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RESUMEN

Se realiz6 un estudio morfohistologico de la piel de Typhlonectes venezuelensis,
para lo cual se capturaron 22 ejemplares entre juveniles y adultos de las orillas del
Lago de Maracaibo; 14 individuos se utilizaron para el analisis de tejido y 8 se man-
tuvieron en cautiverio. Se tomaron muestras de piel de la region dorsal y ventral, que
fueron procesadas mediante técnicas histologicas de rutina para Microscopia de luz y
Microscopia electronica. Los resultados revelaron que el tegumento exhibe el mismo
plan anatémico reportado para otros anfibios, difiriendo solo en la disposicion y abun-
dancia de estructuras celulares. La region ventral registré un mayor espesor (maximo
957,5um) en relacion a la region dorsal (alrededor de 815,0um). Se reporta en la epi-
dermis la presencia de células “Flask™, hallazgo taxonémico importante. En la dermis
se observaron dos tipos de glandulas exocrinas alveolares simples, las mucosas y las
granulosas; siendo las primeras mas abundantes en la region dorsal, ambas esenciales
para la supervivencia de dicha especie. Se comprob6 que la ecdisis de T. venezuelensis
se produce aproximadamente cada 21 a 23 dias, fendmeno fundamental en todos los
anfibios. No se detectaron escamas dermales.

Palabras clave: piel; glandulas; histologia; Typhlonectes venezuelensis.



Andlisis morfohistolégico del tegumento de Typhlonectes venezuelensis (Furhmann,
1912), (Amphibia: Gymnopiona, Typhlonectiidae).
39 Martinez et al.

MORPHOHISTOLOGICAL ANALISYS OF THE INTEGUMENT OF
Typhlonectes venezuelensis FURHMANN, 1912), (AMPHIBIA: GYMNOPHIO-

NA, TYPHLONECTIIDAE).
ABSTRACT

A morphohistological study of the skin of Typhlonectes venezuelensis was made,
for which 22 specimens were captured among juveniles and adults from the shores of
Lake Maracaibo; 14 individuals were used for tissue analysis and 8 were kept in capti-
vity. Skin samples were taken from the dorsal and ventral region, which were proces-
sed by routine histological techniques for light microscopy and electron microscopy.
The results revealed that the tegument exhibits the same anatomical plan reported for
other amphibians, differing only in the disposition and abundance of cellular structu-
res. The ventral region registered a greater thickness (maximum 957.5um) in relation
to the dorsal region (around 815.0um). The presence of "Flask" cells, an important
taxonomic finding, is reported in the epidermis. In the dermis, two types of simple
alveolar exocrine glands, mucosal and granular, were observed; being the first most
abundant in the dorsal region, both essential for the survival of this species. It was
found that the ecdysis of T. venezuelensis occurs approximately every 21 to 23 days, a
fundamental phenomenon in all amphibians. No dermal scales were detected.

Key Words: skin, glands, histology, Tiphlonectes venezuelensis.
Recibido: 15— 04 - 2018

Aceptado: 22 — 03 - 2019

Introduccion.

La piel de los anfibios es permeable al agua y como tal interviene en la osmorregu-
lacion, es decir en el transporte de iones y absorcion de agua (Duellman y Trueb 1986,
Sullivan et al. 2000), percepcion sensorial (Koyama et al. 2001), defensa quimica (Je-
kel et al. 2015), en la respiracion y en menor grado en la termorregulacion (Duellman
y Trueb 1986). Una de las principales funciones de éste sistema es el establecimiento
de una barrera entre el organismo y el medio ambiente, manteniendo asi la homeosta-
sis interna, reduciendo la friccion de rasgufios y picaduras de predadores (Maruane y
Rojas 2012); por lo tanto estudiar la piel en los anfibios resulta muy interesante porque
son buenos indicadores de la calidad de habitat de los sistemas acuaticos, siendo sus-
ceptibles a la contaminacion y modificacion del entorno; de alli que estos vertebrados
sean muy importantes para la toma de decisiones en materia ambiental (Manzanilla y
Pétaur 2000).

Existen considerables estudios histologicos de piel en la clase Amphibia, sobre
todo referidos al Orden Anura y Urodela; sin embargo son escasos en el Orden Apoda;
entre ellos pueden mencionarse a: Formas (1969), Fox 1983), Mills y Prum (1984),
Rada y Finol (1986), Ramirez et al. (1989), Zyberberg y Wake (1990), Arvelo (1991),
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Rada et al. (1995), Faszewki y Kaltenbach (1995), da Silva et al. (2017) y Andrade et
al. (2018) quienes indican que el tegumento de anfibios conserva el mismo plan gene-
ral de los vertebrados, con ciertas diferencias que caracterizan a los grandes grupos.

Desde la region externa a la interna, el tegumento de los anfibios presenta una
epidermis constituida por un epitelio plano pluriestratificado que se renueva periodi-
camente mediante el proceso de ecdisis (Young 1985), esta capa se encuentra consti-
tuida por tres estratos: a) corneo formado por alfa queratina, cardcter que aparece por
primera vez en la escala evolutiva zoologica de los vertebrados (Hildebrand 1988),
compuesta principalmente por queratinocitos muertos (Maruane y Rojas 2012); b) gra-
nuloso que contiene de 2 a 4 capas de células, y c¢) el germinativo que descansa sobre
la lamina basal (Bank 1970); en algunas ranas como las del Género Brachycephalus,
del Brasil presentan placas dérmicas en el dorso de este estrato (Young 1985; Ulrich
y Storch, 1976).

La dermis formada por dos estratos: a) Esponjoso que posee una unidad de croma-
toforos en linea discontinua, ademds de vasos sanguineos, vasos linfaticos y venas,
y b) Compacto formado por fibras coldgenas. A lo largo de la dermis se encuentran
algunos tipos de glandulas de forma redondeada o de matraz, las cuales se originan en
la epidermis y cubren gran parte de la dermis, sus productos son vertidos al exterior a
través de los conductos exocrinos. Las glandulas mucosas segregan mucopolisacari-
dos, que se encargan de mantener himeda la piel y a la vez regular la temperatura del
animal, y las glandulas granulosas secretan un liquido lechoso de sabor desagradable,
las cuales en algunos casos son toxicos para sus predadores (Moodie, 1978). Estas
glandulas son responsables de la homeostasis de la piel y defensa contra los depreda-
dores (debido a su contenido de alcaloides), contra bacterias (debido al contenido de
péptidos antimicrobianos) (Delfino et al. 2010) y frente a los ectoparasitos (Daly et
al. 2005).

El orden Apoda o Gymnophiona es un grupo monofilético (Wake, 1993) que en
comparacion con sus grupos hermanos (Wiley, 1981), presentan ciertos caracteres que
lo sefialan como el grupo mas primitivo de la clase Amphibia moderna. Parker (1956),
Taylor (1968), Vial (1973), Murphy et al. (1977), Case y Wake (1977), Fox (1983),
Wake (1980), Zylberberg y Wake (1990), Allaby (1991), Masood y Nadkarni (1993),
entre otros reportan las siguientes caracteristicas: a.- Plesiomorficas o primitivas: ca-
recen de miembros, presentan escamas en la piel (excepto las familias Scoleomorphi-
dae y Typhlonectiidae), hilera de dientes uni o bictspides en la mandibula superior
e inferior; rindn arquinéfrico, membranas branquiales y aparato hyobranquial (reco-
nocibles solo en estado larval durante el desarrollo ontogenético), y b.- Apomoficos:
fecundacion interna, anillos en el cuerpo, craneo bien osificado, ojos sin parpados,
cuerpo serpentinido y un surco tentacular. Estos cuatro ultimos caracteres son consi-
derados adaptaciones evolutivas especializadas para la excavacion o minacion a los
cuales estan acostumbrados.

De las seis familias que constituyen el Orden Gymnophiona, Typhlonectiidae es
considerada un grupo monofilético (Wilkinson y Nusbbaum 2006); la misma se en-
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cuentra confinada s6lo a Sur América (Moodie, 1978), especialmente al Brasil, Co-
lombia (Nor-oeste) y Venezuela; dentro de ella se encuentran Typhlonectes venezue-
lensis que habita en Venezuela (Roze y Solano 1963).

Esta especie presenta los siguientes caracteres taxonomicos (Taylor 1968; Roze y
Solano 1969; Wake 1974; Taylor 1968; Canepa et al. 2003): cabeza ligeramente mas
aplanada que el resto del cuerpo, ojos postero-laterales, redondeados, sin parpados;
dos fosas nasales en el extremo rostral-superior e inmediatamente posterior a ellas;
un surco sensorial muy pequeio denominado tentaculo, imperceptible a simple vista;
boca subterminal y ventral; la cavidad oral muestra dorsalmente dos hileras de 42
dientes descalcificados y posteriormente un par de coanas ovaladas, una a cada lado;
cuerpo alargado, comprimido dorsoventralmente, surcado por 87 a 92 anillos prima-
rios; exhibe una corta aleta en el cuarto posterior del cuerpo; extremo caudal con ma-
yor grosor que la region del cuello; la cloaca se encuentra en el extremo subterminal.

La hembra presenta un oviducto bicorne; los machos tienen en su cloaca un 6rgano
copulador retractil; los pulmones son sacos alargados, internamente compartamentali-
zados; neonatos con un par de branquias trasparentes unidas en el dorso de la cabeza;
el patrén de coloracion de la piel es gris pizarra, uniforme en todo el cuerpo, excepto
en la regidn cloacal, la cual carece de pigmentacion; no presenta metamorfosis y es de
habitats semiacuaticos.

Realmente son pocas las investigaciones que se han hecho sobre la histologia de
piel o tegumento de Typhlonectes venezuelensis, pero si se han realizados estudios de
tejido en intestino (Martinez et al. 2003). Mas sin embargo existen algunos trabajos en
tegumento en otras especies del Orden Gymnophiona llevados a cabo por Fox (1983)
y Breckenridge ef al. (1987) en especies de Icthyophis (Icthyophidae); por Cooper y
Garcia (1968) en Typhlonectes compressicaudus a nivel de injertos de piel. En virtud
de la escasa literatura y al desconocimiento a nivel nacional de su biologia y ecologia;
el objetivo de esta investigacion es caracterizarla morfologia histologica de la piel en
T. venezuelensis con el fin de generar un aporte mas al conocimiento cientifico del area
Herpetologica.

Materiales y métodos

El lugar de la colecta de los ejemplares de 7. venezuelensis se realiz6 en el Lago de
Maracaibo, en la region de Potrerito, Municipio la Cafiada de Urdaneta, estado Zulia.
Se colectaron un total de 22 ejemplares (adultos y juveniles), a mano libre en el mes de
marzo de 1996 (permiso de pesca de MARNR (PROFAUNA) licencia N° 15-00208 de
fecha 22-02-1996). A cada ejemplar se le midio la longitud total; 8 individuos se man-
tuvieron en cautiverio durante 8 meses para observar la muda de la piel y 14 de ellos se
utilizaron para el estudio histologico los cuales fueron anestesiaron con Eter dietilico
en camara de aspiracion durante media hora, se disectaron y se tomaron muestras de
piel, de las zonas dorsal y ventral del cuerpo.

Las muestras de tejidos se seccionaron transversal y longitudinalmente, se fijaron
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en Formalina neutra tamponada, Bouin y en solucidon de Karnowsky; unas se inclu-
yeron en parafina y otras en resina. Para microscopia de luz se utilizé el Micrétomo
rotatorio Reichert Jung, se realizaron cortes de aproximadamente de 4 a 8 micras de
espesor en forma seriada, que fueron coloreados con Hematoxilina — Eosina, y para
microscopia electronica se procedieron a hacer cortes de 1 um de espesor con un ul-
tramicrotomo Sovall MT8 — B y se colorearon con Azul de Toluidina. Finalmente las
laminas se describieron y fotografiaron mediante el fotomicroscopio Nikon Optithot.

Resultados

Los individuos de 7. venezuelensis presentan un tegumento de textura lisa, de as-
pecto grueso, brillante y de color gris oscuro (excepto en algunos ejemplares que ex-
hiben despigmentacion parcial en la region ventral), presentando en toda su superficie
numerosos poros glandulares.

Region dorsal:

La Figura 2 exhibe la topografia histologica general del tegumento donde se obser-
van las capas que la constituyen, la externa Epidermis y la interna dermis.

c.e El - '7'
Ec >‘,. it E
" =59 *HE
/4-, L1 g"hu ' ‘\
/’/f\\ 1

Figura 2. Region dorsal anterior (Juvenil). E: epidermis, Eg: estrato
germinativo, Ee: estrato espinoso, E.gr: estrato granuloso, El: Estrato lucido,
Ec: estrato corneo, c.ex: conducto excretor (glandula granulosa), c.f: célula
“flask”. D: dermis, GM: glandula mucosa, GG: glandula granulosa. H- E.
20X.
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A.- Epidermis:

La epidermis de 7. venezuelensis en la region dorsal consta de 5 a 7 capas celulares,
tiene un grosor entre 52,5 a 70 um en individuos juveniles y de 60,0 a 90,0 um en
adultos (Tabla 1).

a.1) Estrato germinativo: esta localizado sobre la membrana basal y se caracteriza
por estar conformado por una capa de células cilindricas (Figs. 2 y 3), cuyos nucleos
se toman basofilos al colorearse con Hematoxilina — Eosina. En los cortes histologicos
se observan claramente las uniones entre las células, es decir desmosomas; ademas
algunas de ellas se encontraban en mitosis, especificamente en metafase.

a.2) Estrato espinoso: se encuentra formado por dos o tres capas de células poliédri-
cas (Figs. 2 y 3) unidas por largos desmosomas, que son muy abundantes y se eviden-
cian facilmente a través de microscopia de luz. A partir de este estrato se localizan las
células “Flask™ (Figs.2 y 5), las cuales se caracterizan por ser muy largas, de nticleos
ovalados, que se encuentran distribuidas de manera dispersa en todo el estrato y con
mayor frecuencia en los individuos juveniles; dichas células se extienden aproximada-
mente hasta la base del estrato corneo, incluso pueden alcanzar una altura aproximada
de 36,25 um., un ancho méaximo de base de 6,123 um. y una amplitud del cuello alre-
dedor de 1,88 um. (promedios calculados entre individuos adultos y jovenes a 100X).

a.3) Estrato granuloso: consta de una a dos capas de células poliédricas aplanadas
(Figs. 2, 3 y 5) cuyo citoplasma se torna rosado palido y los nticleos se observan de un
tono azul a violeta, al ser coloreados con la H — E. En el citoplasma se visualizan los
granulos de queratohialina el cual es un precursor de la queratina. En ejemplares adul-
tos se hacen mas evidentes las uniones intercelulares, como se observan en la Figura 4.

a.4) Estrato lucido: esta formado por una o dos capas de células, de forma aplanada
que, se tornan traslucidas al colorearse con H — E, sus nucleos se tornan escasos porque
progresivamente van desapareciendo y las distancias varian entre las células; fendme-
no que es similar tanto en ejemplares juveniles como en los adultos (Figs. 2, 3 y 5).

a.5) Estrato corneo: es el mas externo de la epidermis, se caracteriza por presentar
de una a dos capas de células (Figs. 2, 3y 5), que se colorean de un tono rosado intenso
con Eosina, en algunas de ellas se observan escasamente algunos nticleos picnoéticos,
pero en la mayoria ya no existen; el grosor en ejemplares juveniles varia de 3,5 a 5,0
um, mientras que en los adultos oscila de 4,5 a 6,75 um. (Tabla 1).
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Tabla 1. Medidas morfométricas de la epidermis de la region dorsal de 7. venezue-

lensis.
Epidermis

Estadio | Grosor Nimero de | Grosor de la

10X (um) | capas capa cornea

celulares 100X (um)

J 52,5 5 5,00%
J 52,5 6 4,00*
J 52,5 6 3,50%*
J 55,0 6 4,70%**
J 57,5 6 3,50*
J 60,0 6 3,50%***
J 70,0 6 4,00**
A 60,0 7 4,50%
A 75,0 6 6,75*
A 75,0 6 5,00%*
A 75,0 7 4,75%*
A 82,5 7 5,50%*
A 90,0 7 5,25%
A 90,0 6 5,50%**

Estadio. J: juvenil. A: Adulto. Region anterior: *, Region
posterior: **, Region caudal: ***. Aumento: 10X (um).

4 _ N L o

Figura 3.Epidermis de la region dorsal media (adulto). Eg: estrato germinativo,
Ee: estrato espinoso, E.gr: estrato granuloso, El: estrato lacido, Ec: estrato corneo,
mb: membrana basal, ¢: cromatéforo. Coloracion: H- E. 40X.
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Figura 4. Corte horizontal de una glandula mucosa (region dorso — caudal
de ejemplar adulto). E.gr: estrato granuloso, d: desmosomas, L: lumen de
una glandula, C.p.g: células de las paredes de la glandula o células
miopiteliales. Coloracion: H- E. 100X.

E.or

Figura 5. Epidermis, Ec: estrato corneo, El: estrato licido, E.gr: estrato
granuloso, Ee: estrato espinoso, c.f: célula “Flask”, m: nucleo, d:
desmosomas. Corte grueso. Coloracion: Azul de Toluidina.100X.
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B.- Dermis:

Esta capa presenta dos estratos, el esponjoso y el compacto (Figs. 6 y 9). En ejem-
plares juveniles, el grosor oscila entre 210,0 a 320,0 pm. y en adultos de 362,5 a 740,0
um. (Tabla 2).

b.1) Estrato esponjoso: se dispone en la region superior de la dermis, es decir inme-
diatamente después del estrato germinativo de la epidermis (Figs. 6 y 9), contiene fi-
broblastos, fibras colagenas y elasticas, abundantes vasos sanguineos y nervios; en los
ejemplares juveniles varia en espesor de 135,0 a 200,0 um. y en los adultos de 221,0 a
515,0 um. (Tabla 2); dicho estrato se distingue por presentar las siguientes estructuras:

b.1.1- Cromatoéforos: células que contienen pigmentos de melanina, las cuales se
observan de un tono marron oscuro al colorear los cortes con H — E; los mismos se
localizan en el estrato esponjoso de tres maneras: en la region inferior de una forma
discontinua (F1g 6), en la zona intermedia rodeando a las glandulas y de modo conti-
nuo en la porcion superior; esta distribucion se observa mas acentuada en ejemplares
adultos, que en los juveniles.

b.1.2.- En adultos se observaron dos tipos de glandulas exocrinas:

b.1.2.1.- Glandulas granulosas o serosas: dependiendo de su contenido y desarrollo,
pueden localizarse en la region superior, inferior o abarcar todo el estrato esponjoso.
Generalmente cuando estan muy llenas de secrecion tienen forma eliptica (Fig. 6 y
9); pero cuando estan proximas a liberar sus productos de secrecion adoptan la forma
de matraz, cuyo conducto excretor alcanza totalmente la epidermis (Fig. 2 y 9). La
longitud de las glandulas fluctia en individuos jovenes de 102,5 a 145,0 um. y en los
adultos entre 115,0 a 277,5 um; la amplitud mayor en los juveniles varia de 115,0 a
170,0 um; mientras que en los adultos es de 122,5 a 259,0 um. (Tabla 2). Dentro de las
glandulas se observaron granulos de diferentes tamanos (Fig. 6), que se colorean de un
tono rosado intenso con Hematoxilina — Eosina. En la Figura 7 se observa la topografia
de un conducto excretor de una glandula (con su respectivo contenido) y alrededor las
células mioepiteliales que conforman las paredes de dicho conducto.

b.1.2.2.- Glandulas mucosas: estas se disponen regularmente en la porcion supe-
rior del estrato esponjoso; en los primeros estadios de maduracion se caracterizan por
poseer una forma ovalada, mientras que en fase tardia presentan una forma de matraz
(Figs. 6 y 9). Estas glandulas alcanzan aproximadamente una longitud entre 75,0 —
110,0 pm. en individuos jovenes y entre 95,0 a 145,0 um en adultos; tienen una am-
plitud maxima que varia en juveniles de 85,0 a 115,0 um. y en los adultos de 42,0 a
495,0 um. (Tabla 2). En la Figura 8 se observa el conducto excretor de una glandula
mucosa, con su lumen o luz del conducto y las células mioepiteliales que descansan
sobre la lamina basal.

Generalmente, las glandulas granulosas son de mayor tamafio que las mucosas;
estas ultimas se encuentran relativamente en mayor proporcion que las primeras (Tabla
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2); excepto a nivel de la porcidon caudal donde es a la inversa, hecho que es valido
tanto para individuos jovenes como para los adultos (Fig. 9).

b.2) Estrato compacto: se ubica topograficamente en la porcion inferior de la der-
mis, y se caracteriza por presentar fibras colagenas arregladas en forma horizontal
constituyendo una red con las fibras elasticas (Figs. 6 y 9). Tiene un grosor en juveniles
de 75,0 a 127,5 pm. y en adultos de 122,0 a 252,5 um. (Tabla 2). Existen pocos cro-
mat6foros y se encuentran distribuidos en forma dispersa a lo largo de todo el estrato,
los cuales son mas abundantes en adultos que en juveniles; también se observan vasos
sanguineos de diferentes calibres y nervios.

Subyacente al estrato compacto no se observo hipodermis, s6lo en la region caudal
a nivel del pliegue de aleta (Fig. 9); por otra parte, en los cortes histologicos no se
registraron escamas dérmicas y para confirmar esto, se realiz6 una prueba adicional de
cortes gruesos por microscopia electronica.

Es importante resaltar que, el tegumento de la region dorsal tiene un grosor en
ejemplares juveniles que oscila de 262,5 a 380,0 um. mientras que en adultos fluctia
de 452,5 a 815,0 um (Tabla 1) como es de esperarse, el tejido tegumentario aumenta
de espesor a medida que avanza el desarrollo de los individuos.

Tabla 2. Medidas morfométricas de la dermis de la region dorsal del tegumento de
Typhlonectes venezuelensis.

Est
DERMIS TEGUMENTO
Grosor ESTRATO ESPONJOSO ESTRATO Grosor
Dermis | Abundancia | Glandulas Glandulas Grosor COMPACTO | (Epidermis+
pm relativa de las | Mucosas (Gm) Granulosas (Gg) | Estrato Grosor Dermis)
glandulas Alto Ancho | Alto Ancho | €SPomjoso | pm pm
Gm. Gg | Hm pm um pm wm
J 210,0 5 7 95,0 95,0 | 102,5] 1150 135,0 75,0 | 262,5 *
J 290,0 10 6 | 100,0 105,0 | 135,0 | 179,0 190,0 100,0 | 342,5 *
J 310,0 12 9 87,5 90,0 | 120,0 | 125,0 182,0 127,5 | 362,5 **
J 270,0 10 19 75,0 85,0 | 115,0 | 95,00 160,0 110,0 | 325,0 ***
J 275,0 8 7| 110,0 | 115,00 | 145,0 | 150,0 170,0 105,0 | 332,0 *
J 250,0 5 15 92,5 80,0 | 122,5 ] 120,0 160,0 90,0 | 310,0 ***
J 320,0 12 9 105,0 85,0 | 135,0 | 125,0 200,0 110,0 | 380,0 **
A 5555 1] 9] 950]| 110,0] 2050 | 250,0 305.0 250,0 | 615,0 *
A | 6450 6 3| 1450 112,0 | 277,5 | 215,0 460,0 185,0 | 720,0 *
A | 740,0 6 4| 4350 495,0 | 115,0 | 130,0 515,0 225,0 | 815,0 **
A | 480,0 3 51 102,5 130,0 | 224,0 | 259,0 265,0 215,0 | 770,0 **
A | 5650 3 51 100,0 130,0 | 325,0 | 2450 312,5 252,5 | 647,0 *
A | 3945 2 6 97,5 42,0 | 205,5 | 203,5 272,5 122,0 | 484,5 *
A | 3625 10 71 100,0 95,0 | 1150 | 122,5 221,0 141,5 | 452,5 **

Est: Estadio. J: juvenil. A: Adulto. Regidn anterior: *, Regidn posterior: **, Re-
gion caudal: ***, Aumento: 10X (um).
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Figura 6.- Region dorsal anterior (juvenil). E: epidermis, D: dermis, E.esp: estrato esponjoso, GM: glandulas
mucosas, GG: glandulas granulosas, P.GM: primordio glandula mucosa, vs: vaso sanguineo, c:
cromatdforo, m.e: musculo esquelético. Coloracion: H-E. 20X.

Cp.g

Figura 7. Conducto excretor de una glandula granulosa. L: lumen (se observa el contenido de secrecion),
C.p.g: células de las paredes de la glandula o mioepiteliales. Coloracion: H-E.100X.
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Figura 8.- Conducto excretor de glandula mucosa. L: lumen, C.p.g: células de las paredes de la
glandula o mioepiteliales, Im: lamina basal. Coloracion: H-E.100X.

R i B

Figura 9. Piel region dorso — caudal (pliegue de la aleta) (adulto). E: epidermis, D: dermis, E.
esp: estrato esponjoso, GG: glandulas mucosas, GM: glandulas granulosas, E.com: estrato
compacto, H: hipodermis, me: musculatura esquelética. Coloracion: H-E.10X.
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Region ventral
A.- Epidermis:

La epidermis de esta region se caracteriza por presentar de 5 a 8 capas de células,
tiene un grosor en juveniles de 35,0 a 65,0 um. y en adultos de 40,0 a 82,5 pm. (Tabla
3).

La descripcion de los estratos germinativo, espinoso, granuloso, lucido y corneo es
el mismo de la region dorsal (Fig. 10). El estrato corneo tiene un espesor en juveniles
entre 3,0 a 6,0 pm. y en adultos de 2,5 a 6,5 um (Tabla 3). En la region ventral, tam-
bién se observan las células "Flask", pero en menor frecuencia (Fig. 13); ellas tienen
alrededor de 32 pm. de altura, 6,5 um. de ancho de base y un cuello aproximadamente
de 2,0 um. (promedios calculados para ambos estadios, a 100X).

Figura 10. Epidermis de la region ventral media (juvenil). Eg: estrato germinativo,
Ee: estrato espinoso, E.gr: estrato granuloso, El: estrato lucido, Ec: estrato corneo.
Coloracion: H-E. 100X.
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Tabla 3. Medidas morfométricas de la epidermis de la region ventral de 7. venezue-

lensis.
Epidermis
Estadio | Grosor Nimero de | Grosor
10X (um) | capas capa cornea
celulares 100X (um)
J 35,5 5 5,2%
J 55,5 7 4,0*
J 57,5 6 3,0%
J 65,0 5 4,0%*
J 65,5 6 6,0%*
A 40,0 6 4,0%
A 40,0 6 2,75%*
A 50,0 5 5,0%
A 65,0 7 2,55%
A 70,0 7 4,5%*
A 70,0 8 4,5%*
A 82,5 8 6,5%

J: juvenil. A: Adulto. Region posterior: *, Region media: **. Aumento: 10X
(um).

B.-Dermis:

La estructura de la dermis de la region ventral es similar a la dorsal. Su grosor
maximo en ejemplares juveniles fue de 445,0 pm. y en adultos de 875,0 um. (Tabla
4).

b.1).- Estrato esponjoso: presenta una altura que oscila en individuos juveniles en-
tre 115,0 a 275,0 pm. mientras que en adultos fluctia de 260,0 a 495,0 um. (Tabla 4).
Este estrato es de menor grosor que el de la region dorsal, solo diferenciandose en
25,0 um. Las glandulas de esta region son semejantes a las ya descritas, su abundancia
relativa es variable tanto en adultos como en juveniles; las que secretan mucosidad son
relativamente mas abundantes que las destinadas a elaborar granulos (Figs. 11, 12).

b.1.1).- Glandulas granulosas: Cuando se encuentran llenas de secrecion se ob-
servan de color rosa intenso, al ser coloreadas con hematoxilina — eosina, estando
mas acentuadas en ejemplares adultos, que en los juveniles (Figs. 11 y 12); Cuando
estan vacias, su lumen es transparente y las dos capas celulares que las constituyen,
se observan retraidas formando una delgada pared. Con respecto a sus dimensiones se
registro una altura de juveniles entre 90,0 a 142,5um. en adultos entre 170,0 a 280,0
um. La amplitud maxima en juveniles oscila de 97,5 a 155,0 um. y en adultos varia
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de 105,0 a 305,0 um. (Tabla 4) de igual forma, su abundancia relativa es variable en
ambos estadios.

b.1.2).- Glandulas mucosas: se visualizan de color claro o palido (Fig. 12), general-
mente son de menor tamafio que las granulosas y al igual que en la region dorsal son
mas abundantes que las antes mencionas. Su longitud en ejemplares juveniles oscila
entre 72,5 a 155,0 um. y en adultos de 85,5 a 140,0um.; mientras que su amplitud en
juveniles varia de 70,0 a155,0um.y en adultos varia de 60,0 a 175,0um. (Tabla 4).

b.2).- Estrato compacto: se localiza en la porcion inferior de la dermis y en con-
tacto con la musculatura esquelética, la cual observa formando paquetes dispuestos en
forma longitudinal (Figs. 11 y 12). Su espesor varia en los juveniles de 40,0 a 170,0
um. y en los adultos oscila de 140,0 a 380,0 um. (Tabla 3). Como es de notar, dicho
estrato comparado con el de la region dorsal es de mayor espesor, difiriendo en 210,0
pm.

Tanto en el estrato compacto, como en el esponjoso de esta region se observaron fi-
broblastos, fibras colagenas y elasticas, las cuales aparentemente son menos abundan-
tes en este Ultimo estrato, supuestamente debido al espacio ocupado por las glandulas;
de igual forma se evidencian nervios y vasos de diferentes grosores, caso similar a la
region dorsal antes descrita.

Figura 11. Dermis (D) de la region ventral posterior (adulto). E.esp: estrato esponjoso, GG:
glandulas granulosas, GM: glandulas mucosas, ¢: cromatoforos, E.com: estrato compacto, f.e:
fibras colagenas, f.c: fibras colagenas. Coloracion: H- E. 10X.
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Figura 12. Region ventral media (juvenil).D: Dermis, E.esp: estrato esponjoso, GG: glandulas
granulosas, GG: glandula mucosa, vs: vaso sanguineo, E.com: estrato compacto, f.e: fibras
colagenas, f.c: fibras colagenas. Coloracion: H- E. 40X.

Figura 13. Region ventral posterior (juvenil). c.f: célula “Flask”, GM: glandula mucosa.
Coloracion: H- E. 40X.
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Esta region presenta una organizacion histologica similar al tegumento de la region
dorsal, sélo difiere en cuanto al grosor, a la abundancia de las células y otras estructu-
ras. Esta region tiene un espesor que oscila en ejemplares juveniles de 190,0 — 510,0
um; mientras que en adultos oscila entre 480,0 a 957,5 um. (Tabla 4).

Tabla 4. Medidas morfométricas de la dermis de la region ventral del tegumento de
T. venezuelensis.

Est
DERMIS TEGUMENTO

Grosor ESTRATO ESPONJOSO ESTRATO Grosor

Dermis | Abundancia | Glandulas Glandulas Grosor | COMPACTO | (Epidermis+

pm Relativa  de | Mucosas (Gm) Granulosas (Gg) | Estrato | Grosor Dermis)

las glandulas | Alto Ancho Alto Ancho | Compac | Wm pm
Gm. | Gg | km pm pm pm to
um

J | 1550 6 5 72,5 70,0 | 90,0 | 117,5 115,0 40,0 190,0*
J | 3150 9 13 95,0 75,0 | 1350 | 155,0 197,0 117,5 369,5*
J 13300 10 8 75,0 1550 | 1125 97,5 182,5 1475 387,5%
J 13950 7 10 | 155,0 1275 | 1425 | 135,0 255,0 140,0 460,0%*
J 14450 8 11 90,0 90,0 | 140,0 | 110,0 275,0 170,0 510,0%*
A | 440,0 6 2| 100,0 120,0 | 170,0 | 235,0 300,0 140,0 480,0*
A | 855,0 5 3| 1055 100,0 | 255,0 | 250,0 485,0 370,0 895,0%*
A | 460,5 4 6 85,0 85,0 | 205,0 | 205,0 260,0 200,0 510,0%*
A | 700,0 7 6| 1400 155,0 | 245,0 | 105,0 405,0 295,0 765,0%
A |7950 3 3| 1025 135,0 | 275,0 | 305,0 490,0 305,0 865,0 **
A | 735,0 2 3| 1050 60,0 | 280,0 | 285,0 405,0 330,0 805,0 **
A | 875,0 3 51 1350 175,0 | 260,0 | 240,0 495,0 380, 957,5*%

Est: Estadio. J: juvenil. A: Adulto. Regidn posterior: *, Region media: **. Au-
mento: 10X (um).

DISCUSION:

En Typhlonectes venezuelensis, la mayoria de los individuos en su fase final del
desarrollo intraoviductal y durante toda su vida presentan una coloracién gris oscura
en su piel, siendo mas intenso en la region dorsal y de un tono mas claro en la region
ventral; patron determinado por la distribucion de los cromatéforos, células que con-
tienen el pigmento de melanina (Duellman y Trueb 1986).

Debido a la escasa literatura histologica sobre el Orden Gymnophiona se hace un
poco dificil establecer amplias comparaciones con otras especies; razon por la cual en
el transcurso de esta discusion se hace necesario recurrir a otros Ordenes de la clase
Amphibia; es decir Anura y Urodela; asi como también a algunos peces Teledsteos.
Es de hacer notar que en otros anfibios, si existe un cambio de coloracion en el trans-
curso de su desarrollo como acontece en la rana Pseudis paradoxus caribensis (Rada
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et al.1995; Rada y finol. 1986); por otra parte, a través de la coloracion del cuerpo de
estos anfibios, no se pudo detectar un dimorfismo sexual como sucede al menos en al-
gunas ranas. Ademas de ello se observo la presencia de poros glandulares distribuidos
uniformemente por todo el cuerpo, orificios por los cuales se excretan al exterior, los
productos granulares y mucosos.

Los resultados histologicos indican que el tegumento del 7. venezuelensis presenta
una estructura basica, la cual concuerda con lo observado en el Orden Gymnophiona:
Icthyophis glutinosus (Caeciliidae) (Breckenridge et al. 1987), Icthyophis orthoplica-
tus e Icthyophis kohtaoensis (Caeciliidae) (Fox 1983); en Anura: Ceratrophis ornata
(Faszewski y Katelbach 1995), Pseudis paradoxus caribensis (Pseudidae) (Rada et al.
1995), Centrolenella acanthidiocephala (Ramirez et al.1989), Rhinella ornata (Fels-
emburgh et al. 2009), Rana temporaria (Whitear 1974), Phyllobates bicolor (Moreno
Gomez et al. 2014), Odonthophrynus americanus (Kambic 2016), especies del género
Ololygon y Scinax (da Silva et al. 2017), especies del género Telmatobius (Barrio-
nuevo 2017), Telmatobius culeus (Andrade et al. 2018), y en Urodela: Mertensiella
caucasica'y Mertensiella luschani (Salamandridae) (Sever et al.1997).

Anatomicamente, el tegumento de los individuos adultos y juveniles es similar, di-
firiendo so6lo en la abundancia de algunas células y glandulas. El grosor total de la piel
fue variable en los diferentes estadios de los individuos; en los juveniles, la region ven-
tral alcanz6 510 pm. y la region dorsal alcanzé un maximo de 380 um; mientras que en
los adultos, el espesor del dorso fue incluso hasta 815 um. y en la zona ventral alcanzé
al menos hasta 957,5 um.; es decir el espesor fue mayor en la region ventral, que en la
dorsal; resultados similares fueron reportados para Icthyophis glutinosus (Caeciliidae)
(Breckenridge et al. 1987), pero diferente a lo registrado en la rana Telmatobius co-
leus (Andrade ef al. 2018). La robustez del tegumento de la region ventral quizas sea
debido a una adaptacion adquirida durante su historia de vida al apoyarse en el suelo
durante el desplazamiento tipo reptacion, especificamente cuando estan fuera del agua.

La epidermis en ejemplares juveniles fue de menor grosor, lo cual es parecido a
lo reportado para Icthyophis glutinosus (Caeciliidae) donde ellos presentan un grosor
que oscila entre 46,2 — 75,9 um. mientras que los adultos fluctuan de 6,27 a 108,9 pm.
(Breckenridge et al. 1987). Para los adultos de 7. venezuelensis el espesor de la epi-
dermis fue mayor al registrado para 1. ortoplicatus y de 1. kohtaoensis que fue de 30
pum. aproximadamente (Fox 1983).

En T venezuelensis, la epidermis presenta de 5 a 8 capas celulares; comparando
con otras especies del Orden Gymnophiona, Anura y Urodela se puede indicar que esta
caracteristica es variable, no hay un patrén constante en anfibios o peces; por ejemplo
en Telmatobius culeus (Andrade et al. 2018) el numero de capas es de 4 a 8, excepto en
la region palmar y plantar que alcanza las 12 capas; en las especies del género Oloygon
v Scinax oscila de 4 a 5 (da Silva et al. 2017), en Phyllobates bicolor va de 4 a 6 capas
(Moreno et al. 2014), Icthyophis orthoplicatus e Icthyophis kohtaoensis exhiben de 5
a7 (Fox 1983), Icthyophis glutinosus posee 3 o 4 (Breckenridge et al. 1987); Rana
temporaria tiene de 5 a 7 capas (Whitear, 1974), Centrolenella acathidiocephala (Cen-
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trolenidae) presenta de 3 a 4 (Ramirez et al. 1989), en Bufo marinus 5 capas (Sampson
et al. 1987), y en los peces teledsteos como Heteropneustes fossilis, Mastacembelus
pancalus y Amphinous cuchia existe alrededor de 5 capas epiteliales (Mittal y Munshi
1971).

En la epidermis es interesante destacar la presencia de las células “"Flask™; las cuales
también se han reportado en Rana temporaria (Withear 1974), en Icthyophis kohtaoen-
sis e Icthyophis orthophlicatus (Fox 1983), Rhinella ornata (Felsemburgh et al. 2009),
Dendropsophus elegans, Dendropsophus minutus (Valente 2014), en Odonthophrynus
americanus (Kambic 2016). Estas células en 7. venezuelensis resultaron ser predomi-
nantes en la region dorsal y mas abundante en los estadios juveniles; mientras que en
ejemplares adultos de los anuros Dendropsophus elegans y Dendropsophus minutus se
reportan en mayor cantidad en la region ventral (Valente 2014).

En las células Flask, el promedio de sus longitudes fueron 36,5 pm. de altura, 6,
123 um. de ancho de base y una amplitud del cuello igual a 1,88 pm. Comparandolo
con dos especies del mismo Orden reportadas por Fox (1983) se tiene que, las células
Flask de Icthyophis kohtaoensis (Caeciliidae) exhibe una altura aproximada de 20 pum,
7 um. ancho de base y 3 um. de amplitud del cuello; mientras que Icthyophis ortho-
phlicatus (Caeciliidae) tiene alrededor de 15 um. de altura, 10 um. ancho de base y 6
pum. de amplitud de cuello; en definitiva, las células presentes en 7. venezuelensis son
mas alargadas y menos anchas, que las de /. Ortophicatus e 1. Kohtaoensis (Caecilii-
dae). Estas células estan involucradas en el transporte de iones(Whitear 1975), siendo
importantes en la osmorregulacion (Brito — Gitirana y Azevedo 2005).

Con respecto al estrato corneo se observa que, tanto a region dorsal como ventral
la diferencia es minima, es decir 0,25 um.; pero si se comparan los cortes histoldgicos
pertenecientes a los individuos adultos versus los juveniles se encuentran notables di-
ferencias en la region dorsal, ya que los primeros exceden a los juveniles en 1,75 pm.
en cuanto al grosor, posiblemente las células de estos ultimos sean mas aplanadas en
esa zona. En esta especie, la capa cornea esta presente desde el nacimiento; mientras
que en otros anfibios aparece en el transcurso de la metamorfosis, como en la rana Hila
crepitans (Arvelo 1991) y en Pseudis paradoxus caribensis (Lermieri 1988).

Este estrato esta ausente en los peces y aparece por primera vez en la escala evo-
lutiva, con los anfibios, sin embargo no estd presente en salamandras neoténicas, tal
como Necturus (Duellman y Trueb 1986); las células del estrato corneo se caracterizan
por ser planas con un alto porcentaje de queratina y lipidos (Maruane y Rojas 2012), y
poseer ciertas cantidades de mucopolisacaridos derivados de las diferentes glandulas
que se encuentran en la dermis (Duellman y Trueb 1986; Hildebrand 1988; Wichert y
Presch 1989).

Dicho estrato se renueva constantemente mediante el proceso de ecdisis, el cual
es muy conocido en los Ordenes Anura y Urodela, de las cuales se ha reportado que
en Bufo bufo la muda ocurre una vez a la semana (Budtz y Larsen 1973); y en Rana
temporaria se efectiia cada dos o tres dias (Whitear 1975); pero en el Orden Gymno-



Andlisis morfohistolégico del tegumento de Typhlonectes venezuelensis (Furhmann,
1912), (Amphibia: Gymnopiona, Typhlonectiidae).
57 Martinez et al.

phiona hasta los momentos no se ha reportado informacion alguna. Sin embargo, en
ejemplares de T. venezuelensis mantenidos en cautiverio durante ocho meses se pudo
constatar que la ecdisis se lleva a cabo de 21 a 23 dias; la misma debe completarse,
porque de lo contrario provoca la muerte de los individuos (observaciones personales).

En cuanto a la dermis, el estrato compacto presenté un mayor grosor en la region
ventral en relacion con la region dorsal del tegumento, probablemente ello obedezca
a que esa region debe aportar una mejor sustentacion a la musculatura y a los 6rganos
internos puesto que ellos no tienen grandes costillas que los proteja, como existe en
los otros Ordenes y en vertebrados superiores; de igual forma, el estrato compacto se
increment6 durante el desarrollo ontogénico. En ambas regiones se observa grandes
cantidades de haces de fibras colagenas, fibras elasticas, asi como vasos y nervios,
y lo cromatoforos en menor cuantia. Por otra parte se pudo constatar que el estrato
compacto se encuentra sumamente adherido a la musculatura esquelética, excepto en
la region caudal a nivel del pliegue de la aleta donde se observa la hipodermis; esto
puede explicar el por qué se hace dificil desprender la piel del resto del cuerpo, proceso
que se torna mas facil en especies de los otros Ordenes de los anfibios y en los peces.

El estrato esponjoso resultd ser de mayor espesor en la region dorsal, que en la ven-
tral probablemente sea debido al mayor numero de glandulas presente en esa zona; asi
mismo presentd una gran distribucion de cromatoforos, los cuales estaban mas acen-
tuados en el dorso, ello puede explicar el por qué, esta region tenga una coloracion mas
intensa, que la de la region ventral; incluso se observé parcialmente despigmentada en
algunos ejemplares, la cual probablemente sea debido a variaciones individuales.

Las glandulas dermales de los anfibios se originaron del crecimiento lento de las
células de la epidermis durante la ontogenia (Bovbjerg 1963; Delfino, 1977). Segin
Muhse (1909) los anfibios primitivos presentaban un solo tipo de glandula en la piel;
pero durante la filogenia, las formas modernas desarrollaron diferentes tipos de glan-
dulas como las mucosas, granulosas y mixtas o seromucosas (Hildebrand 1988); en la
especie estudiada sélo se registran los dos primeros tipos.

En T venezuelensis la abundancia relativa de las glandulas varia segun:

1.- La region dorsal presenta relativamente mayor cantidad de glandulas dermales
que la region ventral similar a lo encontrado en Phyllobates bicolor por Moreno Go-
mez et al. (2014).

Las glandulas mucosas resultaron ser mas abundantes o numerosas que las granu-
losas, hecho similar a lo reportado por Kambic (2016) en Odontophrynus americanus,
por Seki ef al. (1995) en Rana cancrivora; al igual que lo registrado en Ceratrophis
ornata (Faszwski et al. 1995), en Rana temporaria, Pipens y Catesbeana por Mills
y Prum (1984); sin embargo difiere con lo obtenido por Moreno Gomez (2014) en
Phyllobates bicolor donde las glandulas serosas o granulosa son mas numerosas, pero
coincide en parte con lo observado en la region caudal de 7. venezuelensis en la cual
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predominan éste tipo de glandulas.

2.- El estadio: Las glandulas se encuentran en mayor frecuencia en individuos ju-
veniles que en los adultos.

En relacion a la forma de las glandulas de 7' venezuelensis esta es semejante a las
descritas en Icthyophis (Fox 1983), en Phyllobates bicolor (Moreno-Gomez 2014). En
cuanto al tamafio, las glandulas granulosas o serosas resultaron ser de mayor tamafio
que las mucosas; lo cual concuerda con lo referido por Moreno Gémez (2014) en Phy-
llobates bicolor, por Duellman y Trueb (1986) para la mayoria en los anfibios. En el
Orden Gymnophiona, las glandulas mucosas producen un moco que contiene sustan-
cia acida, constituida por grupos sulfatos y carboxilos, los cuales les hacen resistentes
a la digestion de hialuronidasas y neuraminidasas (Fox 1983); es decir la produccion
de este tipo de sustancia protege precisamente a los cecilidos de los depredadores
(Moodie 1978).

Tanto en las glandulas mucosas como granulosas se lograron visualizar las células
mioepiteliales que rodean a las mismas y a sus conductos, esto coincide con lo obser-
vado por Moreno Gémez (2014) en Phyllobales bicolor; él cual indica que dichas cé-
lulas colapsan el lumen de los acinos y conductos facilitando la secrecion y liberacion
de su contenido glandular.

Segun Neuwirth et al. (1979) la funcidn inicial de las glandulas granulosas fue el de
producir veneno; pero luego fueron adaptadas a la produccion de diversas toxinas, que
evolucionaron separadamente en algunos grupos de anfibios, entre otras es mantener
humedad en la piel; como es de notar, esta glandula actualmente no cumple la funcién
para la cual fue creada, por lo tanto puede decirse que es una exaptacion. Entendiéndo-
se como exaptacion a aquellos rasgos cuyo origen evolutivo no esta relacionado a su
funcioén bioldgica actual (Baum y Larson, 1991).

En el Orden Gymnophiona las glandulas granulosas y mucosas varian en tamatfio,
numero y distribucion, cuyas diferencias han estado presente desde las formas ances-
trales, pero probablemente evolucionaron filogenéticamente a través del espacio y el
tiempo (Fox 1983).

Segun Fox (1983) dentro de los anfibios, los Gymnophiona son los tnicos que
retienen escamas dermales; excepto en las familias Scolecomorphidae y Typhnolec-
tiidae; sin embargo actualmente existen controversias acerca de la presencia de dicha
estructura en ésta Ultima familia, ya que autores como Wake (1975) han encontrado
pequetias escamas a nivel del dorso del cuerpo de la especie Typhlonectes compressi-
cauda, no obstante en 7. venezuelensis se demostro lo contrario; es decir a través de
los cortes histologicos a través de Microscopia Electronica y de Luz no se observaron
escamas dérmicas en el tegumento. En los Gymnophiona, esas estructuras forman pe-
quefios conjuntos de discos planos que se encuentran en cavidades de anillos transver-
sos, a nivel de la region dorsal (Zilberberg y Ricgles 1980; Fox 1983) y en unidn a las
glandulas venenosas constituyen una defensa contra los depredadores y la desecacion
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de la piel. Por otra parte, a pesar de que Fox (1983) indica que sélo los Gymnophiona
presentan escamas, también ellas estan presentes en ranas del Género Brachycephalus
(Young 1985; Ulrich y Storch 1976).

Recomendaciones

-Llevar a cabo un andlisis histologicos de la piel en otras especies de la familia
Typhlonectidae, para hacer comparaciones y asi poder establecer sus relaciones filoge-
néticas; lo cual constituiria un aporte importante al estudio del Orden Gymnophiona y
por ende al area de Herpetologia.

-Realizar coloraciones especiales que permitan visualizar otros elementos celula-
res, las cuales involucran PAS ( Acido Periddico de Schiff), Tricromico de Masson,
entre otras tinciones.
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