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Denominacién

“Gametogénesis en Rhinella bergi (Céspedez, 2000) (Anura: Bufonidae): aspectos histolégicos e

inmunohistoquimicos asociados a eventos de apoptosis y proliferacion celular.”

Resumen

El estudio de la biologia reproductiva cominmente involucra el analisis de caracteres anatomicos y
funcionales ademas de la influencia de los eventos intrinsecos y extrinsecos del proceso. Esto incluye
las caracteristicas generales del sistema reproductor y sus cambios a lo largo del ciclo reproductivo,
procesos de espermatogénesis y ovogénesis, regulaciéon neuroendocrina y ambiental de la actividad
reproductiva, comportamiento reproductivo de machos y hembras y eventos de proliferacion celular y
apoptosis, asociados a la atresia folicular y recrudescencia gonadal. Los anuros presentan una gran
diversidad en sus modos, estrategias reproductivas y de desarrollo. Las diferentes especies exhiben
caracteristicas reproductivas particulares en respuesta al medio que habitan. La progresiéon de la
gametogénesis de los anfibios estd regulada por varios factores, y el equilibrio dinamico entre la
proliferacion y la muerte de las células germinales es un factor decisivo que determina la velocidad a la
gue se produce la gametogénesis. La apoptosis es un proceso fisiolégico de muerte celular programada,
responsable de la eliminacion de células germinales en todas las etapas gametogénicas, como asi
también, de otras lineas celulares del organismo. El presente estudio tiene como objetivo caracterizar las
gonadas y los procesos de foliculogénesis y espermatogénesis de machos y hembras de Rhinella bergi
detectando los eventos de proliferacion celular y apoptosis, a través de un analisis anatémico, histolégico
e inmunohistoquimico. Este analisis pretende contribuir al conocimiento de los procesos involucrados
durante la foliculogénesis y espermatogénesis de la especie mencionada. Para ello, se trabajé con
ejemplares colectados previamente en las estaciones de primavera y verano (2014-2015) incluidos en la
Coleccion Didactica de la asignatura Histologia Animal de la UNNE, en los cuales se estudiaron las
gonadas a partir del analisis morfol6gico, histolégico e inmunohistoquimico. Se analizé la anatomia del
sistema reproductor en microscopio estereoscOpico y microscopio electrénico de barrido (MEB). Se
realizaron preparados histologicos siguiendo el protocolo convencional de deshidratacién, inclusiéon en
parafina y coloracion con hematoxilina-eosina; tricrémica de Mallory y reacciones histoquimicas de PAS.
Para caracterizar las células mitdticas y meibticas activas en ovarios y testiculos, se realizé la
inmunomarcacion con la proteina de proliferacion celular PCNA. Para la deteccién de eventos de muerte
celular programada se procedi6 con la inmunomarcacion de la proteina de la familia Bcl (Bax y Bcl- XL).
Ademas, se calcul6 el IA (indice apoptotico) e IP (indice proliferativo) en base a la inmunomarcacion de
los 6rganos reproductores. Las caracteristicas anatomicas, tanto como la gametogénesis y los procesos
de proliferacion celular y muerte que subyacen a dicho evento en Rhinella bergi concuerdan con lo
propuesto para otras especies analizadas de la familia Bufonidae. Con respecto a la proliferacidon celular
durante la ovogénesis, se da principalmente en hembras juveniles y ovulatorias de primavera. La
apoptosis en el ovario es mas marcada en los ovarios de las hembras post-ovulatorias, en las cuales se
observé un predominio de foliculos atrésicos. Dichas hembras corresponden a ejemplares colectados en
verano. La proliferacion celular durante la espermatogénesis se da en espermatogonias y espermatocitos
I. Con un mayor indice proliferativo de espermatogonias en primavera. La apoptosis en el testiculo es

significativamente mayor en el periodo comprendido entre los meses de enero y marzo, con alta
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incidencia apoptética en testiculos de individuos recolectados en meses de verano. Al analizar cuales
son los estadios de la espermatogénesis que sufren muerte celular, se observé que la apoptosis ocurre
en los espermatocitos I, Il y en las espermatidas. El érgano de Bidder presenta actividad proliferativa en
primavera y actividad asociada a eventos de muerte celular en verano. Los resultados del presente
trabajo sirven como base para posteriormente caracterizar el ciclo reproductivo de Rhinella bergi; y a la
vez, proporciona informacién antecedente sobre el analisis de la actividad gametogénica por IHQ a partir
del estudio de la expresion de la proteina de proliferaciéon celular PCNA y muerte celular (Bax-Bcl-XL).
Futuros analisis estaran focalizados en la evaluacion del ciclo reproductivo en dicha especie tanto en
ovarios y testiculos como 6rgano de Bidder, a fin de comparar y correlacionar con los resultados

obtenidos en este estudio.
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INTRODUCCION

Origen y fundamentos de la investigacion

Los anfibios actualmente comprenden alrededor de 8407 especies alrededor del mundo
(AmphibiaWeb 2021). En la clase Amphibia, se incluyen los érdenes Anura con 7426 especies, Caudata
con 766 sp y Gymnophiona con 215 sp (Amphibiaweb, 2021). Seguin Vaira et al. (2012), Argentina
alberga la décima fauna mas grande de anfibios, considerando los 40 paises incluidos en la regién
Neotropical. En nuestro pais existen 172 especies de anuros (ranas y sapos) y solo 4 especies de
gimnofiones (cecilias) (AmphibiaWeb, 2021). Los anfibios son animales ectotermos, poseen la piel
altamente permeable (Croteau et al., 2008) y cumplen diversos roles en los ecosistemas tanto acuaticos
como terrestres. Estos vertebrados son fundamentales en la red tréfica siendo presas de diferentes
grupos de vertebrados: peces, serpientes, aves, algunos mamiferos e inclusive otros anfibios. En su
fase adulta son exclusivamente carnivoros, alimentdndose de una variedad de invertebrados; entre ellos
insectos, siendo por tal motivo reconocidos como eficaces controladores bioldgicos de plagas (Blaustein
et al., 2002; Attademo et al., 2005). Una de las causas principales de su vulnerabilidad es que poseen un
ciclo de vida complejo, ya que habitan en dos medios diferentes: terrestre y acuatico (Stuart et al., 2004).
Por lo tanto, en cualquier momento de su ciclo vital, estos organismos presentan elevada sensibilidad a
agentes fisico quimicos que pueden afectar su homeostasis y normal desarrollo durante sus fases

embrionarias, larvales y/o en la vida adulta (Boyer y Grue, 1995; Herkovits y Pérez-Coll, 2003).

El estudio de la biologia reproductiva cominmente involucra el analisis de caracteres anatdmicos y
funcionales ademas de eventos intrinsecos y extrinsecos del proceso. Esto incluye las caracteristicas
generales del sistema reproductor y sus cambios a lo largo del ciclo reproductivo, los procesos de
espermatogénesis y ovogénesis, el tipo de ovocito en referencia al contenido y distribucién del vitelo, el
mecanismo de fertilizacion, el tipo de desarrollo y nutricién embrionaria, la regulacion neuroendocrina y
ambiental de la actividad reproductiva; como asi también, el comportamiento reproductivo de machos y
hembras. Asimismo, la edad o tamafio minimo reproductivo, el tamafio de la camada, el nimero de
camadas por estacion reproductiva y las condiciones ambientales necesarias para el adecuado
desarrollo de la cria, representan algunos de los parametros esenciales para caracterizar las estrategias

reproductivas en los vertebrados (Stuart et al., 2004; Haddad y Prado, 2005).

Los anuros presentan una gran diversidad en sus modos y estrategias reproductivas y de
desarrollo (Haddad y Prado, 2005). Las diferentes especies exhiben caracteristicas reproductivas
particulares en respuesta al medio que habitan. En las regiones tropicales, donde los factores
ambientales varian poco durante el afio, muchas especies poseen ciclos reproductivos continuos, siendo
las precipitaciones el evento que desencadena el proceso reproductivo (Pereira y Maneyro 2012). En
regiones templadas con marcada estacionalidad, la actividad reproductiva esta principalmente regulada
por la temperatura y la humedad (Pombal, 2007). Adicionalmente, los modos reproductivos estan
definidos también por factores relacionados con el sitio de oviposicion, el tipo de desarrollo y las

caracteristicas de los huevos y de las puestas (Salthe y Duellman, 1973; Pombal y Haddad, 2007).



La progresion de la gametogénesis de los anfibios esta regulada por varios factores, y el equilibrio
dinamico entre la proliferacion y la muerte de las células germinales también define la velocidad a la que
se produce la gametogénesis (Scaia et al., 2019). Se evidencia, entonces, que tanto la apoptosis como la
proliferacion celular son eventos celulares complejos que abarcan escalas a nivel ecolégico, como las
variaciones climaticas estacionales, y a nivel molecular, como los mecanismos de expresion génica que

codifican a las proteinas implicadas en la muerte celular o en su division (Olea et al., 2021).

El testiculo de los anfibios al igual que el de los demas grupos de vertebrados esta organizado en
dos compartimentos: el intersticial, integrado por las células de Leydig, células musculares, tejido
conectivo y vasos sanguineos (Scaia et al., 2016), y el germinal, formado por tlbulos seminiferos, sitio
donde ocurre la espermatogénesis (Curi et al., 2014). En los vertebrados anamniotas, la unidad funcional
de la espermatogénesis es el espermatocisto o cisto, que se forma cuando una espermatogonia es
rodeada por las proyecciones citoplasmaticas de una célula de Sertoli (Duellman y Trueb, 1986; Pudney,
1995). Dentro de cada cisto las espermatogonias | proliferan por mitosis y se diferencian a
espermatogonias Il que luego comienzan la meiosis y dan origen a los espermatocitos, espermétidas y
espermatozoides maduros, los cuales permanecen asociados a las células de Sertoli hasta su liberacién
préximos a la luz del tibulo. La organizacién cistica lleva a que las células germinales dentro de cada
cisto se encuentren en el mismo estadio de la espermatogénesis. Este proceso ha sido ampliamente
estudiado en diversas especies de anfibios (Pozzi y Ceballos, 2000; Scaia et al., 2019; Brum et al., 2020;
Olea et al., 2021).

Para el caso del ovario, este contiene ovogonias que pueden generar una nueva cohorte de
ovocitos cada afio. Cuando las ovogonias entran en la primera divisibn meidtica, se convierten en
ovocitos primarios (Montezol, et al., 2017). En esta etapa, los ovocitos progresan a través de la primera
profase meidtica y permanecen detenidos en la etapa de diplotene (Prado et al., 2017). Los ovocitos
primarios se someten a un complejo proceso de citodiferenciacién y division que da como resultado la
produccion del gameto femenino. Para el caso de los anuros, estos eventos van asociados a un
incremento en el tamafio del ovocito dado por un aumento en la cantidad de vitelo (vitelogenina)
acumulado en el citoplasma (vitelogénesis) (Ogielska, 2009; Curi et al., 2014). Este proceso se puede
dividir en tres etapas principales: previtelogénesis, vitelogénesis y postvitelogénesis o0 madurez (Olea et
al., 2021). Esta clasificacién sirve como marco para la mayoria de los estudios sobre ovogénesis en

anuros y es Util para comparar este proceso en diferentes especies.

La diferenciacion del linaje germinal pareceria estar determinada por un equilibrio dinamico entre
la proliferacién celular y la muerte celular. En los testiculos y ovarios normales no todas las células de la
linea germinal ingresan en meiosis para dar lugar a espermatozoides maduros y foliculos
postvitelogenicos. Muchos de ellos mueren antes de la iniciacion del proceso o inclusive durante el
mismo (Hikim et al.,, 2003). De este modo, un gran ndmero de células ingresan a apoptosis para
mantener la homeostasis gonadal dado que se requiere un tipo de muerte celular en la cual no se
desencadene una respuesta inmune y se proteja el microambiente celular, asi como también un

equilibrio constante con la proliferacién celular (Scaia et al., 2016; Scaia et al., 2019; Olea et al., 2021).
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Antecedentes del tema

El estudio de los procesos reproductivos en los anuros de América del Sur ha sido abordado en
varias especies como Leptodactylus fuscus (Maragno y Cechin, 2009); Scinax fuscomarginatus (Pereira,
2004); Dendropsophus minutus (Santos et al., 2007); Pseudis minuta (Melchiors et al., 2004) y
Phylomedusa azurea (Rodrigues et al., 2007) para el Sur de Brasil, donde se analiza el desarrollo
gonadal de machos y hembras, el esfuerzo reproductivo, las relaciones tamafio-fecundidad y la aparicion
de dimorfismo sexual en el tamafio corporal, caracterizacion histolégica de ovarios y testiculos durante el
ciclo reproductivo. Para el caso de Chile, en Pleurodema thaul se describi6 el patron temporal de la
reproduccién y parametros de ovipostura y huevos, comparando dos temporadas reproductivas
consecutivas (Moncada y Ubeda, 2020). En Uruguay se describid la inversion reproductiva para
Physalaemus riograndensis (Pereira y Maneyro, 2012), como asi también, aspectos de la biologia
reproductiva de una poblacién de Elachistocleis bicolor teniendo en cuenta el dimorfismo sexual, tamafio

de la puesta y ciclicidad (Elgue y Maneyro, 2017).

En nuestro pais, se han realizado trabajos que abordan algunos aspectos reproductivos referentes
a variables ambientales (precipitaciones y temperatura), tamafio corporal, dimorfismo sexual y tamafio de
los ovocitos en las hembras para Elachistocleis bicolor, Leptodactylus latinasus y Rhinella fernandezae
(Martori et al., 2010) en la provincia de Cérdoba. Trabajos que inspeccionan de manera comparada los
parametros reproductivos asociados al ambiente en un ensamble de anuros del Chaco Semiarido, Salta
(Perotti, 1997). Trabajos que asocian patrones comportamentales, reproductivos y alimentarios en
Pseudopaludicola boliviana (Duré et al., 2004); Scinax nasicus (Hamman et al, 2009); S.
fuscomarginatus (Toledo y Haddad, 2005). Trabajos donde abordan las diferencias en las puestas de
huevos y dimorfismo sexual en Leptodactylus chaquensis (Zaracho et al., 2005; Schaefer et al., 2006),
Physalaemus biligonigerus, P. albonotatus y Phyllomedusa hypochondrialis azurea (Zaracho et al.,
2005). Sin embargo, trabajos que vinculen caracteristicas morfologicas a nivel anatémico e histolégico
son escasos habiendo informacién para Dendropsophus sanborni (Curi et al., 2014); Leptodactylus
latinasus (Ponssa y Candioti, 2012); L. chaquensis (Villagra et al., 2014); Rhinella arenarum (Scaia,
2015; Scaia et al., 2016; 2019).

Recientemente se han publicado dos trabajos para nuestra region donde se estudiaron aspectos
asociados al sistema reproductor en anuros. En uno de ellos, se tiene en cuenta los procesos de
proliferacion celular a partir del estudio de la inmunodeteccién de proteinas de proliferacion celular (Olea
et al., 2021) y en el otro, se analizan especies de anuros como bioindicadores ambientales en estudios

ecotoxicolégicos teniendo como referencia el sistema reproductor e higado (Curi et al., 2021).

Se han estudiado mecanismos moleculares en Hypselotriton orientalis y Rhinella arenarum, donde
la evidencia sugiere que la apoptosis puede ocurrir por activacion de caspasa-3 a través de vias
extrinsecas e intrinsecas (Jin et al., 2018; Scaia et al., 2016). En R. arenarum los cistos que no forman
espermatozoides se eliminan de los testiculos por apoptosis después de la reproduccion y antes de la
siguiente ola espermatogénica (Scaia et al., 2016). En cuanto a la proliferacion de células de la linea
germinal, se caracteriz6 en Cynops pyrrhogaster (Yuwen et al., 2008), R. arenarum (Scaia, 2015; Scaia
et al.,, 2016) y con mas detalle en Pelophylax esculentus (Izzo et al., 2011). La proliferaciéon de
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gametogonias en R. arenarum y P. esculentus ocurre durante la temporada reproductiva (Ferrara et al.,
2004; Scaia et al., 2016). Sin embargo en P. esculentus la variacion estacional de las proliferaciones
parece estar asociada a cambios en el antigeno de proliferacion celular nuclear (PCNA), lo que sugiere
altos niveles de este marcador en las espermatogonias | en marzo y en las espermatogonias Il en julio,

octubre y noviembre (Chieffi et al., 2000).

Como se puede evidenciar, existen pocos estudios que examinan los mecanismos de muerte
celular y proliferacion asociados a los ovarios y testiculos en anuros de nuestra region. La mayoria de
ellos se centran en las variaciones estacionales de la apoptosis y la espermatogénesis indicando una
linea de estudio en expansidn que merece interés cientifico. Debido a ello, resulta oportuno profundizar
en el analisis de la espermatogénesis y ovogénesis con énfasis en los procesos de proliferacion y muerte
celular durante la etapa reproductiva en anuros del Nordeste argentino, teniendo como especie de

estudio a Rhinella bergi.

La familia Bufonidae esta compuesta por 34 géneros de amplia distribucién en el mundo. Los
miembros de esta familia tienen ciertos rasgos caracteristicos tales como presencia de érgano de Bidder
(algunos géneros), dientes ausentes, musculo constrictor posterior ausente, cuerpos grasos inguinales y
craneo altamente osificado. Esta familia incluye a los “sapos”, poseen miembros anteriores cortos los
cuales utilizan para caminar o saltar, piel seca y cubierta de verrugas, y glandulas parétidas localizadas
detras de los ojos (Montero y Autino, 2004). En Argentina habitan 17 especies del género Rhinella, 11

especies de Melanophryniscus y una especie de Nannophryne (Frost, 2018).

La especie en estudio, Rhinella bergi (Céspedez, 2000), es conocida vulgarmente como “sapito
granuloso chico” (Figura 1). Se trata de un anuro de habitos terrestres con una LHC que no supera los
50mm. Se distribuye en las provincias de Chaco, Formosa, Corrientes, Santa Fe y Cdérdoba, y en los
paises vecinos Paraguay y Brasil (Zaracho et al., 2012). Se reproduce en los meses de septiembre a
diciembre luego de intensas lluvias, donde los machos cantan desde el agua, entre vegetacion marginal,
0 apoyados en el fondo del charco (Schaefer y Kehr, 2006). Si bien actualmente se trata de una especie
que se encuentra en la categoria de Preocupacion menor (Vaira et al., 2012; IUCN, 2021), en un futuro
esta condicién podria revertirse, y las poblaciones de R. bergi podrian declinar sumandose a la larga lista
de anuros que a escala mundial se encuentran en progresiva disminucién. Por lo cual contar con datos
referentes a su sistema reproductor, brindara los conocimientos necesarios para su adecuada

conservacion y elaboracion de planes de manejo sustentable en ambientes con intervencion antrdpica.
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Clasificacion taxondmica de la especie

Phyllum: Chordata

Clase: Amphibia

Subclase: Lissamphibia

Orden: Anura

Familia: Bufonidae

Género: Rhinella

Especie: Rhinella bergi

Figura 1: Ejemplar adulto de Rhinella bergi. Fuente: Olea et al., 2019.



Objetivo General

Caracterizar las gonadas y los procesos de foliculogénesis y espermatogénesis de machos y
hembras de Rhinella bergi detectando los eventos de proliferacién celular y apoptosis a través de

un analisis anatémico, histolégico e inmunohistoquimico.

Objetivos Particulares

10

Caracterizar los cambios histolégicos e histoquimicos en génadas de Rhinella bergi durante la
foliculogénesis y espermatogénesis.

Analizar la inmunomarcacion de proteinas asociadas a la proliferacion celular (PCNA) en la linea
germinal y células sométicas gonadales a fin de establecer su actividad proliferativa.

Analizar la inmunomarcacion de proteinas Bax y Bcl-XL, moléculas involucradas en los procesos
de apoptosis, a fin de establecer la actividad apoptética de las células de la linea germinal y
somética.



MATERIALES Y METODO

° Coleccion y fijacién de animales

Se analizaron 14 ovarios y 12 testiculos de ejemplares juveniles y adultos de Rhinella bergi
(N=26), de los cuales 3 testiculos y 1 ovario corresponden a los ejemplares juveniles. Los individuos
fueron colectados en viajes de campo en la localidad de La Leonesa (27°02'33.0"S 58°42'21.0"W)
(Chaco — Argentina) durante el afio 2014 y 2015 en los meses de noviembre a marzo (primavera-
verano) (Figura 2). Los ejemplares fueron fijados en formol bufferado al 10% y en solucién de Bouin (24
hs) y posteriormente colocados en formol al 10%. Actualmente pertenecen a la coleccion cientifica de la
Céatedra de Histologia Animal del Departamento de Biologia de la FaCENA-UNNE. Los individuos fueron
sacrificados siguiendo los lineamientos de AVMA guia para la eutanasia animal: edicién 2013

(Underwood et al., 2013) para su posterior analisis.
° Analisis Macroscopico

Los ovarios y testiculos de Rhinella bergi fueron observados y fotografiados bajo lupa
estereoscopica y microscopio electronico de barrido (MEB) (Figura 3 A y B). La preparacion de los
ejemplares para MEB se realiz6 siguiendo el protocolo estandarizado de deshidrataciéon en soluciones de
concentracién creciente de Acetona (12.5, 25, 50, 75, 100%), secado a punto critico y metalizado con
oro. Las observaciones fueron realizadas en un Microscopio JEOL JSM-5800 LV perteneciente al
Servicio de Microscopia Electronica de Barrido de la Secretaria General de Ciencia y Técnica de la
Universidad Nacional del Nordeste (UNNE).

Figura 2: Lugar de muestreo. La Leonesa, localidad del este de la provincia del Chaco- Argentina.
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Figura 3: Toma de muestra para andlisis del sistema reproductor de Rhinella bergi. A- diseccién de los ejemplares de R. bergi en
microscopio estereoscopico. B- Detalle macroscopico de gonadas de R. bergi. C-D- Procesamiento histolégicos de ovarios y

testiculos. E- Observacion de los preparados histoldgicos.

° Andlisis Histolégico

Para el analisis histolégico del sistema reproductor y caracterizacién de cada tipo celular tanto en
machos (N=12) como en hembras (N=14), se realizaron preparados siguiendo la técnica convencional de
deshidratacién, inclusién, cortes con micrétomo y coloraciéon. La deshidratacién se realiz6 en
concentraciones crecientes de alcohol etilico (70%, 80% y 96%) y alcohol absoluto (100%) durante 25 a
45 minutos dependiendo del tamafio de la muestra. Se procedié a incluir en xilol-parafina (50-50%)
durante 24 horas y parafina pura durante toda la noche. Al dia siguiente, se confeccionaron tacos y se
orientaron las muestras para la obtencidon de secciones transversales o longitudinales de 3 — 5 pm
(Figura 3 C). Estas fueron obtenidas con micrétomo rotatorio tipo Spencer manual. Las muestras se
colorearon con Hematoxilina-Eosina y Tricromica de Mallory para distincion de tejido conectivo del tejido
muscular liso (Figura 3 D). También se utilizé reaccién histoquimica de PAS (Periodic Acid-Schiff) para la

diferenciacion de mucopolisacaridos en machos y hembras, distincién y delimitacion de estructuras como
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lamina basal de células foliculares y delimitacién de cada cisto dada por las células de Sertoli. Los
preparados histolégicos primeramente fueron observados para su diagnéstico en un microscopio
Olympus CX 31 (Figura 3 E) y posteriormente las imagenes fueron capturadas mediante el uso de un
microscopio modelo Olympus BX 41 con camara acoplada Olympus C-7070 y un Software de captura de
imagenes soportado por el programa ENUTV-4. Para la medicion y andlisis de tejidos, células y
compartimentos internos de ovarios y testiculos se utilizé el programa de procesamiento de imagen

digital ImageJ.

° Andlisis Morfométrico

En las hembras (N=14) para la morfologia folicular, se tomaron los diametros minimo y maximo
(um) de los foliculos y ovocitos encontrados en las secciones histolégicas del ovario en distintos
momentos de la foliculogénesis. Con el objetivo de 10x, se seleccionaron y fotografiaron 10 campos
microscopicos elegidos al azar y se contaron los ovocitos de cada clase. Con el registro del diametro de
cada foliculo, se obtuvo un promedio del tamafio en cada etapa de la foliculogénesis. Para ello, se sigui6
la clasificacion propuesta por Valdez Toledo y Pisand (1980) que categoriza a los foliculos en sus
diferentes etapas de ovogénesis: foliculos previtelogénicos, foliculos vitelogénicos y foliculos post-
vitelogénicos. También se registré la presencia de foliculos atrésicos.Las observaciones se compararon
con lo descrito para Rhinella arenarum (Echevarria y Gonzélez, 1994.).

Se consideraron hembras juveniles (N=1) a aquellas que presentaron nidos de ovogonios,
foliculos primordiales, primarios y predominio de foliculos pre-vitelogénicos. Hembras maduras
ovulatorias (N=7) las que presentaron ovarios con predominio de foliculos post-vitelogénicos, y hembras
post-ovulatorias o post-desove (N= 6) aquellas con ovarios con predominio de foliculos atrésicos y
cuerpos post-ovulatorios (Curi et al., 2014, Olea et al., 2021).

En los machos (N=12) se realizaron estudios morfométricos midiendo el didmetro minimo vy
maximo (um) de los tubulos seminiferos y cistos del linaje en diferenciacién. De ellos, se consideraron
machos juveniles (N=3) a aquellos con cistos inmaduros con predominio de espermatogonias y sin luz en
el tibulo seminifero. Machos adultos (N=9) con cistos maduros fueron aquellos que presentaron
espermatides y/o espermatozoides unidos a células de Sertoli y libres en la luz del tdbulo seminifero.
Machos con cistos inmaduros fueron aquellos que mostraron cistos con espermatogonias y
espermatocitos | y Il (Curi, 2019). De este modo, se tuvieron en cuenta para la caracterizacion de la
espermatogénesis a espermatogonias, espermatocitos |, espermatocitos I, espermétidas vy
espermatozoides. Con el objetivo de 40x se seleccionaron y fotografiaron 10 campos microscépicos
elegidos al azar y se contaron el nimero de cistos por tibulo seminifero que contienen las agrupaciones
celulares propias del linaje espermatogénico en diferenciacion.

Para ambos casos, las variables cuantitativas fueron expresadas con la media y su
correspondiente desvio estandar. Para la medicién y analisis de tejidos, células y compartimentos

internos de ovarios y testiculos se utilizé el programa de procesamiento de imagen digital ImageJ.
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° Analisis Inmunohistoquimico

Se revel6 la expresion del antigeno de proliferacion celular PCNA con la finalidad de detectar
eventos de proliferacion celular en los tejidos germinales analizados. Para ello se utilizd6 como anticuerpo
primario PCNA origen conejo anti raton. Se realizé la permeabilizacion de las membranas celulares por
incubacion con Tritdon X-100 al 1% en PBS (Phosphate Buffered Saline) durante 5 minutos y bloqueo de
peroxidasas internas con H,O; al 3% en PBS durante 10 minutos. Previo a la incubacion de las muestras
con el anticuerpo, se efectué un bloqueo con 5% de leche descremada en PBS. Luego de lavar el
anticuerpo con PBS, se incubé a temperatura ambiente por 10 minutos con el anticuerpo secundario
biotinilado universal de DAKO (K0679) listo para usar. Se lavé el anticuerpo secundario y se incubé con
la estreptavidina conjugada a peroxidasa de Rabano picante (HRP), lista para usar (DAKO K0690)
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavé con PBS y se revel6 la peroxidasa con el
cromoégeno diaminobenzidina (DAB) de DAKO (K3468) a temperatura ambiente durante
aproximadamente 5 minutos. Se utilizé hematoxilina como tincién de contraste.

Para la deteccion de eventos apoptéticos asociados a los diferentes tipos celulares los tejidos
germinales, tanto de machos como hembras, se realizé la inmunodeteccion de Bcl-XL y Bax, utilizando
como anticuerpo primario el policlonal anti Bcl-XL origen conejo anti raton. Para Bax, se utiliz6 como
anticuerpo primario el monoclonal anti Bax origen raton anti humano, rata y raton. Al igual que con
PCNA, en ambos casos el revelado se realizé segun el protocolo indirecto de “L-estreptavidina biotina” -
HRP (DAKO K0690) y revelado con DAB (diaminobencidina).

El control negativo se efectud incubando con el anticuerpo secundario y terciario de DAKO pero
sin la incubacion con el anticuerpo primario. Los preparados fueron observados y fotografiados con un
sistema compuesto por un microscopio Olympus BX 41 con camara acoplada Olympus C-7070 y un

Software de captura de imagenes soportado por el programa ENUTV-4.

A partir de cada inmunodeteccion, se procedié a contabilizar las células de la linea germinal tanto
de machos (juveniles y adultos) como de hembras (juveniles y adultas) con reaccidn positiva a cada

anticuerpo a fin de establecer los indices proliferativos (IP) y apoptéticos (1A):

. IP=n° de células de la linea germinal PCNA positivas / n° de células contadas en 10 campos al azar

en un aumento de 20X x 100.

. IA=n° de células de la linea germinal BAX positivas / n° células contadas en 10 campos al azar en un
aumento de 20X x 100.
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RESULTADOS

Hembras

En las observaciones macroscopicas en lupa estereoscopica en hembras adultas (Figura 4 A-D)
se observa la presencia de ovocitos en diferentes etapas del desarrollo folicular: desde ovocitos
previtelogénicos hasta ovocitos postvitelogénicos, con lo cual se pone de manifiesto el estado
reproductivo de las hembras recolectadas (ovulatorias en primavera; ovulatorias y postovulatorias en
verano). También se pudo evidenciar en hembras juveniles recolectadas en primavera, el escaso

desarrollo del ovario con la presencia de foliculos previtelogénicos (Figura 4 E-F) y foliculos atrésicos.
Ovarios

Los ovarios presentan una estructura racimosa debido a la presencia de ovocitos en diferentes
etapas de la ovogénesis dependiendo del estadio en el que se encuentre. A estos érganos se los puede
observar de un color blanco-amarillento en hembras juveniles (Figura 4 E), mientras que en adultas son
pigmentados, diferenciandose a simple vista una regién mas oscura dada por la presencia de pigmentos
y una region mas clara, determinada por la ausencia de pigmentos. Estas zonas son coincidentes con la
polaridad animal - vegetal encontrada en los ovocitos (Figura 4 A, B). Mientras que si el estado en el que
se lo observa es el de post-desove (hembras post-ovulatorias), los ovarios se ven translicidos con
algunos ovocitos atrésicos y grandes vasos (Figura 4 D). Estos érganos se encuentran ventrales,
préximos a los rifiones y estan ligados a la pared del cuerpo por los mesovarios, los cuales estan
formados por un revestimiento mesotelial celémico de tejido conectivo denso no modelado provisto de
una conspicua vascularizacion. A nivel histolégico, el revestimiento peritoneal forma una cubierta de
epitelio simple plano a cubico al que subyace escaso tejido conectivo que contiene paquete vasculo-

nervioso (Figura 5 B, 6 D).
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Figura 4: Ovarios hembras adultas (A-D) y juvenil (E-F) de Rhinella bergi, con foliculos pre-vitelogénicos, vitelogénicos y post-
vitelogénicos (A-B), y foliculos atrésicos (C-D). Referencias: CG: cuerpos grasos. Ov: ovario. Ovi: oviducto. Punta de flecha:
foliculos previtelogénicos (amarilla), vitelogénicos (verde) post-vitelogénicos (celeste) atrésicos (roja). Ri: rifiones. Magnificacién:
(A-E): 2,5x, (F): 4x.

16



Ovogénesis

Las ovogonias (26,3 £ 12,1 um) son células con nucleo basdfilo y citoplasma hialino, las cuales se
dividen por mitosis y mantienen conexiones citoplasmaticas entre ellas. Formando un nido o quiste
(Figura 5 C) de un tamafio promedio de 116,1 + 50,7 um, estos grupos de células se encuentran
rodeados por células soméaticas pre-foliculares. Una vez que las células germinales ingresan a meiosis,
los ovocitos meidticos (paquiteno tardio / diploteno temprano) comienzan a separarse. Cada ovocito

primario en desarrollo también esta rodeado por células pre-foliculares (Figura 5 C).

Las ovogonias en nidos observadas en ejemplares juveniles, también persisten en los ovarios
maduros, ya sea individualmente o dispuestas en el nido y entran continuamente en mitosis, siendo
inmunoreactivos positivos para la proteina de proliferacion celular PCNA (Figura 12 A). Los ovocitos
primarios en los nidos se desarrollan sincronicamente y se encuentran desde la etapa de interfase

premeiética hasta la etapa tardia de paquitene.

Los foliculos ovaricos primordiales estan formados por el ovocito en diplotene rodeado
individualmente por las células pre-foliculares. Posteriormente los ovocitos se separan y ya no se
encuentran en nidos (Figura 5 C). Los foliculos recién formados, rodeados por una monocapa de células
foliculares, también estan envueltos por una fina vaina de tejido conjuntivo (capa tecal) derivada de la
capa mesenquimatosa del tejido gonadal (Figura 5 B). En la periferia del nacleo se pueden observar

multiples nucléolos que desaparecen gradualmente (Figura 6 E).
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Figura 5: Microfotografia de ovarios de hembras juveniles. A- Detalle de la ubicacion de los ovarios en relacion con los rifiones de
Rhinella bergi (Coloraciéon: Hematoxilina-Eosina). B- Detalle de la envoltura de tejido conectivo y paquete vascular (Coloracion
Tricréomica de Mallory). C- Detalle de nidos de ovogonias, foliculos primordiales y foliculos previtelogénicos en desarrollo
(Coloracion: Hematoxilina-Eosina). Referencias: Ci: citoplasma. Fol prev: foliculo previtelogénico. Linea de puntos: nido de
ovogonias.N: nucleo. Nu: nucléolo. Ov: ovario. Punta de flecha negra: tejido conectivo y vasos sanguineos. Punta de flecha roja:

foliculo primordial. Punta de flecha naranja: células pre-foliculares. Ri: rifion. Magnificacion: (A):10x, (B): 40x, (C):100x.

Los foliculos pre-vitelogénicos estan presentes en todas las hembras recolectadas (juvenil y adulta
e incluso en las hembras post desove) (Figura 5 A-B, Figura 6 A). En estos foliculos, la cubierta esta
formada por células foliculares planas y por otra capa de células que conforman la teca (Figura 5 E).

Ademas, se evidencia un nucleo irregular, el cual esta situado hacia la zona central del ovocito y de un
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gran tamafio en comparacion con el citoplasma (Figura 6 C y D). La variacion en tamafio y proporcion de

cada tipo celular se representa en la Tabla 1.

Figura 6: Microfotografia de ovarios de hembras adultas de Rhinella bergi. A- Corte transversal del ovario de hembra ovulatoria
con detalle de foliculos pre-vitelogénicos y vitelogénicos (Coloracién: Tricromica de Mallory). B-Corte transversal del ovario de
hembra post-ovulatoria con detalle de foliculos pre-vitelogénicos y atrésicos (Coloracion: Tricromica de Mallory). C- Detalle de
foliculos pre-vitelogénicos, vitelogénicos y atrésicos (Coloracion: Tricrémica de Mallory). D- Detalle de foliculos pre-vitelogénicos y
atrésicos (Coloracion: Tricromica de Mallory). E- Detalle de las células foliculares y de la teca de foliculos pre-vitelogénicos
(Coloracion H/E). Referencias: Ci: citoplasma. Flecha negra: células foliculares. Fol Atr: foliculo atrésico. Fol prev: foliculo

previtelogénico. Fol vit: foliculo vitelogénico. N: nicleo. Vs: vaso sanguineo. Magnificacion: (A-B):10x, (C-D):40x, (E):100x.

Los foliculos vitelogénicos, al igual que los foliculos pre-vitelogénicos, presentan una capa de

células foliculares muy unidas a las células de la teca (Figura 6 A, Figura 7 A). Se encuentran presentes
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en todas las hembras adultas colectadas y son reconocibles por su gran tamafio. Su citoplasma es muy
abundante y muestra una acumulacién progresiva de vitelo en forma de plaquetas vitelinas que rodean al
nucleo (Figura 7 A), el cual queda desplazado hacia la periferia (polo animal) liberando la zona donde
son mas abundantes las plaquetas vitelinas (polo vegetativo). El aumento en tamafio y cantidad de las
plaquetas vitelinas da el paso a la etapa post-velogénica o etapa ovulatoria (Figura 7 B, C). Los ovocitos
han aumentado considerablemente de tamafio, encontrandose en la capa folicular, las células foliculares
muy aplanadas y la teca externa rodeando todo el foliculo (Figura 7 C). También se encuentra rodeando
al foliculo, una delgada capa de tejido conectivo con fibroblastos (células grandes y muy alargadas con
ndcleo voluminoso), vasos sanguineos Yy fibras de colageno (Figura 7 B). En los cortes histolégicos de
todas las hembras analizadas también se pueden diferenciar foliculos atrésicos en diferentes grados de
desarrollo pertenecientes a foliculos atrésicos pre-vitelogénicos, donde se observd que la atresia se
caracteriza por la compactacion de la cromatina y desintegracién del nucleo, volviéndose irregular y con
la envoltura nuclear pareciendo ser discontinua con la vacuolizacién del citoplasma (Figura 7 D). En
foliculos atrésicos vitelogénicos de algunas hembras ovulatorias y en las post-ovulatorias, se evidenci6 la
etapa de pigmentacion donde se puede observar un grado de pigmentacion variable en el citoplasma de

los mismos (Figura 7 E). La variacién morfométrica de estos tipos celulares se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de los valores morfométricos medidos en ovarios de hembras de Rhinella bergi.

Conteo celular cada 100 células (10x)

Didmetro (um) Juveniles(1) ovulatorias(7) post-ovulatorias(6)

Ovogonias 26,3+12,1 11% - -

Nido de ovogonias 116,1 + 50,7 1% - -
Foliculos previtelogénicos 127,9 + 69,4 71% 27% 81%
Foliculos vitelogénicos 466,1 +113,8 - 44% -
Foliculos postvitelogénicos 822,3+170,5 - 20% -
Foliculos atrésicos 119,1+78,5 17% 9% 19%

Valores expresados como media + desvio estdndar y % porcentajes. ( ) n° de ejemplares

correspondientes a cada categoria.
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Figura 7: A- Detalle de foliculos vitelogénicos y postvitelogénicos (Coloraciéon H/E). B-C-Detalle de las células tecales y
vasculariacion en foliculos post-vitelogenicos de hembra ovulatoria (Coloracién: Tricromica de Mallory- H/E). D- Detalle de foliculo
pre-vitelogénico atrésico de hembra post-ovulatoria (Coloracion: Hematoxilina-Eosina). E- Detalle de foliculo vitelogénico atrésico
de hembra ovulatoria (Coloracion: PAS). Referencias: Cel Fol: células foliculares. Flecha: plaquetas vitelinas. Fol Atr: foliculo
atrésico. Fol previt: foliculo pre-vitelogénico. Fol vit: foliculo vitelogénico. Fol pvit: foliculo post-vitelogénico. Punta de flecha
amarilla: vasos sanguineos y tejido conectivo. Punta de flecha negra: células tecales. Magnificacion: (A):4x, (B, C, E):100x,
(D):40x.
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Machos
Testiculos

Los testiculos de Rhinella bergi se caracterizaron por ser érganos pares sin pigmentacién externa;
amarillentos vy cilindricos, con un tamafio promedio de 2,3 £ 1,2 mm de largo y 1,1 + 0,9 mm de ancho.

Asociados se encuentran los rifiones y cuerpos grasos (Figura 8 A-C).

3080 51pm

Figura 8: Detalle de los testiculos juveniles de Rhinella bergi asociados al 6rgano de Bidder (A-B). C- Detalle de los testiculos de
individuos adultos de R. bergi. D- Microfotografia de MEB de los testiculos con detalle del 6rgano de Bidder. E- Detalle
microfotografico de MEB de las matas de espermatozoides con su célula de Sertoli. Referencias: CG: cuerpos grasos. CS: célula
de Sertoli. Ez: espermatozoides.OB: Organo de Bidder. Punta de flecha: 6rgano de Bidder. Ri: rifion. T: testiculos. Magnificacion:
(A-B-C): 2,5 x.

Rodeando a cada testiculo, se evidencia la tinica albuginea constituida por tejido conectivo denso,
la cual envia proyecciones o tabiques hacia el interior delimitando los tabulos seminiferos (Figura 11 A).
En estas proyecciones de tejido conectivo intersticial se observa fibras de colageno, musculo liso y vasos
sanguineos (Figura 9 B). Los tubulos seminiferos contienen a los cistos con las células germinales en
diferenciacion y al compartimento adluminal, en direccién hacia la luz del tdbulo (Figura 9 D). Los cistos
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incluyen una célula de Sertoli sobre la que se ubican las células sexuales en un mismo estadio de
diferenciacion (Figura 9 C). El tejido intersticial estd compuesto por células intersticiales de Leydig,

fibroblastos y vasos sanguineos. (Figura 10 F).
Tabulos seminiferos: espermatogénesis

En todos los machos analizados (juveniles y adultos) se pudo observar que los testiculos
contienen diferentes tipos celulares organizados en tubulos seminiferos, donde cada tlbulo presenta
cistos en diferentes estados de desarrollo (Figura 9 A-C). Sin embargo, cada cisto internamente se
encuentra integrado por células en el mismo estadio de la espermatogénesis: agrupaciones de
espermatogonias en el compartimento basal del epitelio, (Figura 9 C), espermatocitos I, Il (Figura 9 C,

D), espermatidas y espermatozoides (Figura 9 D).

Figura 9: Microfotografia testicular de machos adultos de Rhinella bergi. A- Detalle de testiculo junto a rifién y cuerpos grasos
(Coloracion: PAS). B- Detalle de testiculo y tdbulo seminifero maduro (Coloracion: tricromica de Mallory). C- Detalle de tubulos
seminiferos maduro e inmaduro con cistos maduros e inmaduros (Coloracion: PAS). D- Detalle de tubulos seminiferos maduros
con la luz (Coloracion: tricromica de Mallory). Referencias: Cg: cuerpos grasos. Ci: cisto inmaduro. Cm: cisto maduro. Epz libres:
espermatozoides libres. Lt: luz del tibulo seminifero. Ri: rifidn. T: testiculo. Tsm: tdbulo seminifero maduro. Tsi: tabulo seminifero
inmaduro. Magnificacion: (A): 4x, (B): 10x, (C-D):40x
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Las espermatogonias tipo A son las células germinales mas grandes encontradas en el testiculo.
Tienen forma redonda a oval con un citoplasma hialino. Estan caracterizadas por un nicleo esférico
central prominente que contiene un unico nucléolo (Figura 10 B). Las espermatogonias tipo B estan
agrupadas en espermatocistos, rodeadas por procesos citoplasmaticos de células de Sertoli. Se
caracterizan por una forma redondeada y un nucleo esférico prominente que contiene un nucléolo,

siendo mas pequefias en tamafio que tipo A (Figura 10 A, B).

Los espermatocitos primarios son similares en tamafio y forma a las espermatogonias tipo B.
Presentan un citoplasma hialino y un ndcleo esférico que difiere en apariencia segun el estadio de la
profase meidtica y contiene un nucléolo (Figura 10 A, C, D). Los espermatocitos secundarios presentan
una disminucién en el tamafio muy evidente cuando se los compara con estadios previos. El ndcleo

esférico esta rodeado por un citoplasma pobremente distinguible (Figura 10 C, D).

Las espermétidas tempranas tienen nucleo esférico con hebras irregulares de cromatina densa
(Figura 10 D). Los espacios entre las células dentro de los espermatocistos se vuelven cada vez mas
grandes y el nlcleo cada vez més pequefio dado que la cromatina va condensdndose (Figura 10 E), en

algunos casos se las pudo observar en la luz de los tibulos junto con los espermatozoides (Figura 10 F).

Los espermatozoides son células flageladas, con ndcleos alargados de cromatina compacta
(Figura 10 E). Se los puede observar conformando matas o penachos asociados a la célula de Sertoli. La
espermiacion esta acompanada por la separacion del penacho de espermatozoides y la liberacion de los
mismos a la luz del tabulo seminifero (Figura 10 F). Los espermatozoides son sostenidos en la luz por un

entramado de tejido conectivo.

Las células de Sertoli adoptan distintas formas de acuerdo con el espacio disponible en el epitelio
germinal y tienen un nucleo de forma triangular a poliédrico con un nucléolo excéntrico (Figura 10 E).
Estas células se apoyan en una delgada membrana basal PAS positiva que limita los cistos del testiculo,

separandolos del compartimento intersticial (Figura 9 C).
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Figura 10: Microfotografia de la configuracion testicular de adultos de Rhinella bergi (Coloracion: Hematoxilina-Eosina) A-F:
Detalle de tubulos seminiferos maduros con cistos que contienen a los diferentes linajes celulares de la espermatogénesis.
Referencias: CS: célula de Sertoli. Eg A: espermatogonias A. Eg B: espermatogonias B. E |: espermatocitos primarios. E II:
espermatocitos secundarios. Esp: espermatidas. Epz: espermatozoides libres. Flecha verde: Célula de Leydig. Magnificacion: (A):
40x (B-F):100x.

Tabla 2. Resumen de los valores morfométricos del diametro de los cistos y tubulos seminiferos en

testiculos de machos de Rhinella bergi.

Diametro (um)

Juveniles Cistos Tubulos seminiferos
29,9+9,7 43,6 £ 22,02
Adultos Inmaduros Maduros Inmaduros Maduros
58,9+11,3 40,19 + 10,9 32,09+8,5 199,5 + 46,7

Compartimento Intersticial

Las células de Leydig son células ovales que se disponen en grupos en los espacios adyacentes
entre tdbulos cerca de los capilares. Los nlcleos esféricos contienen un nucléolo periférico. El

citoplasma se presenta tipicamente acidofilo y finamente granular. (Figura 10 C). Las células mioides son
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el tipo celular mas abundante en el compartimento intersticial. Ellas se encuentran en estrecha

proximidad a las fibras colagenas, rodeando los tibulos seminiferos (Figura 10 F).
Organo de Bidder

El Organo de Bidder (OB) se lo observo asociado a los testiculos, situado en la regién craneal de
los mismos (Figura 8 A-D; Figura 11 A). Histolégicamente consta de dos regiones bien delimitadas: una
corteza y una regiéon medular (Figura 11 D, E). En la corteza se observan ovocitos rodeados por células
foliculares (foliculos bidderianos), los cuales se encuentran en estadios previtelogénicos (Figura 11 C).
En la region medular se observan vasos sanguineos y tejido conjuntivo con contenido de fibras y en
algunos casos células pigmentarias y foliculos atrésicos (Figura 11 B, E). De los ejemplares analizados,
se logré evidenciar inmunodeteccion positiva para la proteina de proliferacion celular PCNA en
ejemplares juveniles y adultos colectados en primavera (Figura 12 E) y foliculos bidderianos positivos

para la proteina Bax en machos con cistos maduros colectados en verano (Figura 13 E).

Figura 11: Detalle de testiculo y Organo de Bidder en macho adulto de Rhinella bergi. A- Microfotografia de testiculos junto con
Organo de Bidder. B- Detalle de foliculo atrésico del Organo de Bidder. C-Detalle de foliculo previtelogénico. (Coloracién A-D:
PAS). D, E- Vista general de Organo de Bidder (Coloracion: Tricromica de Mallory). Referencias: Ci: cistos. Circulo punteado:
tubulo seminifero. C: corteza. Fol AtrB: foliculo atrésico (bidderiano) Fol PrevB: foliculo previtelogénico (bidderiano). Me: médula.

OB:Organo de Bidder. T: testiculos. T alb: tinica albuginea. Magnificacién: (A-E): 4x, (B):100x, (C): 40x, (D): 10x.
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Cuerpos grasos

Son estructuras con intima relacién topografica y funcional con ovarios y testiculos. Estan
estructurados en I6bulos de aspecto espumoso y macroscopicamente se observan variaciones de color
amarillo (Figura 8 B, C). Histoldgicamente, el tejido adiposo corresponde a grasa blanca donde se
identifican nicleos periféricos y aplanados, vasos sanguineos y cubierta de epitelio plano (Figura 9 A).
Se logré evidenciar actividad mitética de los adipocitos en ejemplares juveniles de ambos sexos

mediante la inmunomarcacioén positiva para PCNA (Figura 12 F).

Anélisis de la proliferacion y muerte celular durante la gametogénesis

En las hembras el crecimiento de los ovocitos se da en simultdneo con el crecimiento y la
proliferacion de las células del foliculo, donde dicho evento se evidencié a partir de la inmunodeteccion
positiva de la proteina de proliferacién celular PCNA en los ovogonias en nidos, foliculos primordiales y
foliculos primarios (Figura 12 A), con un IP de 87% en hembras juveniles y 74% adultas ovulatorias
recolectadas en primavera. Durante la etapa de foliculo pre-vitelogénico temprano donde el ovocito se
encuentra previo a la etapa de diplotene, no se evidencia inmunodeteccion para dicha proteina (Figura
12 A). La proteina PCNA vuelve a presentar inmunomarcacion positiva cuando el ovocito previtelogénico
aumenta el nimero de nucléolos, y se produce la transicion a foliculos vitelogénicos y post-vitelogénicos
en hembras ovulatorias recolectadas en verano (Figura 12 B-C) presentando un IP de 82%. En las
células foliculares y tecales se observd actividad de proliferacion independiente al estadio del ovocito en

todos los foliculos (Figura 12 D), excepto en foliculos atrésicos.

En cuanto al proceso de muerte celular, en los ovarios de todas las hembras analizadas se pudo
evidenciar una variacién en cuanto a la inmunodeteccion positiva de las proteinas Bax-Bcl-XL,
pudiéndose observar en hembras juveniles foliculos atrésicos provenientes de foliculos pre-vitelogénicos
(Figura 13 A-B), presentandose un IA de 10% en hembras juveniles. En las hembras adultas se
evidencié inmunomarcacién positiva en foliculos atrésicos previtelogénicos y vitelogénicos para las
proteinas Bax (Figura 13 C-D), observandose un incremento en el indice apoptoético desde las hembras

ovulatorias 22% a las hembras post-ovulatorias 45%.
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Figura 12: Inmunomarcacion de la proteina de proliferaciéon celular PCNA determinada por IHQ en cortes de ovarios de Rhinella
bergi juvenil (A) y adultas (B-D) y en dérgano de Bidder (E) y cuerpos grasos (F). Referencias: A: adipocito. CG: cuerpos grasos.
Cel fol: células foliculares. Fol prev: foliculo pre-vitelogénico. Fol prevB: foliculo pre-vitelogénico bidderiano. Fol Vit: foliculo

vitelogénico. Fol Pvit: foliculo post-vitelogénico. Punta de flecha negra: células con inmunomarcacién positiva para PCNA.
Magnificacion: (C): 10x; (A-F): 100x.
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Figura 13: Inmunomarcacion de las proteinas Bcl-XL (A) y Bax (D-F) determinada por IHQ en cortes de ovarios de Rhinella bergi
juvenil (A) y adulta (B-D) y en 6rgano de Bidder (E) y testiculos juveniles (F-G) y adultos (H-1). Referencias: Flecha negra: células
con inmunomarcacion positiva para BCL-XL y Bax. Eg: espermatogonia. El: espermatocito primario. Ell: espermatocito secundario.
Epz: espermatozoides en penachos. Fol. prev: foliculo pre-vitelogénico. Fol vit: foliculo vitelogénico. Fol pvit: foliculo post-
vitelogénico. Fol Atr: foliculo atrésico. Fol prevB: foliculo pre-vitelogénico bidderiano.T: testiculo. OB: érgano de Bidder. Med:
Médula. Ni: nido de ovogonias. TS: tibulo seminifero. Magnificacion: (A, C, E): 10x; (B, D- I): 100x.

En el caso de los machos, la proliferacién de las células de la linea germinal se observé tanto en
ejemplares juveniles como en adultos a partir de la inmunodeteccion positiva de la proteina de
proliferacion celular PCNA presente en todos los tipos celulares de la linea germinal (Figura 14 A-F), con
un IP de 71% en cistos de juveniles recolectados en primavera y un IP de 87% en cistos de machos
adultos de primavera (14% espermatogonias, 73% espermatocitos 1) y del 92% en cistos de machos
adultos de verano (61% espermatogonias, 31% espermatocitos |). En cuanto a las células de Sertoli se
las pudo evidenciar en divisibn mitdtica sélo durante la espermatogénesis temprana (Figura 14F)

presentando inmunodeteccién positiva para PCNA.
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Figura 14: Inmunomarcacion de la proteina de proliferacion celular PCNA determinada por IHQ en cortes de testiculo de Rhinella
bergi e individuos juveniles (A) y en adultos (B) con detalle de los distintos tipos celulares de la linea espermatogénica (C-E) y de
las células de Sertoli (F). Referencias: CS: células de Sertoli. Eg A: espermatogonia A. Eg B: espermatogonia B. El
espermatocito primario.Ell: espermatocito secundario. Et: espermatida. Ez: espermatozoides. Punta de flecha negra: células con
inmunomarcacion positiva para PCNA. Punta de flecha amarilla: células de Sertoli con inmunomarcacién positiva para PCNA.

Magnificacion: (C): 40x; (A-F): 100x.
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En cuanto al proceso de muerte celular, en los testiculos de todos los machos analizados se pudo
evidenciar una variacion en cuanto a la inmunodeteccidon positiva de las proteinas Bax/Bcl-XL,
observandose en machos juveniles espermatogonias y espermatocitos | Bax positivas,con un IA de 5%
(Figura 13 F, G) . En los machos adultos se evidencid6 inmunomarcacion positiva para Bax en
espermatocitos secundarios y espermatozoides en penachos (Figura 13 H, 1) con un IA en adultos de 8%

en primavera y de 16% en verano.
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DISCUSION

El presente trabajo permiti6 evidenciar que Rhinella bergi presenta un sistema reproductor
semejante al descripto para otras especies de anuros de la familia Bufonidae. La ubicacién y
caracteristicas externas tanto de los ovarios como de los testiculos de los ejemplares analizados
coinciden con lo descripto por otros autores para los anuros (Cajade et al., 2010; Carezzano et al., 2013;
Curi et al., 2014; Dias et al., 2017; Montezol et al., 2018; Olea et al., 2021). En todos los casos son
organos pares, asociados a cuerpos grasos y con gran vascularizacion, situados en la cavidad
abdominal. La forma de los ovarios varia de acuerdo al momento reproductivo en el que se encuentre la
hembra, tal como se describe en el presente trabajo. Para el caso de los machos los testiculos son de

forma ovoide sin pigmentacion en la tlnica albuginea.

La ovogénesis en anfibios es un proceso que varia segun las especies resultando en diferentes
tamafios y niumero de ovocitos formados. Estas variaciones reflejan la necesidad de adaptarse a los
distintos ambientes en que deben poner sus huevos y asi asegurar su desarrollo para perpetuarse (Del
Pino, 1989). Estas diferencias concuerdan con los diversos patrones de reproduccién observados en las
especies de anfibios, algunos de los cuales revelan un rapido desarrollo temprano, por ejemplo, Xenopus
laevis (Dumont, 1972), Rana pipiens (Kessel et al., 1972), Bufo arenarum (Toledo y Pisan6, 1980),
Ceratophrys cranwelli (Villecco et al., 2002) y otros mas lento, por ejemplo, Gastrotheca riobambae (del

Pino et al., 1986), Flectonotus pygmaeus (Del Pino et al., 1978).

En los anfibios, el ovario contiene ovogonias que pueden generar una nueva cohorte de ovocitos
cada temporada reproductiva. Cuando las ovogonias entran en la primera divisibn meiética, se
convierten en ovocitos primarios. En esta etapa, los ovocitos avanzan a través de la profase | meiotica y
permanecen detenidos en la etapa de diplotene (Jgrgensen, 1992). Los ovocitos primarios se someten a
un complejo proceso de citodiferenciacion y divisiéon que da como resultado la produccion del gameto de
la hembra. Este proceso se puede dividir en tres etapas principales: pre-vitelogénesis, vitelogénesis y
post-vitelogénesis 0 madurez. La ovogénesis en R. bergi es un proceso continuo y los ovocitos en todas
las etapas del desarrollo se encuentran dispersos en el ovario. Esta arquitectura ovarica si bien coincide
con lo propuesto por Curi et al. (2014) y Olea et al. (2021), sin embargo, otros autores han descripto que
en el ovario los ovocitos se distribuyen en dos zonas: una zona proximal que contiene ovocitos
previtelogénicos y vitelogénicos tempranos, y una zona distal con ovocitos vitelogénicos y
completamente desarrollados (Villecco et al., 2002). En el presente estudio se pudo dividir la ovogénesis
de R. bergi en tres etapas fundamentales: previtelogénesis, vitelogénesis y post-vitelogénesis. Asimismo,
los ovarios y los cuerpos grasos, presentaron cambios morfoldgicos durante su ciclo reproductivo. El
analisis histolégico reveld distintos tipos celulares: nidos de ovogonias, foliculos primordiales, foliculos
previtelogénicos, vitelogénicos, post-vitelogénicos y atrésicos. Con las tinciones empleadas (H/E,
Tricrémica y PAS) se observo que el vitelo presenta variaciones en cuanto a su coloracion: pigmentacion
mas oscura cercana al polo animal y coloraciones mas claras en el polo vegetal. Estos resultados
concuerdan con lo propuesto por otros autores para la foliculogénesis en anuros (Pucci Alcaide et al.,
2012; Curi et al., 2014; Olea et al., 2021). La vitelogénesis es continua y el vitelo ocupa progresivamente

todo el citoplasma. El ovocito y su ndcleo experimentan un aumento de tamafio durante el desarrollo
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folicular, especialmente en los ovocitos de la primera y segunda fase de crecimiento. Esta relacion entre

el nucleo y el tamafio del ovocito se describié en Rana cyanophlyctis (Pancharatna y Saidapur, 1992).

Algunos de los ovarios analizados tanto en hembras juveniles como adultas presentaron foliculos
atrésicos, tanto para su estado pre-vitelogénico, vitelogénico y post-vitelogénico, los cuales presentaron
inmunopositividad para la proteina Bax. Dicho proceso es comun en los ovarios de los anuros, en los
cuales se observa que durante el proceso de ovulacién, no todos los foliculos llegan a pasar al oviducto
(Pucci Alcaide et al., 2012; Curi et al., 2014; Olea et al., 2021). El crecimiento de los ovocitos procede
simultaneamente con el crecimiento y la proliferacién de las células del foliculo. Ambos experimentan
una secuencia de cambios altamente coordinados asociado al crecimiento del foliculo y diferenciacién de

las células foliculares y tecales, esenciales para la produccion de un foliculo viable.

Los anfibios son un apropiado modelo biolégico para estudiar las interacciones que tienen lugar en
los foliculos ovéricos ya que pasan por diferentes periodos (previtelogénicos, vitelogénicos y
maduracion) durante el cual ocurren procesos relacionados con el crecimiento de los ovocitos y la
maduracion. Las células foliculares participan en una serie de eventos regulados por gonadotropinas,
involucrados en el crecimiento de ovocitos de anfibios y maduracion como esteroidogénesis, inicio de la
absorcién de la proteina de la yema vitelina, formacién de envoltura y transferencia de ARN (Szydtowski
etal., 2017).

Los cambios propios del 6rgano y el estadio diferenciacién de las células de la linea germinal y las
células acompafantes (Sertoli en machos Yy foliculares y tecales en hembras) fueron significativos para
evidenciar la proliferacion y muerte celular durante la gametogénesis de la especie en estudio, como asi
también, la proliferacién de las células de Sertoli y foliculares y/o tecales. En este estudio se observo que
el proceso de muerte celular asociado a la atresia folicular se da tanto en hembras juveniles como
adultas. Los foliculos en degeneracion en anfibios sexualmente maduros fueron descriptos en especies
pertenecientes a Urodela (Uribe 2009), Gymnophiona (Exbrayat, 2009; Brun et al., 2017) y Anura
(Ogielska y Bartmanska, 2009; Szydiowski et al., 2017), y en ocasiones han sido designadas como
cuerpos atrésicos o cuerpos post-ovulatorios (Perry et al., 1976). La degeneracién de ovocitos en
diplotene se informé principalmente como la respuesta fisioldgica de un organismo femenino a varios
estreses, como la escision de cuerpos grasos o el cautiverio a largo plazo en Rana cyanophlyctis
(Pancharatna y Saidapur, 1992), inanicion en Xenopus laevis (Dumont, 1972) y hacinamiento en
cautiverio en Bufo bufo (Jgrgensen, 1992). Este Gltimo autor sugirié que los cambios en las condiciones
ambientales conducen a una disminucién del nivel circulante de gonadotropina; esto a su vez puede ser
una respuesta indirecta del sistema nervioso central a un entorno anormal. Sin embargo, estos autores
no describieron la morfologia de ovocitos en degeneracion debido a que consideraron sélo la presencia
de vesiculas pigmentadas negras como foliculos atrésicos. En el presente trabajo se logr6é evidenciar
foliculos atrésicos en las etapas pre-vitelogenica, vitelogénica y post-vitelogénica. En la etapa inicial se
pudo observar que la atresia se caracteriza por la desintegracion del nicleo, compactacién de la
cromatina volviéndose irregular y con la envoltura nuclear pareciendo ser discontinua. Este proceso se
observo tanto en juveniles como en adultas. En una etapa mas avanzada se observé gran vacuolizacién

en el citoplasma. Finalmente, en algunas hembras ovulatorias y en post-ovulatorias se observo la etapa
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de pigmentacion. Estos resultados concuerdan con lo propuesto por Ogielska y Bartmanska (2009) para

Rana temporaria, Rana lessonae y Rana ridibunda.

Histolégicamente para el caso de los machos, se pudo observar que la espermatogénesis en
R.bergi es similar a la descrita para otros anuros (de Oliveira et al., 2002; de Oliveira et al., 2003; Curi et
al., 2014). Los espermatocitos | generalmente se observan en la profase de la primera divisibn mei6tica,
con diferentes niveles de condensaciéon de la cromatina. Al final de la espermatogénesis, los
espermatozoides permanecen unidos en los penachos, todavia sostenidos por células de Sertoli. Sin
embargo, con su liberacién a la luz del tdbulo seminifero estos permanecen alli hasta que son liberados
al exterior durante el amplexo. La disposicion de la linea espermatogénica organizada en cistos con
células en un mismo estadio de diferenciacion fue observada en otros anuros, lo cual demuestra la
conservacion de esta estructura también descripta en el resto de los anamniotas (Curi et al., 2014; Olea
et al., 2021).

Respecto a lo observado en el érgano de Bidder, se describi6é para R. arenarum que el volumen es
mayor en aquellos animales que se encuentran en el periodo reproductivo en comparacion con aquellos
de animales de la estacion no reproductiva (Scaia, 2015). En los machos de Rhinella bergi se observo la
proliferacion del 6rgano de Bidder en ejemplares de primavera, y atrofia y degeneracién en los

ejemplares de verano. Estos resultados concuerdan con lo expuesto para R. arenarum.

En cuanto a los eventos de proliferacién celular, PCNA es una proteina nuclear altamente
conservada y es un componente esencial en la replicacién y reparacién del ADN. Es por ello que es uno
de los marcadores moleculares mas utilizados para el estudio de la mitosis y meiosis del epitelio
germinal. En el presente trabajo se observé inmunomarcacion positiva en las espermatogonias y
espermatocitos |, como asi también en células de Sertoli. Con respecto a las variaciones estacionales, la
maxima expresion de PCNA en las espermatogonias se evidencio en los ejemplares de verano, mientras
que en los espermatocitos | se dio en primavera. Vincent et al., (1998) y Sette et al., (2004) adjudican la
presencia de PCNA en los espermatocitos | al hecho de que esta proteina ademas de estar involucrada
en la replicaciéon del ADN, también participa en su reparacion. Estos resultados sugieren que la maxima

proliferacion durante el periodo reproductivo esta asociada a altos niveles de PCNA.

La apoptosis en el testiculo esta relacionada con el equilibrio entre el nimero de células
germinales y la capacidad de soporte de las células de Sertoli, y es por ello que el estudio de las
variaciones estacionales en la espermatogénesis en anfibios esta intimamente relacionado con la
apoptosis en la linea germinal (Scaia et al., 2016). En el presente trabajo, la muerte celular programada
en cistos maduros fue confirmada mediante la inmunomarcaciéon positiva de Bax y Bcl-XL en
espermatogonias y espermatocitos |. De este modo, en la especie en estudio se observaron elevados
indices apoptoticos en los cistos en periodo reproductivo hacia finales de primavera y durante el verano,

lo cual concuerda con lo propuesto por Sasso-Cerri et al. (2006) para anuros de regiones tropicales.

Teniendo en cuenta los resultados y en concordancia con lo propuesto por Scaia et al. (2016) para
R. arenarum, se sugiere que los espermatocitos que no alcanzan a diferenciarse en espermatozoides

durante el periodo reproductivo mueren por apoptosis en el periodo post-reproductivo. De este modo, y
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dado que la proliferacién de espermatogonias es maxima en la temporada reproductiva, los
espermatozoides del afio siguiente serian consecuencia de esta nueva onda espermatogénica. Ademas,
podria ocurrir que haya una disminucion de los factores regulatorios y la apoptosis podria actuar como
un mecanismo de control. Por lo que los resultados expuestos en este trabajo sugieren que la apoptosis
en los espermatocitos y espermatidas contribuye a eliminar los cistos que no alcanzaron a formar
espermatozoides, mientras que las espermatogonias positivas para PCNA son las que iniciaran un nuevo

ciclo espermatogénico en el préximo periodo reproductivo.

Para el caso de las hembras, en Xenopus laevis durante el inicio de la foliculogénesis se ha
reportado una proliferacién intensiva de células somaticas y de ovogonias positivas para PCNA, las
cuales quedan encerradas por una monocapa de células epiteliales celémicas aplanadas (Piprek et al.,
2017). Esto concuerda con lo observado en Rhinella bergi. Asimismo, en comparacion con estudios en
otros grupos de anamniotas (Korfsmeier, 2002), se determind la presencia de PCNA en nucleos de
ovogonias y ovocitos en profase meiética, detallando una fuerte positividad durante los eventos de
amplificacion de los genes del ARNr, momento en donde aparecen numerosos nucléolos en el
carioplasma periférico. En concordancia con lo propuesto por Korfsmeier (2002) y Thomé et al. (2012),
se atribuye dicha marcacion de PCNA durante la meiosis a la amplificacion del ARNr y a la funcién que
desempefia PCNA en la reparacién y revision del ADN sintetizado, asegurando el éxito del desarrollo

folicular.

En cuanto al proceso de muerte celular, usando la tincibn inmunohistoquimica de caspasa-3
activa, Szydtowski et al. (2017) han demostrado que las células de la linea germinal de Pelophylax
degeneran por muerte celular programada. Las células germinales apoptéticas que se detectaron en las
gbnadas de dicha especie fueron ovogonias en nidos, asi como ovocitos en diplotene y foliculos
previtelogénicos tempranos. Del mismo modo evidenciaron un patrén diferente de tinciébn de caspasa-3
activa confinado al citoplasma que rodea el nucleo celular ("tincion circular"), pero dicha marcacion se da
en células que no mostraron ninguna caracteristica de degeneracioén, por lo cual no pueden confirmar
que estén comprometidas con la apoptosis. En contraste y concordancia con la descripcion morfol6gica
dada anteriormente, este estudio ha demostrado que las células de la linea germinal de Rhinella bergi
estan dirigidas a la muerte celular programada durante el desarrollo folicular, evidenciAndose marca
positiva para la proteina Bax en ovogonios en nidos y foliculos previtelogénicos y vitelogénicos en
proceso de atresia folicular. La eleccion de la proteina de muerte celular Bax, en vez de Caspasa-3
activa, se debi6 a que la activacion de caspasa-3 sin entrar en la via apoptética se describié previamente
en células madre embrionarias de ratén como un factor crucial que lleva a las células desde el estado de

autorrenovacion a la diferenciacion (Fujita et al., 2008).

A partir de estos resultados se hace evidente que tanto la proliferacién como la apoptosis, son
procesos complejos que involucran diversas proteinas y mecanismos moleculares. La activacion
diferencial de cada uno de ellos en distintos estadios de la gametogénesis determina el balance entre
proliferacion celular y apoptosis. De este modo, resulta casi imposible estudiar la gametogénesis en

anfibios sin hacer referencia a las variaciones estacionales en la proliferaciéon y apoptosis gamética.

35


https://link.springer.com/article/10.1007/s00435-016-0337-4#auth-Pawe_-Szyd_owski
https://link.springer.com/article/10.1007/s00435-016-0337-4#ref-CR5

CONCLUSIONES

- Las caracteristicas anatdmicas, tanto como la gametogénesis y los procesos de proliferacion
celular y muerte que subyacen a dichos eventos en Rhinella bergi concuerdan con lo propuesto para

otros miembros analizados de la familia Bufonidae.

- La proliferacion celular durante la ovogénesis ocurre principalmente en hembras juveniles y

ovulatorias de primavera.

- La apoptosis en el ovario es mas frecuente en ovarios de hembras post-ovulatorias, donde se
observo un predominio de foliculos atrésicos. Dichas hembras corresponden a ejemplares colectados en

verano.

- La proliferacion celular durante la espermatogénesis se da en espermatogonias y espermatocitos

I. Con un mayor indice proliferativo de espermatogonias en primavera.

- La apoptosis en el testiculo es significativamente mayor en el periodo comprendido entre los
meses de enero y marzo, con mayor incidencia en testiculos de individuos correspondientes a meses de
verano. Al analizar cuales son los estadios de la espermatogénesis que sufren muerte celular, se

observo que la apoptosis ocurre en los espermatocitos |, Il y en las espermatidas.

- El érgano de Bidder presenta actividad proliferativa en primavera y actividad asociada a eventos

de muerte celular en verano.

Los resultados del presente trabajo sirven como base para la posterior caracterizacion del ciclo
reproductivo en Rhinella bergi y proporcionan informacion que sienta antecedente sobre el analisis de la
actividad gametogénica por IHQ a partir del estudio de la expresién de la proteina de proliferacién celular
PCNA y muerte celular (Bax-Bcl-XL). Debido a ello, futuros analisis se concentraran en la evaluacion del
ciclo reproductivo en la especie mencionada, tanto en ovarios y testiculos como érgano de Bidder, a fin

de comparar y correlacionar con resultados obtenidos en este estudio.
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