. Encontramos dos tipos de grdnulios en el cito-

plasma de ambas especies diferentes en tamafio y densidad.

14, Los grdnulos mds pequefios de Bufo calamita -

vierten su contenido al espacio intercelular.
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15. Los restantes grdnulos encontrados tanto en

B. calamita como en R. ridibunda contribuyen a la constity

¢cidén de la matriz intracitopldsmica amorfa de las células

del estrato cdrneo.

16. E1 estrato cérneo estd formado por una sola

capa de células, apareciendo en las de R. ridibunda restos

de orgdnulos celulares que no aparecen en B. calamita lo

que nos indica una mayor perfeccién en el fenbémeno de que-

ratinizacidon de este Gltimo.

17. En el tegumento de B. calamita aparecen dos

tipos gtandulares diferentes: glandulas mucosas y glandulas

serosas, mientras que en Rana ridibunda aparece un sélo ti

po de cardcter mixto.

18. Las glédndulas mucosas estan constituidas por
un epitelio en el quc las células aparecen en diferentes -
estados de madurez secretoria. debido al contenido en gra

nulos que se empaquetan en el dpice celular.

19. E1 mecanismo de secreci6n es de tipo aponino.

-177-



20. La renovacidn del epitelio ocurre a partir de

las células indiferenciadas de] cuello glandular.

21, E1 epitelio de las glandulas serosas de B. -
calamita tiene un cardcter sincitial con abundantes nicleos

polarizados hacia el fenémeno de la secrecidn.

22, E1 mecanismo de secrecid6n es de tipo holari-

mo, con 1o que la renovacion de la gldndula serd completa.

23. La secrecidn original estd integrada por gra
nulos electrondensos y grandes vesiculas de contenido irre

gularmente distribuido.
24, Esta secreci6n evoluciona, junto con material
celular, hacia la consecucién de estructuras muy ordenadas

que constituyen la secrecidn definitiva.

25. En el tegumento de R. ridibunda aparece un

inico tipo de glandula cuyas células epiteliales presentan
dos tipos de grdnulos que corresponden a dos tipos de se-

crecidn diferentes: mucosa y serosa.
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26. Los grdnulos serosos, electrondensos, se des
prenden hacia la luz por un mecanismo de screcidn apocrino,
mientras que Tos grdanulos mucosos 1o hacen mediante un ti-

po merocrino.

27. E1 epitelio es renovado por células indife-

renciadaquué'se 1ocdlizan en el cuello glandular y, a ve-

ces, entre las células epiteliales activas.

28. Las tres gldndulas descritas presentan una -
cubierta contrdctil discontinua de tipo miocepitelial que
se encuentra a su vez rodeada de una membrana basal conti-

nua que es continuacidon de la epidérmica.

29. Estas glandulas mixtas se producen a partir
de primordios epidérmicos que tienen su origén en las célu

‘Tas basales y que crecen por mitosis de sus componentes.

30. Durante 1a diferenciacién de estos primordios
Tas células externas van a dar lugar a las células mioepi-
teliales y Tas internas a las células del epitelio secre -

tor.
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31. En su crecimiento va a ser acompafado este
primordio por células y fibras dérmicas de la dermis subya

cente.
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