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Crecimiento de oocitos biderianos en machos adultos de
Rhinella marina (Linnaeus, 1758)
mediante el uso de hormonas y disruptores endocrinos
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RESUMEN.- En la region anterior de los testiculos de los machos de ciertos taxa de la familia
Bufonidae se localiza el 6rgano de Bidder (OB), un ovario rudimentario no funcional que crece
y se desarrolla parcialmente si los testiculos son removidos. En esta investigacion se analizd
el efecto de hormonas y disruptores endécrinos sobre el crecimiento de los oocitos del OB
de machos adultos orquidectomizados de la especie Rhinella marina. Machos adultos fueron
orquidectomizados y sometidos a dosis diarias de una solucién salina, atrazina y progestero-
na durante un periodo de dos meses y el efecto de dichas substancias fue analizado mediante
observaciones en la morfologia interna y externa y mediciones del diametro maximo de los
oocitos biderianos de los machos oquidectomizados.

Todos los tratamientos exhibieron un incremento en el diametro maximo de los oocitos
biderianos. Los tratamientos que presentaron oocitos de mayor tamafio y con caracteristicas
correspondientes a estadios de la oogénesis posteriores, fueron el tratamiento con progeste-
rona seguido por el tratamiento con atrazina + progesterona; sin embargo, se obtuvo una baja
cantidad de oocitos crecidos. Los resultados sugieren que la hormona progesterona fue la que
promovié un mayor crecimiento de los oocitos biderianos de machos orquidectomizados de la
especie Rhinella marina.

PALABRAS CLAVE: Atrazina, 6rgano de Bidder, orquidectomizacién, progesterona, vitelo-
génesis.

ABSTRACT.- The Bidder’s organ is located anterior to the testis of some taxa of bufonid toads
it is a rudimentary non-functional ovary, which grows and partially develops if the testes are
removed. In this research, we analyzed the growing effect of hormones and endocrine disrup-
tors on Bidder’s organ (BO) oocytes of orchidectomized adult males of Rhinella marina. Adult
males were orchidectomized and subjected to daily doses of saline, atrazine and progesterone
solutions for a two months period. The effects of these compounds were tested by observations
in the internal and external morphology and measurements of the maximum diameter of the
Bidderian follicles.

All treatments showed an increase in the maximum diameter of bidderian oocytes after
two months of treatment. Progesterone produced more advanced oogenesis stages than the ones
with atrazine + progesterone. However, the number of grown oocytes in both cases was quite
low. These results suggest that progesterone is the most suitable for inducing growth in the Bi-
dderian oocytes of orchidectomized Rhinella marina male toads.

KEYWORDS: Atrazine, Bidder’s organ, orquidectomy, progesterone, vitellogenesis.
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INTRODUCCION

El 6rgano de Bidder (OB) es un ovario
vestigial presente en la mayoria de especies de
la familia Bufonidae siendo una sinapomorfia
de los clados mas derivados (Pramuk ef al.,
2008: Frost et al., 2006; Pramuk, 2006; Due-
llman y Tueb, 1986). Se desarrolla a partir del
primordio gonadal en la etapa larval de los
embriones de esta familia. Inicialmente, el pri-
mordio gonadal posee caracteristicas de ova-
rio, las cuales se mantendran en las hembras
hasta el final de su desarrollo. Sin embargo, en
los machos, la region posterior del primordio
se diferencia en testiculo al final de la meta-
morfosis, mientras que la regién anterior man-
tiene las caracteristicas de ovario formando el
organo de Bidder (Norris y Lopez, 2011; Fal-
coni ef al., 2007; Falconi ef al., 2004; Brown
et al., 2002).

En los machos de las especies de la fami-
lia Bufonidae que poseen OB; como es el caso
de las especies del género Bufo, Pedostibes,
Nectophrynoides, entre otros (Davis, 1936), la
extirpacion quirtrgica de uno o de ambos tes-
ticulos u orquidectomia causara un incremen-
to en el tamafio de dicho 6rgano (Farias e al.,
2002; Pancak-Roessler y Norris, 1991). De
igual manera, los oocitos dentro de este rgano
creceran e iniciardn el proceso vitelogénico al-
canzando estadios de la oogénesis posteriores
(Brown et al., 2002; Cannatella et al., 2001;
Pancak-Roessler y Norris, 1991). La ausencia
de hormonas masculinas producidas por los
testiculos, promueve el incremento de tamafio
del OB como la iniciacién del proceso vitelo-
génico de sus oocitos; estas hormonas, cuando
estdn presentes, poseen un efecto inhibitorio
en el crecimiento de dicho érgano (Brown et
al., 2002; Pancak-Roessler y Norris, 1991;
Ghosh et al., 1990). El tiempo de crecimiento
de los oocitos después de la orquidectomia es
bastante lento, alcanzando los estadios IL Iy
IV de la oogénesis hasta tres meses después de
la orquidectomizacion (Wolpert et al., 2007:
Brown et al., 2002; Pancak-Roessler y Norris,
1991).

Durante la oogénesis en anfibios (proce-
so de formacidn, crecimiento y maduracién de
los gametos femeninos) las células germinales
femeninas (oogonias) sufren meiosis, la cual
estd acompaiiada por pausas o arrestos que se
producen en determinados momentos de este
proceso (Norris y Lopez, 2011; Gilbert, 2010;
Wolpert et al., 2007; Bill, 2002). Un evento
importante de la oogénesis es la vitelogénesis
(periodo de crecimiento nuclear y citoplas-
matico que se da después del primer arresto
meidtico en diplotene de profase I) en el cual
la proteina vitelogenina es sintetizada en el hi-
gado y transportada por el sistema sanguineo
al ovario. Dentro del oocito, esta proteina es
convertida en lipoviteina y fosvitina, proteinas
que forman parte de las plaquetas de yema,
compuesto necesario para la posterior nutri-
cion del embrion (Hausen y Riebesell, 1991;
Wallace y Selman, 1990; Wallace y Bergink,
1974).

El sistema end6crino cumple un papel
muy importante en la modulacién y regulacién
de la oogénesis. Las hormonas, especialmen-
te las hormonas gonadales, estan involucradas
en el crecimiento de los oocitos (a través de la
estimulacién de la vitelogénesis), en la reini-
ciacion del proceso meidtico y en los cambios
estructurales del citoplasma y del cortex ce-
lular después de la ruptura de la vesicula ger-
minal (Norris y Lopez, 2011; Schuetz, 1974).
La hormona foliculo estimulante (FSH), por
ejemplo, es trascendental dentro del proceso
vitelogénico ya que estimula la produccion de
17B-estradiol, el cual a su vez estimula al hi-
gado para que produzca vitelogenina. De igual
manera, la hormona luteinizante (LH) estimu-
la produccion de progesterona, hormona invo-
lucrada en el proceso de maduracién nuclear
en oocitos completamente desarrollados, o0o-
citos de estadio VI (Norris y Lopez, 2011 ; Gil-
bert, 2010).

Un aspecto interesante sobre el proceso
de crecimiento y maduracién de los oocitos
(de ovario y érgano de Bidder) es que puede
ser gatillado experimentalmente. Diferentes
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hormonas, gonadotropina coridnica huma-
na (hCG), progesterona y testosterona, y los
extractos de pituitaria, han sido utilizadas
para inducir crecimiento, maduracion y ovu-
lacién en varias especies de anfibios (Bravo
et al., 1978). En el érgano de Bidder el uso
de hormonas ha promovido diversos cambios
dependiendo de la hormona que se ha utiliza-
do, la especie que ha sido inducida y la eta-
pa del desarrollo en la que esta se encuentra.
En machos adultos de Bufo woodhousii, por
ejemplo, las hormonas gonadotropina coridni-
ca humana y gonadotropina de suero de ye-
gua prefiada provocaron un incremento en el
tamafio de dicho drgano, asi como también un
incremento en el tamafio de los oocitos pre-
existentes (Pancak-Roessler y Norris, 1991).
De igual manera, la exposicion a hormonas
tanto masculinas como femeninas en larvas de
la especie Bufo vulgaris promovié un retraso
en el desarrollo del OB en los individuos que
fueron inducidos con testosterona y extractos
de testiculo y, dependiendo de la dosis, se ob-
servé un incremento de tamafio en el OB en
las larvas expuestas a estradiol y extractos de
pituitaria (Takahashi, 1956).

Otros compuestos quimicos también pue-
den provocar crecimiento e incluso completa
feminizacion en machos de distintas especies
de anfibios, ya que actian como disruptores
enddcrinos modificando la sefial hormonal
del individuo y alterando el sistema masculi-
no reproductivo (Diamanti-Kandarakis et al..
2009). En los machos la feminizacion (induc-
¢ion o desarrollo anormal de caracteres fe-
meninos) generalmente se produce debido a
desordenes genéticos o adquiridos del sistema
endéerino (Norris y Lopez, 2011; Blood et al.,
2007). La exposicién a disruptores endderi-
nos altera el sefalamiento hormonal normal
durante el desarrollo embridnico, cambiando
permanentemente la morfologia y funcion
del sistema reproductivo en el adulto y su
comportamiento reproductivo (McCoy et al.,
2008). Varios pesticidas utilizados en la indus-
tria agricola son disruptores enddcrinos y cau-

san anormalidades reproductivas en los indivi-
duos expuestos a ellos. La atrazina, uno de los
pesticidas mds usados en la industria agricola
alrededor del mundo, es conocida por ser un
potente disruptor enddcrino a bajas concentra-
ciones. En anfibios, este compuesto suele ser
mas potente debido a que su actividad dentro
de estos organismos se produce a niveles mu-
cho més bajos en comparacion con otros taxa
(Hayes et al., 2002). Por ejemplo, Hayes ef al.,
2010, muestra las consecuencias reproduc-
tivas de la exposicion de larvas de Xenopus
laevis a la atrazina; ya que los machos adultos
que fueron expuestos a la atrazina, desde la
etapa larval hasta la metamorfosis, mostraron
una desmasculinizacion (castracion quimica)
y completa feminizacion; es decir que el her-
mafroditismo observado en la metamorfosis
resultd, en la mayoria de los casos, en una
feminizacion completa y persistente ya que a
pesar de ser genotipicamente machos los indi-
viduos de esta especie presentaban caracteris-
ticas fenotipicas femeninas, asi como también
eran reproductivamente funcionales y capaces
de producir huevos viables.

Basados en estos conceptos, el presente
estudio explora la induccion del crecimiento
de los oocitos biderianos en bufonidos machos
de la especie Rhinella marina, mediante la
aplicacion de distintos tratamientos hormona-
les y quimicos con el fin de obtener oocitos de
estadios oogénicos posteriores; por lo que el
objetivo de este estudio fue acelerar el proce-
so de crecimiento en los oocitos del drgano de
Bidder en machos adultos orquidectomizados
de la especie Rhinella marina mediante el uso
de hormonas y disruptores enddcrinos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y aclimatacion.- Veinte
y dos machos adultos de la especie Rhinella
marina fueron colectados en las localidades
de Jama, Manabi y Santo Domingo, Santo
Domingo de los Tsachilas a lo largo del aiio
2010. En el Laboratorio de Biologia del De-
sarrollo y Biologia Molecular (PUCE) estos
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animales fueron pesados, medidos (longitud
boca-ano), fotografiados (no se muestran foto-
grafias), identificados y distribuidos en cuatro
terrarios (correspondientes al grupo control y
a los tres tratamientos), en grupos de seis ani-
males por cada terrario para, posteriormente,
ser sometidos a un proceso de aclimatacion a
las condiciones estandares del laboratorio du-
rante un periodo de dos meses.

Orquidectomia.- Finalizada la aclima-
tacion, se removieron ambos testiculos (oqui-
dectomia bilateral) en los 22 machos adultos
colectados. Los animales fueron anestesiados
sumergiéndolos parcialmente en el anestésico
MS-222 SIGMA-ALDRICH (Cat.No. E10521)
por 20 minutos aproximadamente; a continua-
cion, con tijeras de punta fina (MEDITEC cc),
se realizé una incision (de 15 mm de longitud
aproximadamente) a lcm de la linea media del
animal y a 30mm de la base del abdomen y se
removieron los testiculos. En algunos casos la
remocion fue parcial debido a que el 6rgano de
Bidder (OB) rodeaba la punta del testiculo; no
obstante, se extrajo la mayor cantidad posible
de testiculo, evitando dafiar el OB. Durante la
operacion se tomaron fotos y medidas de am-
bos OB en cada individuo. De igual manera, se
tomaron fotos y medidas de los dos testiculos
removidos. Finalmente, las incisiones fueron
suturadas con hilo quirtrgico reabsorberte Vi-
cryl Plus antibacterial # 3 ETHICON. Posterior
a la operacidn, los animales fueron trasladados
a un terrario individual, durante una semana,
para permitir su recuperacion.

Tratamientos (grupos experimenta-
les).- Los sapos orquidectomizados fueron
sometidos a cuatro tratamientos distintos du-
rante un periodo de dos meses. Tanto las in-
yecciones, colocadas en la regidn intraperito-
neal (Browne et al., 2006), como la solucién
que contenia el disruptor endocrino fueron ad-
ministradas diariamente.

En el tratamiento “control: orquidecto-
mia” se inyecté 100 pl de Solucién de Ringer
para anfibios. Para el tratamiento “orquidec-

tomia y progesterona” los animales recibie-
ron una inyeccion intraperitoneal de solucién
de progesterona (SIGMA-ALDRICH, Cat.
No.P8783) 7 ug/ml en solucién Ringer.

En el tratamiento “orquidectomia y atra-
zina” los animales fueron expuestos a una
solucién de atrazina (Gesaprim 9WG ECUA-
QUIMICA) 0.1 ppb en agua reposada, la cual
se colocd en la base del terrario para que esté
¢n contacto permanente con la superficie ven-
tral del animal; para ello se realiz6 una previa
aclimatacion en la cual los animales fueron co-
locados individualmente en terrarios con 100
ml de agua reposada (sin disruptor endécrino)
durante un periodo de dos semanas. Finalmen-
te, para el cuarto tratamiento, “orquidectomia
y atrazina + progesterona”, los animales fue-
ron sometidos tanto a las inyecciones de pro-
gesterona como a la exposicion ventral de la
solucion de atrazina.

Cortes y analisis morfolégico del OB.-
Finalizados los dos meses, los individuos de
los cuatro tratamientos fueron sacrificados
para extraer los érganos de Bidder izquierdo
y derecho. De igual manera, se extrajo una
porcién de ovario de una hembra de la mis-
ma especie para comparar la morfologia de
ambas estructuras (OB y ovario). La morfo-
logia externa y el tamafio de los oocitos de
dichos 6rganos fueron registrados por me-
dio de micrografias utilizando un estereos-
copio Stemi SVI11 ZEISS y una cdmara di-
gital Canon PowerShot G9. A continuacién,
se fij6 ambos 6rganos en Smith’s durante 24
horas a temperatura ambiente. Después de
este periodo, los érganos fueron sometidos a
lavados seriales con agua destilada y fueron
almacenados a temperatura ambiente en una
solucién de formaldehido 1.5 % para su pos-
terior andlisis morfolégico mediante cortes
histolégicos.

Para los cortes histolégicos se modifi-
¢6 el protocolo descrito por Liu, 2006, para
la tincién histoquimica de oocitos ya que se
aumentd el tiempo de deshidratacién y el
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de infiltraciéncon paraplast (Histosec Pasti-
llas-MERCK). Utilizando un micrétomo (820
Reichet HistoSTAT Rotary microtome) se cor-
t6 el tejido en secciones de 25 pm de espesor,
las cuales fueron colocadas en placas Super-
frost® Plus FISHER SCIENTIFIC (Cat. No.
12-550-14). Para la tincién de las placas se
siguid el protocolo de tincion con eosina y he-
matoxilina de Mayer (Lee, 1960) con algunas
modificaciones en el tiempo de exposicion a
las soluciones.

Para establecer el estadio de la oogénesis
tanto de las micrografias como de los cortes
del OB de los machos orquidectomizados so-
metidos a los tratamientos, se midio6 el didme-
tro de los oocitos mds grandes de cada 6rgano
de Bidder y se lo compard con la tabla de oo-
génesis descrita por Brown et al., 2002, para
la especie Rhinella marina (Anexo 1).

Analisis estadistico.- Para observar el
efecto de los tratamientos sobre el crecimiento
de los oocitos del OB de los machos orquidec-

Anexo 1. Tabla de la oogénesis de Rhinella marina. La oogénesis de R. marina fue clasificada en seis estadios
definidos de acuerdo a la tabla de oogénesis de Dumont (1972) para Xenopus laevis (Brown et al., 2002).

Estadios de la oogénesis en Bufo marinus*
Estadio Didmetro del

oocito (pm)

Caracteristicas citoldgicas

1 50-300

Citoplasma translticido sin plaquetas de yema. Vs con

nucléolos y localizada centralmente.

2 300-450

Citoplasma blanco-translicido, debido a la formacién de

plaquetas de yema. En la Vs se observan cromosomas
plumosos y varios nucléolos localizados principalmente

en la periferia.
3 450-600

Oocito opaco y ligeramente pigmentado. Plaquetas de yema

de mayor longitud. El centralmente localizado nicleo contiene
nucléolos localizados principalmente en la periferia.
Se observa vascularizacién alrededor de los oocitos.

4 600-1000

Pigmentacién oscura presente en todo el oocito, con una

mayor concentracion en el polo animal. Plaquetas de yem
mucho més largas y abundantes. Vs ligeramente desplazad
hacia el polo animal. Numerosos nucléolos localizados en la
periferia del ntcleo. Visible vascularizacion alrededor de los

00cCitos.
5 1000-1200

Polos animal y vegetal claramente visibles en el oocito con

una mayor concentracién de pigmento en el polo animal.
Plaquetas de yema mucho mis largas y abundantes.

La Vs es desplazada hacia la regién animal. Numerosos
nucléolos localizados en la periferia del niicleo. No se observa
RVs. vascularizacién alrededor de los oocitos.

6 1200-1400

Polos animal y vegetal claramente visibles en el oocito, con

una mayor concentracién en el polo animal. No se distingue la linea
ecuatorial de pigmento en el ligeramente pigmentado polo vegetal.
Se observa vascularizacion alrededor de los oocitos. En los oocitos
de este estadio no se analizé la RVs y la histologia.

* Los estadios de la oogénesis fueron definidos de acuerdo a Xenopus laevis (Dumont 1972). Vs, vesicula germinal;

RVs, ruptura de la vesicula germinal
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tomizados se realizé un Analisis de Varianza
(ANOVA) factorial (4 x 2), utilizando como
variable el didmetro méximo de los oocitos
del OB derecho e izquierdo de los animales
de cada tratamiento. También se realizaron
comparaciones ortogonales para determinar la
combinacion de los tratamientos frente al con-
trol o entre tratamientos del 6rgano de Bidder
de cada lado en el programa estadistico SPSS
17.0. Dichas interacciones fueron graficadas
mediante diagramas de caja (box plots) utili-
zando el programa Golden Grapher 7.0.

RESULTADOS

Descripceion morfolégica del ovario de
Rhinella marina.- La porcién de ovario ex-
traido a la hembra de R. marina contenia ooci-

opaco y transparente), didmetros y diferentes
caracteristicas morfoldgicas y citolégicas. Los
oocitos de todos los estadios se encontraban
rodeados por una capa de células foliculares.

Descripcion de la gonada masculina de
los machos de Rhinella marina.- La génada
de los machos, durante la orquidectomizacidn,
present6 las dos estructuras que forman parte
de la génada masculina en bufénidos; el ér-
gano de Bidder (OB) y el testiculo. Ambas
estructuras presentaron diferencias en su mor-
fologia, claramente observables en la zona de
transicion entre el testiculo y el OB (Figura
1A-B).

Figura 1. Zona de transicién testiculo-érgano de Bidder. (A) Corte histoldgico del érgano de Bidder iz-

quierdo, animal # 12 del tratamiento orquidectomia y progesterona. (B) Micrografia del 6rgano de Bidder izquier-
do, animal # 10 previo al tratamiento orquidectomia y progesterona. Las flechas indican la zona de transicién. La
barra representa 500 um (A) y 2 mm (B). t, testiculo; OB, 6rgano de Bidder.

tos en diferentes estadios de la oogénesis. Los
oocitos mds grandes (1 200 um de didmetro)
presentaron una clara diferenciacion entre el
polo animal y vegetal con una mayor concen-
tracion de pigmento (de color café oscuro)
en el polo animal; la vesicula germinal se en-
contraba desplazada hacia este polo. También
se encontraron oocitos de menor tamafio que
presentaban coloraciones (café claro, blanco

Los testiculos removidos, observados
in vivo, eran de color amarillo palido, forma
ovalada alargada, con alta vascularizacion y
un ensanchamiento en la regién de unién al
OB. En los cortes histolégicos se observaron
tubulos seminiferos con espermatogonias, es-
permatocitos y agrupaciones de espermatozoi-
des. Los testiculos izquierdo y derecho de los
22 animales midieron en promedio 21.3 mm
de largo y 4 mm de ancho y pesaron 106 mg.
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Durante las operaciones, se encontrd al
OB adherido al extremo anterior de cada tes-
ticulo y unido a un cuerpo graso. Estructural-
mente, presentd una coloracion rosada-pélida
y un tamafo y forma variables. En algunos
animales se observaron manchas de color ne-
gro (células con melanina) alrededor de todo
el OB o en determinadas regiones. Las medi-
ciones del diametro de los oocitos biderianos
de mayor tamafio de los OB de los veinte y
dos machos arrojaron un didmetro promedio
de 189 um. La mayoria de estos oocitos, segin
la tabla de oogénesis para R. marina (Brown
et al., 2002), se encontraban en el estadio I de
la oogénesis mientras que Gnicamente tres de
los veinticuatro animales presentaron oocitos
de estadio 1I. Morfologicamente, los oocitos
biderianos eran ligeramente transparentes con
una gran vesicula germinal facilmente visible
in vivo.

Efecto de la orquidectomia y la admi-
nistracion de progesterona y atrazina sobre
el OB.- Después de los dos meses de trata-
miento se observd una mayor vascularizacion
en el 6rgano de Bidder y los oocitos de todos
los tratamientos y un considerable aumento de
tamafio de dichos oocitos, alcanzado un dia-
metro promedio general de 346 um (Tabla 1
aqui). En los cortes histologicos también se
pudieron observar algunas zonas con oocitos
atrésicos y ciertas zonas con manchas de color
café o negro, correspondientes a células con
melanina.

Al comparar todos los tratamientos, me-
diante ANOVA factorial (4 x 2) de los datos
transformados (Coeficiente Variacion datos
no transformados = 58.6 %) se encontr6 dife-
rencias altamente significativas entre los tra-
tamientos (F = 4.3; p = 0.009) pero no entre
6rgano de Bidder izquierdo y derecho (F =
1.4: p>0.05).

En las comparaciones ortogonales, se en-
contré un media mayor, numéricamente, en el
tratamiento “control: orquidectomia™ del OB
izquierdo comparado con los otros tratamien-

tos; sin embargo, no se encontraron diferen-
cias estadisticas (p = 0.09). De igual manera,
se observo una diferencia numérica mayor en-
tre el tratamiento progesterona frente al con-
trol pero tampoco se encontraron diferencias
significativas (p = 0.07). Entre los demés tra-
tamientos no se observaron diferencias signi-
ficativas.

En cuanto al OB derecho, se realizd una
nueva comparacion ortogonal con los datos
transformados (Coeficiente Variacion datos
no transformados = 63,6 %), la cual arrojo
diferencias significativas entre todos los tra-
tamientos (p = 0.04), entre el control y los
tratamientos (p = 0.02), entre el tratamiento
progesterona frente a los demds tratamientos
y el control (p = 0.016) y entre el tratamien-
to progesterona frente al tratamiento atrazina
(p = 0.05), y diferencias altamente significati-
vas entre el tratamiento progesterona frente al
control (p = 0.007).

En los diagramas de caja se observo
que existian datos atipicos de oocitos que se
encontraban muy por encima o debajo de la
mediana, también se pudo comprobar la va-
riabilidad de medianas entre los tratamientos
de los 6rganos de Bidder izquierdo y derecho
(Figura 2A-B). En el OB derecho, tanto el tra-
tamiento progesterona como el de atrazina con
progesterona presentaron datos atipicos muy
por encima de su mediana.

Orquidectomia y administracion de so-
lucion salina.- En los animales pertenecientes
al tratamiento “control: orquidectomia”, se ob-
servé un ligero incremento en el didmetro de
los oocitos, asi como también en su namero.
En los cortes histoldgicos, las micrografias y
el diametro maximo de los oocitos se encontro
un gran nimero de los oocitos en estadio I de
la oogénesis (Figura 3A-B). Para ¢l OB dere-
cho, el promedio del didmetro maximo de los
oocitos fue de 207 pm y del érgano izquierdo
fue de 229 pm. Dentro de este tratamiento, ¢l
animal # 1, presenté una morfologia distinta
en su 6rgano de Bidder; antes de la operacion
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Figura 2. Diagramas de caja del didmetro méximo de los oocitos de los 6rganos derecho e izquierdo de los
machos orquidectomizados.
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se pudo observar que tanto el drgano izquier- Orquidectomia y administracion de
do como el derecho poseian una coloracién —progesterona.- En el tratamiento “orquidecto-
café oscura (atipica) alrededor de todo el OB miay progesterona” se encontraron oocitos de
y que dichos 6rganos eran bastante pequefios.  estadio I, IT'y 111 (Figura 4A- B- C- D). De los

Figura 3. Oocitos tratamiento control: orquidectomia. (A)
oocitos macho control # 6, érgano de Bidder derecho. Las flechas
senalan oocitos en estadio I de la oogénesis; transparentes, vesicula
germinal visible. (B) oocitos macho control # 2, érgano de Bidder
derecho. La flecha indica un oocito estadio I, nicleo con numerosos
nucléolos distribuidos aleatoriamente. La barra representa 250 pm
(A) y 60 um (B).

cuales su gran mayoria pertene-
cian al estadio Il de la oogénesis.
El promedio del didmetro maxi-
mo de los oocitos del OB dere-
cho fue de 546 pm y del drgano
izquierdo fue de 352 pm. Dentro
de este tratamiento, tres animales
presentaron oocitos pigmentados
pertenecientes al estadio I11 o IV
de la oogénesis. En el animal #
12 se encontrd el oocito de ma-
yor tamafio registrado en todos
los tratamientos (1 400 pm), en
el cual se observd la morfologia
caracteristica de un oocito perte-
neciente al estadio VI de la oogé-
nesis (Figura SA- B).

Orquidectomia y admi-
nistracion de atrazina.- En el
tratamiento  “orquidectomia 'y
atrazina” se encontraron 0ocitos
pertenecientes a los estadios I, 11
y 1T de la oogénesis. En las me-
diciones del diametro maximo
de los oocitos también se obser-
varon didmetros pertenecientes a
estos tres estadios arrojando un
diametro promedio para el orga-
no de Bidder derecho de 323 um
y para el izquierdo de 322 pm.

Orquidectomia y adminis-
tracion de atrazina + progestero-
na.- En el tratamiento “orquidecto-
mia y atrazina + progesterona” las
micrografias y los cortes histologi-
cos muestran oocitos de estadios I,

Posterior al tratamiento, se observé un notable 11, Il y IV de la oogénesis; la mayoria de los
crecimiento en ambos érganos y una mayor cuales pertenecian al estadio I de la oogéne-
proliferacion de oocitos. sis. El diametro promedio del OB derecho fue

de 405 pm

y el izquierdo fue de 310 um.
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Figura 4. Oocitos tratamiento orquidectomia y progesterona. (A) oocitos del érgano de Bidder izquierdo
del macho # 9. (B) oocitos del érgano de Bidder derecho del macho # 10. Las flechas sefalan oocitos estadio II
altamente vascularizados. (C) oocitos érgano de Bidder izquierdo macho # 7. La flecha indica un oocito de estadio
IT con la vesicula germinal con numerosos nticleos ubicados en la periferia. (D) oocitos 6rgano de Bidder derecho
individuo # 10. Flecha superior sefiala cromosomas dentro del nticleo, flecha inferior, pared de células foliculares.
Los nliimeros romanos indican el estadio de la oogénesis de los oocitos. La barra representa 200 um (A); 700 um

(B); 90 um (Dy C).

DISCUSION

()rgano de Bidder, ovario y testiculos
de Rhinella marina.- Similar al ovario de Xe-
nopus laevis, el ovario de una hembra adulta
de Rhinella marina posee oocitos mononu-
cleados de diferentes estadios vitelogénicos
rodeados de células foliculares. Estos oocitos,
en cada estadio, presentan caracteristicas cito-
[6gicas y morfolégicas tnicas y distinguibles
entre si (Brown et al., 2002; Dumont, 1978).
Brown et al., 2002, describe dichas caracteris-
ticas en la tabla de oogénesis para R. marina,
la cual fue utilizada para determinar el estadio
de la oogénesis en la que se encontraban los

oocitos biderianos de cada tratamiento, que
también fueron comparados con los oocitos
de la seccion de ovario extraido de la hembra.
De igual manera, mediante los cortes de los
testiculos removidos, se pudo establecer que
los machos orquidectomizados estaban se-
xualmente maduros ya que presentaron den-
sas concentraciones de espermatozoides y es-
permatidas dentro de los tiibulos seminiferos
(Zugy Zug, 1979)

La similaridad morfoldgica de los ooci-
tos biderianos, estructuralmente equivalentes
a los oocitos previtelogénicos del ovario (Fa-
rias et al., 2002), con los oocitos del ovario
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Figura 5. Oocitos estadio II, IIT y VI érgano de Bidder derecho animal # 12
tratamiento orquidectomia y administracién de progesterona. (A) Micrografia.
(B) Corte histolégico. Los nimeros romanos corresponden al estadio de la oogénesis
en el que se encuentran los oocitos. t, testiculo; Vs, vesicula germinal. La barra repre-
senta | mm (Ay B).

de la hembra permitié la determinacién del

algunos individuos
en cada tratamiento,
" es una caracteristi-
ca comun dentro de
este 6rgano ya que
ha sido encontrada
en algunos estu-
dios del OB (Farias
et al., 2002; Pan-
cak-Roessler y No-
rris, 1991). En los
machos  orquidec-
tomizados de todos
los  tratamientos,
excepto el control,
también se pudie-
ron encontrar pe-
quefios granulos de
color café (células
con melanina) loca-
lizados en la perife-
ria del ooplasma de
los oocitos bideria-
nos, equivalente a
lo hallado por Pan-
cak-Roessler y No-
rris, 1991.

Efecto de la
orquidectomia 'y
la administracion
de progesterona y
atrazina sobre el
OB.- La aplicacion
de progesterona vy
atrazina ~ exdgenas
en los machos or-
quidectomizados ~ de
Rhinella marina pro-
vocé el crecimiento de
los oocitos del érgano
de Bidder, claramente

estadio de la oogénesis de los oocitos bide- observable en el promedio de los oocitos bi-
rianos en los machos orquidectomizados de derianos de mayor tamafio de todos los trata-
este estudio. La presencia de oocitos atrési- mientos durante la operacion y posterior a los
cos, observada en ciertas regiones del OB de  tratamientos (de 189 a 346 um).
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Figura 6. Cortes histolégicos del testiculo de Rhinella marina, testiculo derecho animal # 1 tratamiento
control: orquidectomia. (A) Testiculo rodeado de oocitos pertenecientes al 6rgano de Bidder. Las flechas sefialan
un tibulo seminifero; Ts. (B) Tabulo seminifero; Ts. (C) espermatozoides de R. marina. Flecha izquierda, esperma-
tocito; flecha derecha, espermatozoides. La barra representa 200 um (A); 100 um (B); 50 pm (C).

De igual manera, las diferencias signifi-
cativas en el ANOVA factorial y las compa-
raciones ortogonales indican que la tasa de
crecimiento fue distinta en cada tratamiento
aplicado; ya que se encontraron diferencias
al realizar la comparacion entre los 6rganos
de Bidder de ambos lados de los individuos
“control: orquidectomia™ frente a los indivi-
duos de los demds tratamientos. Sin embargo,
en el lado izquierdo el ANOVA arroj6 diferen-
cias numéricamente mayores y no estadistica-
mente significativas mientras que para el lado
derecho estas diferencias si fueron estadistica-
mente significativas; esto pudo deberse a que
en el lado derecho se registraron los oocitos
de mayor didmetro en los tratamientos “orqui-
dectomia y progesterona” y “orquidectomia y
atrazina + progesterona”.

Las diferencias también se observaron al
analizar las medias de cada tratamiento; la me-
dia més alta pertenecié al tratamiento “orqui-
dectomia y progesterona” (483 pm), seguida
por el tratamiento “orquidectomia y atrazina +
progesterona™ (358 um), el tratamiento “orqui-
dectomia y atrazina™ (322 pum) y finalmente el
tratamiento “orquidectomia: control”, con una
media de 218 pum; lo que indica que cada com-
puesto actua de forma distinta en el proceso de
crecimiento de los oocitos biderianos y que la
hormona progesterona fue mas exitosa que el
disruptor endderino atrazina en la induccion de
crecimiento; esto también pudo comprobarse en
las comparaciones ortogonales en las que se re-
gistraron diferencias significativas entre el tra-
tamiento “orquidectomia y progesterona” frente
al tratamiento “orquidectomia y atrazina”.
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Figura 7. Organos de Bidder con zonas de oocitos atrésicos y zonas manchadas. (A) Micrografia érgano
de Bidder derecho animal # 3 tratamiento orquidectomia y atrazina. Se observan manchas alrededor de toda la
estructura. (B) Corte histoldgico érgano de Bidder derecho animal #3, con grades zonas de oocitos atrésicos. (C)
Micrografia érgano de Bidder izquierdo animal # 8 después del tratamiento orquidectomia y administracion de
progesterona. (C’) Manchas encontradas previo y después del tratamiento. (D) Corte histologico érgano de Bidder
izquierdo animal # 8. Las flechas sefialan las manchas halladas. t, testiculo. OB, érgano de Bidder. Las barras
representan 1 mm (A); 900 pm (B); 3 mm (C); 800 pm (D); 700 um (C).
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La remocion de los testiculos sin la admi-
nistraciéon de hormonas y disruptores enddcri-
nos (tratamiento control: orquidectomia) pro-
voca el alargamiento del OB y el incremento
en el tamafo de los oocitos biderianos (Brown
et al., 2002; Pancak-Roessler y Norris, 1991).
Al extraer los testiculos, el OB crece y sus 0o-
citos alcanzan estadios de la oogénesis supe-
riores, ya que se elimina el efecto inhibitorio
de los testiculos sobre el crecimiento de este
organo (Falconi et al., 2007). Este efecto, se
cree que es producido por ciertas hormonas
masculinas secretadas por los testiculos (Zac-
canti y Tognato, 1976).

Todos los oocitos de los animales del tra-
tamiento “control: orquidectomia”, aumenta-
ron de tamafio (218 pm didmetro méaximo pro-
medio) y todos ellos pertenecian al estadio |
de la oogénesis después de los dos meses de
administracion de la solucion salina (Brown
et al., 2002) (Figura 3). Pancak-Roessler y
Norris, 1991, en su estudio sobre el efecto de
las hormonas gonadotropinas en el OB, obtu-
vieron resultados similares después de tratar a
machos orquidectomizados con una solucién
salina durante un mes. La similaridad de resul-
tados a diferentes tiempos puede ser explicada
con el estudio de Brown et al., 2002, el cual

concluye que la mayor parte del incremento en
el didmetro de los oocitos se produce después
del primer mes de realizada la orquidectomia.

Se conoce que los esteroides son las prin-
cipales hormonas que estan involucradas en la
induccién de la diferenciacion sexual. Varios
estudios sobre la aplicacion de estas hormonas
en embriones y larvas de anfibios han demos-
trado que existe una gran variedad de esteroi-
des que causan reversion sexual en anfibios
(Norris y Lopez, 2011; Hayes, 1998). En este
estudio, se utilizé progesterona para promover
el crecimiento de los oocitos del érgano de
Bidder ya que a pesar de que fue utilizada en
machos adultos su accion dentro del organis-
mo fue dirigida al OB, el cual posee oocitos
previtelogénicos (Falconi et al., 2007; Brown
et al., 2002; Farias et al., 2002).

El mecanismo de accién observado de la
progesterona esta relacionado con el proceso
de oogénesis. Los oocitos del OB en los ma-
chos adultos de R. marina se encuentran en
estadios previtelogénicos de la oogénesis (es-
tadios I y II); es decir que posiblemente han
alcanzado el arresto en profase 1 pero que no
han empezado a acumular plaquetas de yema
(Gilbert, 2010; Falconi et al., 2007; Farias et
al., 2002).

Tabla 1. Medidas promedio de los oocitos del érgano de Bidder de los machos orquidectomizados des-
pués de los dos meses de tratamiento. Entre paréntesis estadio de la oogénesis de los oocitos de maximo didmetro

(I= izquierdo; D= derecho).

TRATAMIENTO DIAMETRO MAXIMO OOCITOS
(um)
D
Control 228 (1) 207 (1)
Progesterona 3524(2) 532 (3)
Alrazina 322 (2) 324 (2)
Progesterona y Atrazina 437 (2) 406 (2)
PROMEDIO DE CADA 310 382
LADO
PROMEDIO TOTAL 346
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La vitelogénesis, se produce después de
que los oocitos han alcanzado el estadio I1I de
la oogénesis (400 um de didmetro aproxima-
damente). Los oocitos del OB, por ende, lo-
graran estadios de la oogénesis mayores una
vez que inicien el proceso de vitelogénesis
(Gilbert, 2010; Schuetz, 1974). En este estu-
dio, tanto la hormona progesterona como el
disruptor enddcrino atrazina fueron utilizados
para inducir la iniciacion de la vitelogénesis.

El analisis estadistico en este estudio con-
firm6 que la hormona progesterona participo
dentro del proceso de crecimiento, ya que el
tratamiento progesterona resultd en oocitos
con un didmetro maximo por encima de la me-
dia grupal y del propio tratamiento (oocitos de
estadios IV y VI) (Figura 4). Las comparacio-
nes ortogonales afirman lo dicho anteriormen-
te ya que se encontré en los érganos de Bidder
de los machos del tratamiento “orquidectomia
y administracion de progesterona” frente a los
machos “control: orquidectomia™ diferencias
mayores en el lado izquierdo (p = 0.07) y di-
ferencias altamente significativas en el lado
derecho (p = 0.007).

Sin embargo, los datos atipicos, encontra-
dos por encima y debajo de la mediana en el
diagrama de caja del tratamiento progestero-
na, nos indican que este tratamiento fue par-
cialmente exitoso ya que la cantidad obteni-
da de oocitos crecidos fue muy baja (solo un
oocito estadio VI y pocos estadio 1V) (Figura
2A- B). Esto puede deberse a que las hormo-
nas esteroides actuan de manera distinta en
cada especie e incluso en cada individuo (No-
rris y Lopez, 2011).

Estudios con varios tipos de esteroides en
diferentes especies de anfibios demuestran que
existe una gran variabilidad de resultados (Wa-
llace et al., 1999; Hayes, 1998), sugiriendo que
el efecto hormonal puede variar entre especies
e incluso de entre organismos. Dependiendo
de la especie, esteroides exdgenos pueden ser
metabolizados a compuestos inactivos o com-
puestos mas potentes. Los factores que produ-
cen dicha variabilidad pueden ser ambientales

(temperatura, alimentacion, tiempo y duracion
del tratamiento; entre otros) o intrinsecos del
propio organismo (metabolismo) (Norris y Lo-
pez, 2011). En animales jovenes de Xenopus
laevis, por ejemplo, se requiere un periodo de 1
a 1.5 aflos para producir oocitos completamente
desarrollados, mientras que en hembras estimu-
ladas con gonadotropinas solo se requieren dos
meses (Hausen y Riebesell, 1991). También se
ha determinado que la sintesis y fosforilacion
de nuevas cadenas de vitelogenina son even-
tos altamente relacionados y que se requiere
aproximadamente dos horas (dependiendo del
metabolismo del organismo) para la sintesis de
una nueva molécula de vitelogenina. Esto su-
giere que, dentro de este estudio, posiblemente
los factores tiempo, alimentacion o concentra-
cién hormonal estuvieron involucrados en la
produccién del bajo numero de oocitos creci-
dos. No obstante, los resultados presentados
aqui son significativos al ser comparados con
otros estudios en los que se obtuvieron oocitos
vitelogénicos que alcanzaron estadios Il 'y 1V
en el proceso de oogénesis (Brown, 2002; Pan-
cak-Roessler y Norris, 1991) (Figura 5).
Numerosos quimicos fabricados por el
hombre actian dentro del metabolismo de los
organismos imitando y alternado proceso fi-
sioldgicos estrogeno-dependientes. Estas sus-
tancias quimicas, llamadas disruptores endo-
crinos, producen alteraciones significativas ¢
irreversibles en los procesos de reproduccion
y desarrollo a concentraciones extremadamen-
te bajas. En este estudio se utiliz6 atrazina (un
tipo de disruptor enddcrino) para provocar una
alteracion irreversible en el ciclo hormonal de
la especie Rhinella marina 'y obtener oocitos bi-
derianos de estadios oogénicos superiores.
Entre otros efectos, la atrazina altera teji-
dos reproductivos masculinos en los organis-
mos que han sido expuestos al quimico durante
el desarrollo, causando demasculinizacion y
feminizacién en las génadas de machos verte-
brados (Hayes ef al., 2011). En el tratamiento
“orquidectomia y atrazina”, la atrazina provoco
el crecimiento de los oocitos biderianos de los
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machos orquidectmizados alcanzado hasta es-
tadios II y III de la oogénesis. En el diagrama
de caja, a pesar de que existen datos alejados de
la mediana no se observan datos atipicos (Figu-
ra 2A-B). Igualmente, al comparar la media de
este tratamiento (323 um), con el promedio del
tratamiento progesterona (484 pm), especial-
mente en el érgano de Bidder derecho, se en-
contraron diferencias significativas (p = 0.05),
lo que indica que este tratamiento fue menos
exitoso que el tratamiento “orquidectomia y
progesterona” en el crecimiento de los oocitos
biderianos.

Se cree que el mecanismo de accidén de
la atrazina dentro del organismo est4 relacio-
nado con un incremento en la produccion de
la enzima aromatasa P450; la cual es respon-
sable de convertir andrégenos en estrogenos
(testosterona a estradiol). Como consecuen-
cia de su incremento, se produce un aumento
en los niveles de estrégeno en los machos de
varias especies de anfibios y peces (grupos
en los que este efecto ha sido ampliamente
estudiado) lo que finalmente provoca la fe-
minizacion de los individuos. Sin embargo,
este mecanismo de accién no es concluyente
en los anfibios ya que se ha observado que la
aromatasa P450 puede ser activada mediante
dos vias distintas en peces y mamiferos (No-
rris y Lopez, 2011). En este estudio se obser-
varon los efectos feminizadores que provoca
la conversion de andrégenos en estrégenos,
ya que se observo un incremento de tamaifio
en los oocitos del OB de los machos; sin em-
bargo, dichos efectos no fueron pronunciados
ya que no se encontraron oocitos biderianos
de estadios vitelogénicos tardios.

La ausencia de oocitos biderianos de es-
tadios vitelogénicos tardios pudo deberse a
que posiblemente la concentracion de atrazi-
na dentro del tratamiento no fue la adecuada
(Hayes et al., 2003). De igual manera, el uso
de la atrazina como disruptor endécrino nunca
habia sido probado en especies terrestres adul-
tas, por lo que se tuvo que idear un mecanismo
mediante el cual los individuos estuvieran en

contacto permanente con el quimico. Ademas
del efecto feminizador en las génadas mas-
culinas, se conoce que la atrazina deteriora el
sistema inmune aumentando la sensibilidad
de los anfibios a infecciones (Norris y Lopez,
2011). La inmunodepresién, por tanto, pudo
ser otro factor que influy6 en la obtencién de
oocitos de estadios vitelogénicos tempranos, a
pesar de que ninguno de los animales dentro
de este tratamiento presentd enfermedades o
infecciones.

Al observar, de manera individual, los
resultados del tratamiento “orquidectomia
progesterona”, “orquidectomia: control” y
“orquidectomia y atrazina.” Se puede inferir
que los resultados obtenidos dentro del tra-
tamiento “orquidectomia y atrazina + pro-
gesterona” se deben en gran parte a la accidn
de la progesterona mas que a la accion de la
atrazina y que ademas ambos compuestos no
presentan una accion sinérgica. Las compa-
raciones ortogonales dentro del tratamiento
“orquidectomia y atrazina + progesterona”, a
diferencia del tratamiento “orquidectomia y
progesterona”, no arrojaron diferencias sig-
nificativas al ser comparado con los demads
tratamientos; similar a lo que ocurri en el
tratamiento atrazina. Sin embargo, se pue-
den encontrar un mayor niimero oocitos de
estadio mayores de oogénesis (111 y V), lo
que indica que posiblemente la hormona pro-
gesterona es la que indujo el crecimiento en
los oocitos mencionados. De igual manera, al
comparar el didmetro méximo promedio de
los oocitos del tratamiento “orquidectomia
y progesterona” (358 pm) con los didmetros
méximos promedios de los otros tratamien-
tos se puede observar que se produjo un cre-
cimiento en los oocitos del OB de los ma-
chos pertenecientes a este tratamiento, pero
que dicho crecimiento no se compara con lo
obtenido en el tratamiento progesterona. Di-
chas aseveraciones no se pueden corroborar
debido a que estos dos compuestos nunca han
sido probados de manera conjunta en estu-
dios anteriores.
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