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1.0 INTRODUCCION

En estudios previos demostramos la presencia de
inmunoreactividad (IR) para Met—FEncefalina (ME) y
Leu-Encefalina (LE) en hipdfisis y encé&falo de dos anfibios
urodelos; Ambystoma mexicanum (11, 29) y Ambystoma tigrinum (30).
Al igual que en reptiles, (100) en estos anfibios la
concentracién cerebral de encefalinas es relativamente mayor
que en el cerebro de mamiferos y su distribucién exhibe una

clara regionalizacidén. Ademds en A. tiqrinum. que presenta
metamorfosis espontdnea, observamos que la concentracidn

encéfalica e hipofisiaria de encefalinas difiere de manera
significativa entre organismos metamorfoseados y sin metamorfosis
(30) .

Estos resultados aunados a la relativa sencillez del
sistema nervioso de A. mexicanum, nos llevaron a considerar el
estudio de este anfibio, desde diferentes puntos de vista. En
particular, estos primeros hallazgos planteaban la interrogante
de cudl podrfa ser el significado de tales neuropéptidos en l1a
fisiologia de A. mexicanum y otros anfibios.

La mayorfia de los anfibios tienen un ciclo de vida que
incluye dos procesos generales de desarrollo: la embriogénesis y
la metamorfosis. Después del desarrollo embrionario se
presenta una fase larvaria que al igual que la fase embrionaria
es acudtica, y al presentar metamorfosig da lugar a la Fforma
adulta terrestre. Se considera que las transformaciones
estructurales, fisiolégicas, bioquimicas y conductuales que
caracterizan a la metamorfosis permitirdn que los organismos se
adapten al nuevo habitat (17, 39, 46, 57).

La metamorfosis en los anfibiog depende de mecanismos
endocrinos, en los que participan las dos hormonas tirocideas
biocactivas (tiroxina, T4 y triiodotironina, T3)., asf como las
hormonas hipofisiarias: tirotropina (TSH) y prolactina (PRL)
dependientes de la regulacidn hipotaldmica (52. 53, 88).

A. mexicanum presenta una estrategia de desarrollo
especial, conocida con el nombre de neotenia. Este proceso se
caracteriza por la maduracien de la actividad reproductiva en

organismos que retienen su morfologia y habitos larvarios.

As?Y, paradojicamente, en los organismos neoténicos, la
regulacidn neuroendocrina es funcional para la reproduccién;
mientras que la metamorfosis permanece Inhibida (46, 88).

Desde el punto de vista experimental, esta egpecie,

representa un excelente modelo para realizar estudios sobre la
metamorfosis. A. mexicanum es una especie neotédnica obligada
inducible, que a diferencia de la mayorfa de los anfibios, no
presenta metamorfosis espontdnea; sin embargo, es capaz de
presentar metamorfosis bajo la administracién experimental de
hormonas tiroideas o TSH (17, 46, 88). Asil, es posible
controlar Y sincronizar el momento de inicio de la
metamorfosis en todos los organismos experimentales., analizar el
desarrollo temporal del proceso e identificar las diferentes
etapas de la metamorfosis.

Sobre estas bases la presente tesis se .disefid con el
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propssito de cuantificar la concentracidn  de encefalinas en
diferentes estructuras encefdlicas y en la gldndula hipdfisis de
A. mexicanum durante las etapas de la metamorfosis inducida con
4.

El andlisis de estos mensajeros quimicos en diferentes
condiciones fisiol&gicas, como en el caso de las etapas de la
metamorfosis, podrifa proporcionar informacidn importante sobre el
papel que las encefalinas Juegan en la fisiologfa de los
anfibios.

Para alcanzar el objetive central de la tesis fue
necesario cubrir otros dos objetivos particulares:

a) Contar con una poblacién suficiente de A. mexicanum bajo
condiciones controladas, lo cual se logrd mediante el
establecimiento de una colonia de A. mexicanum en condiciones de
laboratorio. La formacién de la colonia se enmarca en los
objetivos globales de un proyecto de Investigacidn sobre la
biologfa del desarrollo y las encefalinas en esta especie,
llevado a cabo en la institucién donde se realizdé el trabajo de
tesis. (Apéndice, anexo I).

b) Contar con un método para la induccidén de metamorfosis en A.

mexicanum Y reconocer sus etapas. En el caso de anfibios
urodelos no existen métodos precisos para la Induccidn de
metamorrfosis, tampoco para la definicion de sus etapas (90) .
Fue necesario evaluar la dosis, via y frecuencia de
administracién de T4 con el objeto de encontrar las

condiciones OJptimas de estimulacion de metamorfosis en A.
mexicanum a la vez que permitiera reconocer las etapas del
proceso mediante criterios morrfométricos (Apéndice, anexo II).

En base a lo anterior, en el cuerpo central de la tesis se
presenta, hasta donde sabemos, el primer estudio en A,
mexicanum acerca de los cambios en la concentracidn de las
encefalinas en el sistema nervioso central (SNC) y la gldndula
hipéfisis a lo largo de la metamorfosis.

Con el prop&ésito de ubicar la presente investigacién en un
contexto biologico y fisiologico, la tesis se divide en las

siguientes grandes secciones. En la primera se revisan los

aspectos mds relevantes sobre la biologifa de los anfibios
anuros y urcdelos, con especial atencién en A. mexicanum, asy
como en los procesos de metamorfosis y neotenia. En una
segunda parte se hace una revisidén de la informacién
disponible acerca de las encefalinas en el SNC de diferentes
especies animales, en particular en los anfibios. En la
tercera seccién se ‘'describen los obJjetivos, hipdtesis ;%

desarrollo del presente estudio. A continuacidén se presenta
una seccidén que describe y discute los resultados obtenidos. En
seguida se presenta el apendice con sus anexos
correspondientes y por dltimo se anotan las referencias
bibliogrdficas.



2.0 ANFIBIOS

2.1. Biologta de los Anfibios

Los anfibios son vertebrados poigquilotermos
(temperatura Iinterna variable). Generalmente presentan piel
lisa y sin escamas, con circulacion doble pero incompleta y
corazon dividido en 3 cavidades. La respiracién es pulmonar en el
adulto, aunque existen algunas excepciones. Ponen huevos
carentes de las membranas amniotica y alantoidea, es decir son
anamniotas. FEn la mayorfa de los casos a partir de los huevos
fecundados se desarrollan larvas que difieren de los adultos
en hdabitos., morfologfa y estructura: que mediante metamorfosis
adquieren la forma adulta, y se desplazan hacia el medio
terrestre (39, 46).

Origen y Evolucion de los Anfibios

Desde el punto de vista evolutivo., los anfibios fueron
los primeros vertebrados que prosperaron con &xito en el medio
terrestre. ademds de ser los primeros tetré&podos conocidos
(182). Como se ilustra en la Fig. 1 los anfibios se originaron a
partir de un grupo de peces crosopterigios. Los primeros
anfibios surgen hace aproximadamente 350 millones de afios, en la
era Paleozoica., en los periodos Devénico superior y Carbonifero
inferior. Después de varios intentos de radiacidén evolutiva,
con formas que no Illegaron a sobrepasar el Tridsico., Uuna
de ellas se estabilizdé y origind a los grupos de anfibios
actuales. Las especies de anfibios actuales pertenecen &
alguno de los tres sigulentes ordenes: Anura (sapos y
ranas). Urodela (salamandras Y especies afines) y Apoda
(cecilias) (17. 182).

La evolucidén de los vertebrados mediante la transicién de
la vida acudtica, con respiracién branguial y cutdnea, hacia
el medic terrestre con respiracién aérea, impuso nuevas y

diversas exigencias. Se requirieron nuevos organos
locomotores, con integracidn nerviosa para coordinar la funcidn
de las distintas estructuras en la locomocidén cuadripeda.

La mayor concentracion de oxIgeno disponible en la atmésfera pudo
ser ventajosa Gnicamente para los organismos que fueran
capaces de resistir 1la desecacidn y servirse de sus O&rganos
sensoriales en el nuevo ambiente. Se calcula que se requirid un
periodo de 30 millones de afios para desarrollar el m&s primitivo
de los anfibios a partir de sus antecesores los peces, y otros
100 millones de affos (m.a) para estabilizar las formas actuales.
Las pruebas geologicas revelan gque los periodos
Silurico (hace 440-400 m. a.) y Devonico (hace 400-350 m. a.)
fueron tiempos de sequfas generalizadas con rifos y lagunas
reducidos. Durante el final! del Devonico es probable que
algunos peces dipnbicos aprendieran a reptar por aguas pboco
profundas. Toda alteracidn que significara desarrollo muscular,
sostén egquelético y regulacidén nerviosa de extremidades,
representd gran ventaja selectiva. Otras ventajas accesorias

5



Aves Momiferos

Reptites

Anfibios

su
Se

AN //ﬁ%ﬂgf

/, T R 3
s\ UPN
a//ﬁ//f//ﬁ/‘rf?ﬂﬁ/ 3 w W
) z8
TR 0o e
7///////////////////////&%&%&?25:”%/////// // -en

TR
g4

NN

AN S
O H

R R R RO

?/////////.//VM/W/.//%/////M%///, /Z/////////{

z

o Emmm——— ‘_,2//////////////////4////////%/%%?
8 N///////////////////////////////////////g??. s.éé%%%%.uw
o] oo T s o
I AN
@y
Sm— D
n [«3 Q o
Y Gul 2l oyl 3l d) @ 1 ol o
L RRRHEHEEEE
°© o
a Qo [+4
Qo c w [=3
= [218] 128]cls|k]g]|g|2)é
w ut = 0 ) H © z g > M
o gle S12|&E]2:81513)1¢=
3l I HBEHEIEINE
ERA |CENOZOICA| MEZOZOICA PALEOZOICA

5. a
(16).

relacion

CROSOPTERIGIOS
tiempo geoldgico

apoba
5z URODEL A

4
6

de los vertebrados en
de

escala
6n de los anfibios.

-

Clasificacion
ético y a la

1.

origen fil
sefiala la ubicaci

FIGURA



fueron los cambios adaptativos de la piel, de los &rganos de 1los
sentidos ¥ del aparato respiratorio. Durante el periodo
Carbonffero (hace 359-270 m.a.) los anfibios se dividieron
en dos grandes grupos: los que prosperaron en la Tierra y
los que sin lograrlo por completo, regresaron a su medio
1fquido original. Los anfibios primitivos fueron
eliminados por sus descendientes, los reptiles, tanto en
tierra como en el agua. de manera que so6lo unos pocos
sobrevivieron, y de ellos descienden las especies actuales. Los
anuros probablemente derivaron del tronco de los peces
laberintodontos, en tanto que los anfibios urodelos y apodos
se derivaron de los peces lepospondilos y regresaron al habitat
acudtico tempranamente en la historia evolutiva de esta clase
de vertebrados (17, 39).

El Ciclo de Vida de los Anfibios

Se considera que los anfibios son una evidencia viviente
del proceso evolutivo respecto a la ocupacion del medio
terrestre. En la mayorla, durante su ciclo de vida se observan
caracterfsticas de individuos adaptados a uno y otro medio
ambiente. Un renacuajo Se caracteriza por tener cola en forma
de aleta caudal; por un sistema de lInea lateral, por tres
pares de branquias y tres pares adrticos pero sin pulmones en
las fases 1iniciales de su desarrollo; por un corazdén de dos
cavidades, por un hueso hiomandibular que no llega a ser un
hueso del ofdo medio y la ausencia de extremidades. El
desarrollo posterior que lo convierte en un individuo adulto
estd dado por todas las adaptaciones a la vida terrestre que
se adquieren de nuevo en cada ciclo bioldgico individual (182).

Especificaciones sobre sus Caracteristicas

Sistema Locomotor. A partir de un antecesor de aletas
lobuladas, los anfibios descendientes, han adquirido 1a
capacidad de caminar en cuatro patas (182). Al igual que los
anfibios primitivos, los urodelos vivientes conservan una
forma semejante a la de los peces. En un pez, la columna
vertebral tiene que resistir compresiones laterales sin perder
flexibilidad. FEn los animales terrestres, la flexibilidad es
menos necesaria, pero la resistencia debe aumentar, por lo que es
imprescindible la coneccion de la columna vet‘;gebrafg,jo,con las

extremidades, de modo que esta caracteristica desde
los primeros tetrdpodos. Sin embargo. los urodelos
desarrollaron en menor grado que los anuros tales

modificaciones estructurales, los primeros conservan su medio
acuatico de manera mas estricta (39).

Piel. La piel lisa y sin escamas es otra adaptacién
importante en los anfibios actuales. La piel glandular y
secretora de mucus protege ante la desecacidn (180, 182). La
dermis de los anfibios presenta diferentes tipos de
cromatéforos: melanéforos (tono claro u obscuro general).
guansforos (color verde azulade), lipSforos (diferentes matices a
los azules y acentda la coloracién verde del anfibio)., que
responden a estImulos internos y externos tales com¢ sensaciones
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tactiles y viscerales. Ademas la hormona estimulante de los
melanocitos (MSH) regula la dispersién relativa de los pigmentos
en los melanSforos (39, 46).

Sigtema Respiratorio. FEl1 pulmén de los anfibios es
esencialmente un saco formado por una capa celular por cuyas
paredes ocurre el intercambio de gases. En los anfibios que
han perfeccionado su sistema de respiracién comienza el
plegado pulmonar, con lo que se consiguen superficies mayores de
intercambio gaseoso. En las especies acudticas, los
pulmones estdn menos plegados (algunas veces sélo sirven como
Sérganos hidrostd&ticos, como la vejiga natatoria de los peces).
con aumento proporcional de la vascularizacion de las paredes
cutdneas, ya que el intercambio gaseoso en anfibios, ocurre
principalmente a través de la piel que se auxilia de las
branquias, los pulmones y la cavidad bucal (39, 182).

Las larvas de los anuros rfrecuentemente presentan
branquias internas y externas por las cuales mantienen
circulacién de agua, mediante los musculos que en la vida
adulta le servirdn para la respiracién pulmonar. Las larvas de
los urodelos toman el oxIgeno por las branquias internas que
comunican con el exterior mediante ventanas branquiales. En los
casos donde las formas larvarias alcanzan madurez sexual,
de modo que no ocurre metamorfosis y el adulto aparece con

aspecto larvario (neotenia) las branquias externas son
permanentes (39).

Sistema Excretor. Todos los animales de agua dulce
excretan amoniaco, producto terminal del metabolismo

nitrogenado en el higado. El amoniaco se diluye en el agua.
Las larvas de anfibios excretan amoniaco, mientras que las
formas adultas terrestres excretan urea. La obligada excrecién de
nitrégeno en los seres vivos depende del grado evolutiveo y del
habitat. Por eJjemplo, los peces de agua dulce excretan
amoniaco, es decir son amoniotélicos; mientras que los peces de
agua salada y las aves excretan urea, es decir son ureotélicos.
Durante el ciclo de vida de los anfibios se pueden observar las
dos modalidades (46, 72, 89). El sistema excretor en losg
anfibios es de tipo mesonefros adapatado particularmente a la
eliminacién de agua. perc no de sales (182).

Sigtema Circulatorio. En el estadeo larvario presentan un
corazoén de dos cavidades. Un corazdén con tres cdmaras es una
adaptacidén a la respiracién aérea, capaz de Impedir hasta cierto
punto la mezcla de sangre oxigenada que retorna de los pulmones
con la sangre venosa (182).

Ofdo. En los anfibios la mandibula superior estd
fusionada con el crdneo; el hiomandibular queda libre Yy se
convierte en la columnela, un hueso del ofdo medio. Uno de los
extremos de la columnela esta unido al t Impano externo,
situado al ras del cuerpo y el otro extremo al ofdo interno.
Dicho hueso transmite las vibraciones sonoras al ofdo interno
(180, 182).

Linea Lateral. Las larvas de los anfibios estan
provistas de oOrganos de la lfnea lateral, que se conservan en
los adultos, si la especie se mantiene en el medio acudtico. La
piel en los anfibios posee terminaciones nerviosas libres,
gensibles al contacto, agentes quimicos. temperatura y
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traumatismos. Sin embargo, esas terminaciones no estdn
conectadas a formacliones accesorias como en los tetrdpodos mds
complejos (39, 126).

Gusto, Olrfato y Visidén. La boca estd provista de
papilas gustativas que son sensibles a los estfmulos salados y
&cidos. FEl olfato en anfibios es muy eficaz y se regula a
nivel del Organo vomeronasal (51). El globo ocular es casi
esférico, por lo que la visién al parecer es mejor bajo el
agua que en el aire. El cristalino es mf&s plano en los anuros
que en los urodelos. El 1iris, reacciona a los cambios de
intensidad de luz directamente y por mecanismos reflejos. La
retina contiene conos y bastones. con una micula central donde
predominan los primeros (182).

Sistema Nervicso. En el sistema nervioso (SN) de
anfibios se observan dos meninges: una pia madre vascularizada
unida al encéfalo y a la espina dorsal, y wuna dura madre,
adyacente a los huesos. Los patrones de distribucién celular,
con los cuerpos neuronales en torno a los ventriIculos cerebrales,
reflejan un patrdn primitivo de organizacidén (46). Sin embargo,
el SN de los anfibios se encuentra en un punto intermedio entre
los vertebrados. Conserva las caracteristicas de los peces y
presenta algunas modificaciones que son la base para su
evolucién posterior. hasta alcanzar un grado de complejidad
tal como lo observamos en los mamfferos (71, 180).

En el encérfalo de los anfibios es posible distinguir
las tres regiones principales del cerebro de los vertebrados
"superiores': a) el procencéfalo o cerebro anterior; b) el
cerebro medio o mesencéfalo y c¢) el cerebro posterior o
rombencéfalo (cerebelo y médula oblongada), no obstante que el
grado de organizacién es menos complejo (46, 71, 180).

a) Cerebro Anterior El! cerebro anterior se divide en
telencéfalo y diencérfalo. El telencéfalo se compone de un
par de bulbos olfatorios y hemisferios cerebrales que son
cortos y mAs invaginados en anuros. Cada hemisferio cerebral se
divide en un palio dorsal y un subpalio ventral; se distingue
por un surco sobre la superficie interior de Ilos ventriculos

Y en anuros por una ranura sobre la superficie exterior. En
el subpalio, se distingue un septum medial del ganglio basal
lateral. También el palio se diferencia en un hipocampo

interno y un primordio piriforme externo (46).

El1 telencéfalo es el receptor de Impulsos sensoriales
derivados del epitelio olfatorio del los sacos nasales. Todas
las partes de los hemisferios cerebrales reciben impulsos de
las fibras olfatorias (46, 180). En los peces y anfibios es
algo mas que un centro olfativo que recibe aferencias de los
bulbos olfatorios y los envia a los hemisferios cerebrales. La
base del telencéfalo (estriado) esta involucrada en la
integracion de respuestas sensoriales y motrices (coordinacion de
respuestas condicionadas y comportamiento instintivo simple)
(39). El septum y el eostriado son estaciones sindpticas
donde las fibras olfatorias se unen con las fibras del talamo y
el cerebro medio (46).

La =zona no pareada del cerebro anterior, el diencérfaloe
consiste de tres partes principales: el epit&lamo (parte
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dorsal)., el tdlamo (paredes lateral y ventral; zona engrosadal) Yy
el hipotdlamo (zona posteroventral). El epitdlamo se compone del
ganglio abelular. un plexo coroideo (una invaginacion
vascularizada en el tercer ventriculo) gque son anteriores, y el
organo pineal que es posterior. En cicldstomos, en muchos peces

¥y reptiles se observan estas estructuras; mientras que en
anfibios estdn fusionadas (180).

El tdlamo en peces y anfibios conecta la entrada
olfatoria al cerebro medio. Contiene una rama de fibras gque se
conectan con todas las partes contiguas del cerebro, lo cual
hace del tdlamo un importante centro para la correlacidn
sensorial. Se trata de una zona poco diferenciada en los
vertebrados y es una de las dreas primitivas de integracion

mds altamente desarrolladas que controla muchas formas de
comportamiento instintivo complejo (39).

El hipotdlamo se divide en las regiones prectica vy
tuberoinfundibular. En adicidén a numerosas fibras que se

conectan con el t&lamo ventral, el ndcleo predptico
magnocelular se conecta al lobulo ventral de la hipcofisis y
distintas &reas del nilcleo parvocelular conectadas con los

vasos portales hipofisiarios. El hipotdlamo contiene centros
nerviosos que integran las funciones del sistema nervioso
auténomo periférico con los otros tejidos nerviosos. Controla

la regulacién de la temperatura, funciones reproductivas.
metabolisme del agua., grasas y carbohidratos. Contiene cé&lulas
neurosecretoras que producen las hormonas hipotaldamicas

l1iberadoras e 1inhibidoras que regulan la secrecidn de las
hormonas de la adenohipdfisis. Esta comunicacién es de suma
Importancia b % conforma el eje central del sistema
neuroendocrino (39, 46, 180).

bJ CEREBRO MEDIQ FEl1 cerebro medio ] mesencéfalo es
principalmente un centro de asociacién. Esta formado por los
1&6bulos Spticos (tectum dorsal) y la porcidén peduncular. Los
16bulos Opticos y el tejido que compone al tectum estan mds
desarrollados en los anuros (46).

El mesencéfalo de los vertebrados "inferiores"
presenta dos cuerpos bigeniculados, que se observan como un
ensanchamiento dorsal y actdan como centros del sentido de la
vista (143, 180). El! tectum tambien recibe proyecciones desde
los ndcleos sensoriales del rombencéfalce y de la médula
espinal (39). La funcidn del tectum Jptico es el control
visual sobre los movimientos del cuerpo como un todo, y
particularmente la orientacidn del cuerpe y los movimientos
conjugados de los globos oculares con referencia a los objetos en
el campo visual. La region peduncular recibe fibras de
prdcticamente todo el cerebro anterior hacia la médula; su
funcién principal es el control de movimientos en masa del
cuerpo Yy las extremidades. También este es el punto de origen
de los musculos opticos (46).

La iniciacidn y coordinacison de la actividad motora se

localiza en el techo del mesencéfalo (143, 180). En algunos
anfibios se ha descrito que el tectum:; en adicidn a las
proyecciones de los estimulos visuales también contiene
proyecciones aferentes con informacidn somatosensorial (68);
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incluso se ha encontrade que algunos impulsos somatosensoriales
hacia el tectum son de origen espinal Y serotoninérgicos:
con proyecciones serotonérgicas espinotectales bilaterales
(67).

c) CEREBRO POSTERIOR. FEl rombencéfalo (cerebelo ¥y médula
oblongada) constituye la regién posterior del cerebro y es
continuo con la médule espinal. El cerebelo de los anfibios
consiste de las protuberancias paramedias dorsales y un par
de lobulos auriculares mas laterales, que son una
continuacion del sistema acusticolateral de la medula. En
comparacién con otros vertebrados el cerebelo es pequefio,
especialmente en anfibios adultos terrestres. FEl1 cerebelo de
anuros tiene una verdadera laminacion de celulas y fibras, y las
cé€lulas de Purkinje (células interlaminares con forma de matraz)
tienen una estructura mi&s definida que en otros anfibios. FEl
cerebelo es el centro de la coordinacidén motora, y el pequefio
tamafic presumiblemente se correlaciona con las actividades
locomotoras comparativamente sencillas de los anfibios. El grado
de desarrollo de los 16bulos auriculares se asocia con la
presencia del sistema de Ilfnea lateral. Las larvas y los
urodelos neoténicos tienen lobulos auriculares mds grandes.
Fibras provenientes de prdcticamente todas las partes del
cerebro terminan en el istmo. El istmo esta situado entre el
cerebelo y la médula (46).

En el rombencéfalo se encuentran los centros de
asociacidén con los nervios que llegan a la lfnea lateral y el
ofdo interno. En esta regidn se encuentran los cuerpos
celulares de las c&lulas de Mauthner, cuyas prolongaciones
recorren la médula espinal y controlan los movimientos
coordinados del tronco y la cola. Este par de células se
observa en los anfibios durante los estados larvarios y en
adultos acudticos (neoténicos). (143, 180). Cuando se presenta la
metamorfosis completa, las cé&lulas de Mauthner desaparecen
(113). Todos los nervios sensoriales, excepto los de la visién y
el olfato, asi como las fibras que controlan casi todas las

motoneuronas pasan a traves del rombencefalo. Muchos nervios
sensoriales establecon sinapsis en el rombencéfalo y
proporcionan informacisén necesaria para el control

propioceptivo del equilibrio, los movimientos y reflejos
auditivos simples. Para estas funciones son importantes las
aferencias procedentes de los nervios vestibular y coclear
(39).

GlAndula Hipsfisis. La hipéfisis es muy semejante en todos los
tetrapodos en su morfologia y funcién. Se localiza en la base
del cerebro, en la regién del diencéfalo y se conecta con é&ste
por medio del tallo hipofisiario. Consta de tres porciones ©
18bulos principales: anterior (pars distalis). Intermedio (pars
intermedia) y posterior (pars nerviosa). FExiste un cuarto
componente, conocido come pars tuberalis, que en realidad se
trata de una porcidén modificada del lsbulo anterior. Los 18bulos
anterior e intermedio forman la adenohipéfisis o bolsa de Rathke.
La pars tuberalis se constituye por dos placas epiteliales unidas
a ambos lados del tallo hipofisiario, anterior a la eminencia
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media. En anuros, la adenohipsfisis es ventral y posterior al
lcbulo neural. La pars distalis es mis amplia que larga,
dorsalmente se continda con la pars intermedia )%
anteriormente se conecta con la eminencia media por una cadena de
tejido conectivo a través del cual pasan los vasos portales (17).
En urodelos la pars distalis ocupa la misma posicidén pero es
mds alargada (Fig. 2). La neurohip&fisis se origina a partir del
infundfbulo, una evaginacidén ventral del diencéfalo embrionario.
Esta regién incluye en realidad a la eminencia media del tuber
cinereum del hipotdlame. al peddnculo infundibular gque contiene
axones de las células nerviosas de nicleos hipotaldmicos y al
16bulo neural en si (180). E! 16bulo neural es generalmente mds
grande en los anfibios terrestres (17. 44)

La capacidad funcional de la hip6fisis completa depende de
su comunicacién nerviosa y vascular con el hipotdlamo. Esta
conexiébn es Indispensable para el control de las secreciones
hipofisiarias en respuesta a estimulos enddgenos [=] externos
integrados por el cerebro. La funcidén de la adenohipéfisis estd
sujeta a la regulacidn neurosecretora del hipotdlamo. a través de
las fibras del tracto hipotdlamo-hipofisiario y por medio de
los vasos portales hipofisiarios (17. 44. 46).

La adenohipéfisis produce diferentes hormonas: hormona
folfculo estimulante (FSH). hormona luteinizante (LH), PRL.
TSH. la hormona del crecimiento (GH) y hormona adreno-

corticotrépica (ACTH). La funcidén de este grupo de hormonas es
bdsicamente la misma que en los otros vertebrados. La PRL
en anfibios iInterviene en la produccién de la gelatina en los
oviductos, produce cambios glandulares y estimula la
proliferacién de melanosomas en el integumento. estimula el
crecimiento de tejidos caudales y branquiales y se ha postulado

que es un antagonista de las hormonas tiroideas en la
metamorfosis. La TSH estimula la secrecion de hormonas
tiroideas en la glandula tircides. mismas que estimulan la
metamorfosis. La pars intermedia secreta: MSH., que regula los
cromatoforos Integumentarios: causa la dispersion de los
melanosomas en los melandforos. La neurohipéfisis secreta la
hormona antidiurética (ADH), la arginina vasotocina (AVT) y la
oxitocina (OXT) . La ADH causa un Incrementec en la taza de

reabsorcion en los tubulos del rificn, secundariamente causa un
decremento en la taza de filtracion glomerular. La AVT y la OXT
Incrementan la permeabilidad del agua y sales en piel, rifiones y
vejiga urinaria (46).

Casos Especiales

Los anfibios se han adaptado a la vida terrestre en
muchos aspectos, sin embargo, en algunas especiles, las
modificaciones adaptativas se salen del patrén general. Se

conocen especiles, como el anuro Previceps, que presenta una
capacidad notable para labrar galerfas, gracias a un hocico
prolongado como el de los vertebrados hormigueros. FEntre los
anuros son comunes las especies arbdéreas, pricipalmente en climas

trepicales y se conocen anuros estrictamente acudticos como
Ascaphus. Entre los urcdelos se conocen varias modificaciones
especiales. Por eJjemplo Salamandra maculosa y Ambystoma, de
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Anura { Bufo)

Gymnophiona (Hypogeophis)

Dipnot (Protptieras)

FIGURA 2. Estructura de la gldndula hipéfisis correspondiente a
los 3 principales grupos de anfibios en comparacidn

con los
peces pulmonados. I= saco Infundibular, 2= 16bulo neural,
3=pars intermedia. 4= emIiInencia media, 5= '"zona tuberalis'. 6=

vasos sangufneos portales (16).




América del Norte, son basicamente terrestres, al contrario de la

mayoria de las especies de este orden, cuyo medio es
acudtico. La salamandra gligante de China ¥ Japdon,
Megalobatrachus, llega a medir hasta dos metros de longitud,

carece de parpados y pierde sus branqguias al ser un animal
adulto. Ambystoma mexicanum no alcanza la metamorfosis, de modo
que se reproduce conservando sus caracteristicas de morfologfa y
hdbitos larvarios (39).

Biologia del axolotl Ambygtoma mexicanum

Taxonomia: El termino axolotl o ajolote, que en nahuatl

significa moustro, sirviente o duende del agua (157): se ha
utilizado para referirse a una gama amplia de especies del
género Ambystoma. donde las formas adultas presentan

branquias largas. Sin embarge, el nombre axolotl se asocia
principalmente con la especie que se distribuyd en el Valle de
México y actualmente sélo se localiza en algunos puntos
de los canales de Xochimilco. El consenso reciente entre los
zodlogos es que al hablar de axolotl, es sé6lo en relacién a
la especie Ambystoma mexicanum (20).

A, tigrinum y A. lermaensis son dos especies que
cominmente se confunden con A. mexicanum. $in embargo, el grado
de neotenia en tales especies es distinto (ver seccidn: Neotenia,
pags. 22-23).

A. tigrinum es una especie neotenica facultativa que se
distribuye a lo largo del eje neovolc&nico y en algunas
poblaciones existen organismos tanto neoténicos como

metamorfoseados., principalmente en las regiones de Puebla y
Tlaxcala (20. 157).
De la especie A. lermaensis también pueden encontrarse

organismos neoténicos, que por su coloracidn obscura. pueden
confundirse con A. mexicapum . El acuerdo tomado por la
Comisién Internacional de Nomenclatura Zoolégica en 1963 ¥

1974 fue que el nombre cientIfico Ambystema mexicanum es
para referirse a la especie neoténica de los canales de
Xochimilco y se descarto la posibilidad de coespecificidad con A.

tigrinum (157). La clasificacion de la especie que nos ocupa es
la siguiente (157, 180).

Reino: Animal
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Superclase: Tetrdpoda
Clase: Anfibia
Orden : Urodela
Género: Ambystoma
Especie: mexicanum

Nombre Cientifico: Ambystoma mexicanum

Cilclo de Vida y Reproduccién: A. mexicanum en su medio

natural se encuentra como una forma neoténica, que no
presenta evidencias externas de metamorfosis, que es madura
sexualmente y se reproduce conservando su morfologia. y

hdbitos larvarios (20, 46, 88). Se considera que la neotenia en
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A. mexicanum surgid Inicialmente como una forma de sobrevivencia
que dio lugar a un mecanismo adaptative ante lJas condiciones
ambientales y que se relaciona con las aguas frias de los lagos
en =zonas montafiosas del Valle de Mé&xico y la escasez relativa de
iodo disponible en el agua (57, 182).

Desde el sigleo VII A. mexicanum ha llamado la atencidn de
muchos investigadores en diversos paises, principalmente por
su caracteristica neoténica (46, 88). La relativa sencillez de
mantenimiento asf como las posibilidades de manipular
experimentalmente su ciclo reproductivo, ha permitido la
formacisén de varias colonias de la especie en los Estados Unidos
de Norte Amsrica, Canad&d y varios paises de Europa, con
el objeto de wutilizarlo como animal de experimentacidn,
principalmente en estudios de genética y diferenciacidn (8,
20, 154).

La formacion de la colonia de A. mexicanum como parte
del trabajo de la presente tesis considera estos aspectos y
aborda a la especie no anicamente como animal de
experimentacion sino tambien como objetivo de estudio.

Se conoce muy poco respecto a su ciclo de vida en la
naturaleza. Brandon (21) menciona que una especie cercana (4.
dumerilii) se reproduce durante la primavera. Y Smith (157)
plantea que por ser especies cercanas a A. mexicagum el proceso
reproductivo podria presentarse en la misma estacién.

Por otro lado. los datos de las diferentes colonias
respecto al momento de la reproduccidén son variables; aunque se
observa que atin en cautiverio, A. mexicanum conserva clerta
estacionalidad al respecto. Algunas colonias reportan eventos
reproductivos durante todo el afio, con una frecuencia mayor
durante el invierno y/o la primavera (9, 10, 112). Los datos
son concordantes respecto a que de manera natural A. mexicanum
presenta un ciclo reproductivo anual, mismo que puede modificarse
durante todo el afic por manipulacion experimental, mediante la
administracién de hormonas gonadotrépicas (9. 10). Nuestros
resultados, tanto de los registros de campo para la formacién
de la colonia asi como con respecto a los desoves en el
laboratorio, concuerdan con los planteamientos anteriores.
Nosotros hemos registrado desoves tanto en el campo como en el
laboratorio en las estaciones de 1invierno v primavera
principalmente (31).

Los datos de laboratorio indican que la reproduccion de A.

mexicanum. como en otros anfibios urodelos. incluye los
siguientes eventos: maduracidn de gametos, comportamiento de
corteJo hembra—-macho, depositacion del espermatdrforo,
interacciones macho—hembra. captura del espermatéforo por

parte de la hembra a través de la cloaca, fecundacidén Interna y
ovoposicién de los 6vulos fecundados (10, 46. 112). La hembra
deposgita los huevecillos en algun substrato; plantas, piedras o
manguera de suministro de aire en forma de espiral. El
desarrollo embrionario dura entre 15 a 20 dfas e incluye el
pleno desarrolleo de las branquias asi como de las extremidades
anteriores, momento en que las larvas eclosionan y desarrcllan
las extremidades posteriores. A partir de este momento no se
observan modificaciones morfolégicas externas marcadas. Se
presenta el crecimiento y maduracidn sexual gque culmina en los
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organismos adultos, mismos que se reproducirsan en el medio
acudtico (31).

La posible extincién de la egpecie. Otro aspecto de suma
importancia desde el punto de vista bioldgico es que A.

mexicanum es una especie endémica del Valle de México, as
decir que en habitats naturales Gnicamente se ha
desarrollado en esta region (20). La eliminacion paulatina

de los cuerpos de agua del Valle de México han restringido y
casi eliminado el habitat de esta especie. En la época de la
conquista se distribufa a lo largo del Gran Lago (Zumpango,
Xaltocan, San Cristobal, Texcoco: Chalco y Xochimilco) (20,
157). Hacia 1948, la especie se localizaba aitin en el Lago de
Xochimilce y Chalco (158) y para 1950, su localizacidn se
restringe a Xochimilco (159). En 1la dltima década, A. mexicanum
se ha localizado solo en algunos puntos de lo que queda del
Lago de Xochimilco. Los altos indices de contaminacién y la
modificacién constante de la zona son factores que contribuyen
a la extincion de la especie (20, 62). El lograr su reproduccion
en cautiverio podria contribulr de alguna forma a su preservacion
en estudios futuros donde se plantea su reproduccién en
semicautiverio.

2.2 MNetamorfoais

En la mayoria de los casos, el ciclo bioldgico de los
anfibios comprende dos fases con caracteristicas morfologicas y
fisioldgicas especificas. En la primera, como organismos
larvarios acudticos., y en la segunda., como adultos terrestres
(12, 39, 46, 182). El cambio entre las dos principales etapas
se conoce con el nombre de metamorfosis. Se considera que la
metamorfosis es un mecanismo morfo-fisiolégico que prepara a los
organismos para adaptarse a un nusevo habitat (17, 57).

Cambios Mortfo-Fisiolsgicos

Los cambios morfo-fisiolbgicos y de organizacidn
estructural del animal durante la metamorfosis son en parte
progresivos y en parte regresivos, y pueden agruparse en tres
categorfas ( 12, 46, 72):

A, Reduccién o eliminacidn total de estructuras y funciones que
gon necesarias durante la vida acudtica y que no son utiles en el
medio terrestre (aletas, branquias, células de Mauthner y la

cola en los anuros).

B. Reorganizacion estructural: Desarrollo de algunos organos que
solo son funcionales durante la metamorfosis y/o después de
esta (engrosamiento de piel, se vuelve mis resistente a la
desecacion, desarrollo de parpados, modificacion del aparato
branquial y en anuros, acortamiento del intestino).

C. Organos que adquieren su funcidn plena: estructuras que
aunque existen antes y despuds de la metamorfosis, cambian
para  servir a los requerimientos de la vida terrestre
(pulmones. extremidades, oJos. oido, etc.). Los pulmones no
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experimentan cambios dr&sticos durante la metamorfosis. Se
desarrollan gradualmente y en potencia son funcionales en la
fase larvaria. Mucho antes de la metamorfosis las formas
larvarias, tanto de anuros como de urodelos, empiezan a subir a
la superficie para engullir aire en sus pulmones y asi
suplementar su respiracién acudtica.

La descripcidén anterior corresponde al patrén general de
los anfibios anuros. Fn ellos las diferencias entre 1la forma
acudtica y la terrestre son mucho mds pronunciadas, por lo que
los cambios durante la metamorfosis son mayores que en los
urodelos. En estos dltimos la metamorfosis es mds gradual y dura
varias semanas (12, 46). Se considera que el desarrollo en los
urodelos es menos especializado; ya que la morfologia larvaria
no pasa del animal con branguias externas, y no existen los

estadios de larva con brangquias internas v de la
premetamorfosis. En el curso del desarrollo primero se
observa la formacidén de extremidades anteriores y luego de las
posteriores (72), al contrario que en anuros. Los urodelos

se distinguen de los otros dos ordenes de anfibios por la
forma del cuerpo (180). En los urodelos puede distinguirse bien
la cabeza, el tronco y la cola permanente. Las larvas son
estructuralmente muy parecidas a las formas adultas., en ambos
estadios. los dos pares de extremidades son débiles. A
continuacion se anotan los principales cambios morfolégicos
que ocurren durante su metamorfosis (12):

A. Reabsorcion de los pliegues dermicos (aleta dorsal y caudo~—
dorsal) y conservacion de la cola.

B. Las branquias externas se reabsorben ¥ las hendiduras
branquiales se cierran.

€. Reduccidén notable del esqueleto visceral.
D. La cabeza adquiere un aspecto mds ovalado.

E. Los ojos sobresalen mds a la superficie dorsal de la cabeza y
se rorman parpados.

F. La piel se cornifica y se diferencian glandulas cutdneas
pluricelulares. También la pigmentacién tiende a cambiar.

G. Las extremidades experimentan cambios minimos, hay reabsorcion
de las membranas interdigitales.

Una caracteristica notable que se desarrolla al 1iInicio de

la metamorfosis de los urodelos es la presencia de mudas de piel,
caracteristica que perdura en las formas metamorfoseadas (72).
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Cambios Bioqufmico=Fisioldyicosn

Durante este periodo se inicia la funcién endocrina del
pdncreas que se asocia a la mayor participacidén del higado en el
metabolismo de los carbohidratos (glucégeno) (72). FEn el higado
durante la metamorfosis se observa un incremento en la sintesis
de ADN, sintesis y acumulacion de una cantidad estable de
ARN transcripcional, con elaboracion de retifculo endopldsmico
rugoso v un I1ncremento en el namero de mitocondrias
(168). Las proteinas recién sintetizadas Incluyen a las
enzimas del ciclo ornitina-urea. que se desarrolla en
asociacidon con la transicidén del amoniotelismo al wureotelismo
(89). FEl1 higado empieza a producir las enzimas necesarias para
la sintesis de urea. Durante la vida larvaria en los anfibios,
el producto final del metabeolismc nitrogenado es el amoniaco., gque
se elimina fdcilmente por difusién en el agua. En los animales
terrestres el amoniaco resulta toxico. por lo que la mayor
parte de los productos de excrecidn de compuestos
nitrogenados es en forma de urea y pequefias cantidades de
amoniaco. Este c¢ambio metabolico ocurre durante lIlas oaltimas
fases de la metamorfosis (39, 117)

"La reduccidn de las branquias, las aletas y la cola
durante. la metamorfosis implica la apoptosis o muerte
programada de las ceélulas que forman tales organos (169). Este

efecto depende de la presencia de hormonas tircideas y estd
mediado por un aumento en la actividad de enzimas proteolfticas.
Las células caudales est&n provistas de lisosomas con enzimas
hidrolfticas (catepsina, fosfatasa dcida, ribonuclesa. colagenasa

Y desoxiribonucleasa). cuya actividad aumenta durante la
metamorfosis (72). De hecho la colagenasa fue descrita por vez
primera en la aleta caudal de renacuajos durante la

metamorfosis. Al cultivar pequefias porciones de aleta caudal
sobre una capa de colagena fibrosa fue posible determinar la
actividad colagenolitica. La colagenasa se localiza
principalmente en tejidos de anfibios Yy mamiferos durante
procesos de crecimiento o reorganizacidén (65).

La composicion de las proteinas del plasma tambien
cambia. Se producen albiminas en mayeor cantidad durante la
metamorfosis. FEn la sangre del organismo larvario no existe la
seroalbimina, que si estd presente en el adulto (46).

Durante el periodo larvario la sangre tiene mayor
capacidad de fijar oxigeno., mientras que después de la
metamorrfosis hay mayor capacidad de liberacidén del mismo. Con la
metamorfosis se presenta una transicicn notable en la
hemoglobina y el significado adaptativo del cambio se asocia
con el hecho de que la hemoglobina de renacuajos tiene mayor
afinidad por el oxiIgeno; los organismos sSe encuentran en un
medio acudtico donde la tensién de oxigeno es baja. La
hemoglobina adulta tiene menor arfinidad por el oxIgeno que la
hemoglobina larvaria. pero en adultos libera una proporcién de
oxligeno considerablemente mayor a la tension de oxIfgeno que
prevalece en los tejidos de adultos terrestres (56).

En Rana catesbeiana se han identificado cuatro
moléculas de hemoglobina que son distintas en larvas (I-IV) a
las cuatro principales hemoglobinas (A-D) en adul tos. Los
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cambios entre uno y otro tipo ocurren durante la vida
larvaria. En la premetamorfosis temprana, alrededor del 90% de la
hemoglobina total corresponde a los componentes I b II;
mientras que en la premetamorfosis tardia., cerca de dos
terceras partes de la hemoglobina la constituyen los
componentes III y IV (25). De las cuatro hemoglobinas adultas, la
A y la D estdn en una proporcidn relativamente menor, y el
componente C tiene mayor afinidad por el oxIfgeno que el B. El
componente C es el primero en aparecer con la metamorfosis (46).

En urodelos se han identificado tres tipos principales de
hemoglobina en larvas y tres distintas en adultos (185). Los
cambios ontogenéticos en la hemoglobina son similares a los
que se observan en anuros con respecto a la afinidad por el
oxigeno. La transcision de las hemoglobinas larvales hacia
adultas ocurre en el momento de la metamorrfosis morfold&gica en A.
tigrinum:; una transcicioén similar ocurre alrededor del mismo
grado de desarrollo (100-150 dfas) en 3. mexicanum, pero en
este caso la transicidén no se acompafla de la metamorfosis
morfoldgica (45, 46. 172).

La masa corporal, al final de la metamorfosis es menor
que en los organismos sin metamorfosis, debido tanto al
proceso destructivo y reductivo de algunas estructuras como al
hecho de que la Iingesta de alimento puede interrumpirse
durante el periodo critico de la transformacién (12).

Cambios Conductuales y de Hibitos Alimenticios

Los cambios conductuales tienen gue ver principalmente
con la adquisicién de alimento, la reproduccién, la proteccidn
ante sus depredadores y la pérdida de humedad. Tales actividades
las regula el sistema nervioso y los organos de los sentidos
(39. 104).

Los cambios en la dieta. no son substanciales en los
urodelos, las larvas son tan carnivoras como los adultos,

aunque se alimentan de animales menores, principalmente
crustdceos y gusanos. En contraste, en los anuros. hay un
cambio de hdbitos principalmente herbfvoros, hacia habitos

carnivoros, diferencia que se asocia c¢on un intestino muy
largo en las fase larvaria. como en la mayoria de los animales
herbivoros, que se acorta notablemente con la metamorfosis
(12).

Las posibilidades de pérdida de agua por evaporacioén.
una vez que se presenta la metamorfosis son notables. FEn QRana
catesbeiana se ha demostrado que la actividad secretora de las
gldndulas mucosas del integumento., cuyo producto es altamente
acuoso, se encuentra bajo control nervioso y la intensidad de la
secrecién varfa directamente con la temperatura corporal
interna y con la del termostato hipotal&mico (39, 104). FEl1
control de la temperatura que los anfiblios realizan mediante el
comportamiento es menos preciso que en los reptiles, aunque mAS
impresionante ya que se trata de animales, hasta donde se sabe,
exclusivamente ectotermos.

La reducida tasa metabcolica de los anfibios les permite el
ayuno por largos intervalos de tiempo y ser activos s6lo
durante los limitados perfodos en los que las condiciones de
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temperatura y disponibilidad del agua son las adecuadas. Entre

las especies del genero Ambystoma se registran temperaturas
corporales entre los 15 y 28'C, con un Iintervalo que puede
disminuir hasta 9 grados (104).

En los ambystomoideos que son permanentemente acudticos,
sus temperaturas corporales estdn siempre en equilibrio térmico
aproximado con el agua que los envuelve y por tanto su control
de temperatura consiste principalmente en la eleccién del
microhabiat. Generalmente, los adultos acudticos evitan aguas con
temperaturas superiores a 18 o 20'C, pero no se esfuerzan por
evitar temperaturas cercanas a cero. Se considera que en los
anfibios al igual que en el resto de los vertebrados, el
hipotalamo actua como un termostato que activa o Incrementa
el mecanismo que minimiza la pérdida de calor (39, 104).

Factores que Determinan la Metamorfosis en Anfibios

Se sabe que existe un componente genético que puede ser
influenciado por factores mediocambientales (temperatura, luz,
alimentacisén., salinidad, acidez del agua. proximidad con sus
depredadores y otros anfibios.., etc). Se propone que la
recepcién e integracién de los estimulos que inician la
metamorfosis ocurre a nivel del sistema nervioso,
especfficamente, en diencéfalo, en la region correspondiente al
hipotdlamo, Que a su vez controla la funcidén hipofisiaria (17,
46). La metamorfosis en los anfibios se regula por hormonas e
Iintervienen al menos tres drganos de secrecidn Interna: el
cerebro. la hipéfisis y la tiroides. Por lo cual se asume que la
mayorfa de los cambios concurrentes con la metamorfosis los
regula el sistema neuroendocrino (46, 52, 53, 88).

Interacciones Hipot&lamo-Hipofislarias

En el proceso de la metamorfosis, la interrelacidn
funcional del sistema nervioso y la hipofisis es importante. En
renacuajos a los cuales se les extirpa la hipéfisis, o bien se
les transplanta a un sitio alejado del hipot&lamo. Vgr. la cola,
no ocurre metamorfosis. Los renacuajos con hip6fisis ectbpica
(transplantados) se hiperpigmentan y crecen significativamente,
lo cual indica la liberacidén incontrolada de MSH y de PRL,
hormonas hipofisiarias cuya secrecion normalmente es inhibida
de manera ténica por el hipotdalamo (17, 44, 182).

La hipofisectomia y la ausencia de metamorfosis puede
compensarse mediante la reimplantacién de hipéfisis de ranas
adultas, giempre y cuando la gladndula tiroides esté intacta. En
ausencia de la tiroides. ningun tejido hipofisiario produce
metamorrfosis. lo cual indica que el efecto metamorfico de la
hipéfisis es secundario a su accidn estimulante sobre la glandula
tiroides (17, 123). Esta secrecion hipofisiaria se halla a
nivel del 18bulo anterior, ya que los injertos tanto de 1a
gléndula completa como del 16bulo anterior permiten la
metamorfosis de larvas hipofisectomizadas (54).

La TSH es el agente responsable de 1la activacioén de
la gldndula tiroides (46, 72). La hip&fisis de los renacuajos
también produce otra hormona, que actda como antagonista de la T4
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durante la vida larvaria; su naturaleza quimica es muy similar
o posiblemente idéntica a la de la PRL (18).

Se ha propuesto que la PRL estimula el crecimiento ¥
retarda la metamorfosis. La inyeccidn de la PRL en renacuajo
antagoniza la reabsorcién de la cola Td-inducida y detiene la
metamorfosis (54, 88). Se piensa que la PRL antagoniza las
acciones perifeéricas de las hormonas tiroideas b% también
eJjerce un efecto inhibitorio sobre la gldndula tiroides
(efecto bociogénico) (46, 181). Se ha observado que la PFRL
determina el momento de la metamorfosis natural y bloguea
la induccidn precoz de metamorrfosis Iinducida por hormonas
tiroideas exdgenas (120, 169).

En cultivos de organos (cola y extremidad anterior) de
renacuajo de Xenopus levis, la PRL inhibe la morfogénesis y la
muerte celular programada, inducidas por hormonas tiroideas

durante la metamorfosis (169). En un estudio mds reciente se ha
encontrado que en renacuajo de Xenopus. la PRL inhibe la
autoinduccién primaria del ARNm de los receptores alfa y |beta
para las hormonas tiroideas. Se sugiere que la inhibicion de
la autoinduccién de los genes alfa y beta del receptor de las
hormonas tiroideas, podria explicar la accidn antimetamsrfica de
la PRL en anuros (16). Tales efecto parecen estar confinados a
los anfibios ya que por el momento no se conocen en mamiferos.

Gldndula Tiroides

La participacién de la gldadndula tiroides durante la
metamorfosis de anfibios fue demostrada hacia principios del
siglo XX por dos experimentos cldsicos. Fl primero real izado
por Gudernatsch en 1912, consistié en alimentar larvas de

rana con gl&ndulas tiroides de cordero e inducir su
metamorfosis precoz. El otro, consistics en tiroidectomizar
embriones de rana en la fase de yema caudal, con lo cual
Iinhibi&é la metamorfosis y los renacuajos alcanzaron tallas muy
por encima de lo normal. Los renacuajos tiroidecto-
mizados se metamorfoseaban si se mantenfan en agua con
extractos solubles de gldndula tiroides (5). En estudios

posteriores; Allen (4) concluyd que la metamorfosis dependia
de las hormonas tiroideas mds que de la integridad de la glandula
misma (4). Estudios mas recientes muestran que la metamorfosis
en renacuajos se acompafia por un sdbito Incremento en la
actividad de la gldndula tiroides, como lo indican los cambios
histoldgicos y el aumento en la captura de iodo radicactivo; asf
como en la concentracidon plasmidtica de las hormonas tiroideas:
T3 y T4 (88, 90).

Durante la . metamorfosis, el epitelio folicular de la
gldndula tiroides se hiperplasia y exhibe numerosas vacuolas
fagolisosomales de reabsorcién del coloide tiroideo. El
coloide tiroideo se constituye principalmente bor
tiroglobulina (Tgb). Esta glicoprotefna de aproximadamente 660 Kd
es especifica de la gldndula tiroides de todos los
vertebrados ¥y su estructura esta altamente conservada.

Contiene alrededor de 140 residuos de tirosina en los cuales,
por accién de la peroxidasa tiroidea ocurre la organificacidn
del Jodo formdndose los iodo aminodcidos, mono- ] di-
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iodotirosina. En la estructura primaria de la Tgb se reconocen

cuatro dominios homogeneos que permiten la sfntesis de T4 y T3 en
proporcidén de 3:1 por cada molécula de Tgb. La peroxidasa
también cataliza la reaccidn de acoplamiento que da lugar a
la formacidn de las hormonas. La T4 se produce en mayor
cantidad que la T3; si bien la T3 es la hormona activa en los
tejidos periféricos (17, 46). De hecho, a la fecha se ha
demostrado que la metamorfosis en anfibios se caracteriza
por la dependencia obligada de las hormonas tiroideas tanto
para su Iniciacidn como para su finalizacidn (59).

La influencia de la.T4 en la metamorfosis de los anfibios
se eJjerce mediante wuna modificacién en la actividad del
gendéma en los tejidos reaccionantes. Tata (168) demostrdé que
la primera reaccién ante la administracidn de T4 es un
incremento del RNA nuclear en los tejidos de los renacuajos,
alrededor de 50 horas después de su aplicacién (168) .
Cohen (36) observa un aumento en el ERNA citoplasmdtico 20-30
horas después de la administracién de T4 (36). Del mismo modo.
la accidén antimetamérfica de la PRL en tejidos periféricos de
Xenopus laevis, 1nhibe la activacion de los genes que
codifican la sIntesis de los receptores de las hormonas
tiroideas (16).

Integracién Hormonal de la Metamorfosis en Anfibios Anuros
(Modelo de Etkin)

Basado en el andlisis cuidadoso y critico de diferentes
evidencias experimentales, FEtkin, propuso un esquema que
explica los mecanismos de regulacién de la metamorfosis en
los anfibios anuros (52, 53). El esquema (Fig. 3) describe la
secuencia de cambios histologicos y los cambios en los niveles de
diferentes mensajeros quimicos en el sistema neuroendocrino.
Sobre estas bases, divide a la metamorfosis en tres etapas
principales:

1. Premetamorfosis: Ocurre un crecimiento rdpido del
organismo, coincidente con la hiposecrecién de TSH y hormonas
tiroideas e hipersecrecidn de PRL. Se propone que esta

situacién es consecuencia de inmadurez anatémica y funcional de
la eminencia media, que en esta fase es indiferenciada, asf el
cerebro _ejerce poco y ningin control sobre las funciones
adenohipofisiarias. La PRL puede promover el crecimiento larval
gin la interferencia de las gormonas tiroideas. En esta fase las

hormonas tiroideas ejercen un mecanismo de retroalimentacién
negativa sobre la secrecién de la TSH.

2. Prometamorfosis. En esta etapa prdcticamente no hay
crecimiento, pero incrementa la diferenciacién del organismo,
Se plantea que la maduracidn progresiva del eje hipotdlamo—
hipofisiarioc marca el inicio de esta etapa. La concentracion de
la T4 también incrementa progresivamente y el hipotdlamo
continua su maduracion bajo la influencia de esta hormona y se
acompafia de un aumentc gradual de la sintesis y secrecidn de la
hormona hipotaldmica liberadora de la tirotropina (TRH) y de la
TSH. La concentracidn de la T4 también incrementa
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FIGURA 3. Esquema sobre la regulacidn hormonal de la
metamorfosis de anfibios anuros, segdn el modelo propuesto por
Etkin, (52, 53) En el extremo superior se sefiala el
desarrollo de la hipofisis, respecto al establescimiento de sus
conecciones con el hipotalamo. En el resto del esquema se
presentan los cambios en la actividad y concentracién hormonal
del eje hipotdlamo-hipé6fisis—tiroides. Los principales eventos
son: a) la adquisicion de sensibilidad a la tiroxina por parte
del hipotdalamo. el cual acelera el desarrolle. b) el inicio del
papel definitivo de la TRH. la hormona inhibidora de la
liberacion de la PRL (P-R-IH)., c¢) ast como de la TSH y el
incremento en la secrecidn de la tiroxina:; mientras la
secrecidén de la PRL decrece.



progresivamente y el hipotdlamo continGa su maduracidn bajo la
influencia de esta hormona (retroalimentacidén positival.
Conforme se desarrolla el control hipotaldmico sobre la
hipsfisis. la secrecidn de la PRL queda baJjo un control
Iinhibitorio, Yy los niveles circulantes de PRL decrecen
progresivamente. FEl antagonismo de la PRL sobre la accién de
las hormonas tiroideas en los tejidos perifericos se
reduce. Durante la prometamorfosis, la eminencia media Yy sus
conecciones vasculares con la hip6fisis se han desarrollado
substancialmente.

3. Climax Metamérfico. Esta etapa se caracteriza por la
aparicicon de cambios explosivos: la cola se reabsorbe, emergen
las extremidades anteriores y el renacuajo se convierte en
una rana o sapo adaptada a wuna existencia terrestre. Cuando
la maduracién de la comunicacidn vascular en la unidad
hipotdlamo—-hip6risis se ha completado y la sangre portal llega a
la adenohipdfisis ocurre la estimulacidén masiva de la tiroides,
via TRH y TSH. dando lugar al climax metamorfico. Despuds
este dltimo periodo, los niveles de T4 empiezan a declinar
debido a un mecanismo de retroalimentacidén negativa.

Diversos estudios concuerdan con este esquema. Mientras
que la captura tiroidea de fodo y los niveles de hormonas
tiroideas en sangre son bajos en la premetamorfosis,
incrementan progresivamente durante la pre y prometamorfosis,
alcanzan sus valores mdximos en el climax metamdrfico Yy
retornan a valores baJos en el periodo postclimax ¥y
postmetamérfico (42). Este modelo es aceptado de manera
general, sin embargo hay algunas discrepancias, sobre todo con
respecto a la participacidn de la PRL y la TRH (40. 88).

Metamorfosis en Anfibios Urodelos
Como ya se menciond, los urodelos también presentan

metamorfosis, aunque los cambios son menos dramaticos que éen
anuros. En ambos grupos., la metamorfosis esta bajo el control

del sistema neuroendocrino hipot&lamo~-hip&éfisis—~tiroides. En
este grupo también se propone la participacién de la PRL como
Inhibidor de la metamorfosis (61) : sin embargo, los

resultados aun son contradictorios en el caso de urodelos
neoténicos (40, 88). ’

Es claro que la metamorfosis en los anfiblos se
desencadena cuando entra en actividad la gldndula tiroides,
regulada por la hipéfisis y el hipotdlamo. En algunos urodelos
el mecanismo tiroideo final no es funcional por lo que los
animales conservan su morfologfa larvaria Y pbermanecen en
el medio acudtico. Sin embargo, una caracteristica
adulta escapa a la Inhibicion del desarrollo; el sistema
reproductor. En consecuencia los animales pueden reproducirse
a pesar de sus caracteristicas morfolégicas de larva. La
conservacion de las caracteristicas larvarias por parte de
organismos sexualmente maduros recibe el nombre de neotenia.
Entre los ejemplos mds representativos de anfibios neoténicos
encontramos a Necturus maculatus y Ambystoma mexicanum (88).
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Motamorfosis en Ambystoma mexicanum

Independientemente de los cambios somdticos durante el
desarrollo de A. mexicanum, ocurren algunos cambios normalmente
asociados con la metamorfosis de anfibios durante su
desarrollo; Vgr., el cambio de los tipos de hemoglobina vy el
inicio del ureotelismo (46, 88, 89, 172)

A pesar de que A. mexicanum no se metamorfosea en su

habitat, la administracién de T3, T4 o TSH provoca
metamorfosis (88, 136). Su hipofisis presenta células
productoras de TSH. Los extractos hipofisiarios de A.

mexicanum tienen actividad tirotrépica (150). En base a tales
evidencias se plantea que la ausencia de metamorfosis en 4.
mexicanum no puede atribuirse a la carencia de hormonas
tiroideas en la gldndula tiroides, ni de TSH en la hipéfisis.
Parece deberse a la inhabilidad de la hip6fisis para Iliberar la
TSH que contiene, por la falta del estimulo adecuado. Se
proponen dos posibles causas: 1) Que la hipofisis sea
insensible a la TRH, hormona presente en el hipotdlamo de A.
mexicanum, pero que no parece participar en la metamorfosis de
esta especie. Se propone que la TRH hipotaldmica de A. mexicanum
podrfa cumplir otras funciones. 2) Se sabe que la T4 eJjerce
un efecto de retroalimentacidén positiva sobre las células
hipofisiarias productoras de TSH y posiblemente sobre la
tiroides misma. Se considera que los niveles endégenos
circulantes de T4 en urodelos neoté&nicos son insuficientes como
para hacer que la hipofisis 1inicie Ila liberacion de la TSH.
A su vez el Incremento masive de T4 podrfa activar sistemas
hipotaldmicos que permitirdn la accidn del fractor hipotaldmico
sobre la hipofisis (88, 123).

Existen evidencias sobre el posible antagonismo entre
las hormonas tiroideas y la PRL en el proceso de metamorfosis en
anuros (16, 54, 169). Se propone que €l incremento inicial de T4
activa los centros hipotalamicos y ejerce un efecto
inhibitorio sobre la secrecién de PRL: activandose asi el
proceso de metamorfosis (53, 54, 123, 125).

En organismos neoténicos facultativos de la especile A.
tigrinum la concentracioén de PRL hipofisiaria es mayor que en los
organismos no neoténicos. Sin embargo. al considerar las
unidades de concentracidn por unidad de peso, la diferencia
entre organismos neoténicos y no neotdénicos, no es significativa
(88, 124). Por otro lade en A. mexicanum, especie neoténica
inducible, se ha demostrado que la administracién de PRL
no bloquea la liberacidén TSH—inducida de hormonas tiroideas de la
glandula tiroides en un ensayo in vitro (40).

Grados de Neotenia en Anfibios

Algunos urodelos Vgr., Proteus anguinus y Necturus ssp son
descritos como neoté&nicos obligados, puesto gque tanto en la
naturaleza como bajo condiciones experimentales raramente o nunca
se metamorfosean. Sin embargo, los extractos de la gldndula
tiroides de estas especies pueden inducir metamorfosis
en otros anfibios, lo que indica que la ausencia de
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metamorfosis en estos urodelos obedece a mecanismos
extratiroideos; Vgr, Inmadurez hipotalamo-hipofisis y/0
resistencia periférica a la accion de las tironinas. Otras
especies de urodelos, al parecer nunca se metamorfosean en la
naturaleza; sin embargo, responden a la administracion de
hormonas tiroideas. A los organismos de estas especies Se les
llama neoténicos obligados inducibles. Como ejemplos de esta
caracteristica tenemos a Euricea tynerensis y Euricea neotenes,
Gynophilus palleucus y Ambystoma mexicanum (88, 154).

Una modalidad mds de neotenia en anfibios la
constituyen las especies facultativas. £En é&stas es posible
encontrar en un mismo lugar, organismos adultos neoténicos Y
organismos transformados. Se plantea que la metamorfosis
ocurre o© no en funcion de las condiciones medioambientales y
endocrinolégicas. Un eJemplo claro de esta situacidn se
presenta en algunas poblaciones de A. tigrinum. Se ha
observado que cuando estos organismos habitan lagos cdlidos,
por lo general presentan metamorfosis natural. Sin embargo,
cuando permanecen en lagos frfos se trata de adultos
neoténicos. que al ser modificadas las condiciones bajo las
que se encuentran presentan metamorfosis. Otro planteamiento es
que la neotenia en anfibios puede favorecerse cuando los
organismos habitan en cuerpos de agua permanente, como en el
caso de A. gracile. En contraste, cuando los Individuos viven en
sitios templados., generalmente presentan metamorfosis
temprana, como en A. lateralis (46, 88).

De manera general se ha propuesto que la neotenia en
anfibios urodelos puede representar un mecanismo de
especiacidén en el proceso de la eveolucidén (182). Se piensa que la
neotenia en anrfibios podrfa estar favorecida no solamente por
el frfo, sino también por las duras condiciones terrestres
comparadas con el medio acudtico. asf como la menor proporcion de
depredadores potenciales en el agua (125, 161).

Neotenia Evolutiva

Se propone que la neotenia explica de hecho la mayoria de
los cambios evolutivos fundamentales en el reino animal. Se
plantea que la evolucién de nuevos tipos no ocurre por la
adicién de nuevos estadios a los adultos ancestrales, sino que
normalmente se efectia por divergencia ontogenética (una forma

del desarrollo larvario se ramifica en algun punto del curso
evolutivo preexistente). Un nuevo grupo animal no se
originarfa a partir de un adulto de un grupo anterior, sino de
las larvas de este. Dicha larva en lugar de transformarse en

adulto normal, conserva la morfologfa larvaria ¥ desarrolla
organos sexuales para establecerse como un nuevo tipo de animal
adulto., La evolucidén por la que los tunicados se convirtieron en

vertebrados, proporciona un buen ejemplo de neotenia
evolutiva. Los tunicados pasan por un estado de larvas libres,
provistas de cola y luego se transforman en adultos sésiles; y
hoy en dia se asume que los vertebrados pudieron haber
evolucionado a partir de larvas neoténicas de tunicados. De
manera semejante se plantea la posibilidad de que en el hombre el
retardo del desarrollo embrionario respecto a otras
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especies se tradujo. ante todo, en un alargamiento
considerable de la duracidn de la vida. Nuestra especie es uno de
los grupos animales que alcanza mayor longevidad. Todas las fases
de su ciclo bioldégico se alargaron, Incluida la del
desarrollo postnatal y adolescencia: asf se logra un periodo
Juvenil proporcionalmente muy largo. Un mono antropomorfo
(chimpancé) es adulto a los 5 6 6 aflos y senil a los 30  afios.
edad en la que el hombre acaba de alcanzar la madurez. Con
ello el hombre dispone de mds tiempo para aprender y almacenar
experiencias, caracteristicas de la especie humana (182).

3. ENCEFALINAS
3.1. Encefalinas en MamIferos

Como parte de la prdctica médica. desde el siglo XIX se

ha utilizado a la morfina por sus efectos analgésicos. Sin
embargo es hasta el presente siglo que se consiguen las
evidencias sobre la accidén de la morfina y otros opidceos a

través de receptores especificos. Al observar que solamente la
forma levorrotatoria de una mezcla racémica de alcaloides
opidceos producfa los efectos analgésicos (60); se sugirid la
existencia de sitios de unién estereocespecificos para los

opidceos. En 1973. diferentes grupos de Investigacion
demostraron bioquimicamente la existencia de sitios de union
estereocespecificos en membranas de células nerviosas (130,
155) .

La demostracién de la existencia de receptores
esterecespecificos para los opidceos en el sistema nervioso de
mami reros (130) permitié considerar la existencia de
substancias enddgenas con acciones semejantes a las de la
morfina. Hughes y col (1975) demostraron que en los extractos
cerebrales de cerdo existian compuestos de naturaleza

peptidica, semejantes a la morfina en cuanto a su accidn
farmacolégica. Desde este momento este grupoc de investigacion
los denomino encefalinas, dada su ubicacién en la cabeza (76).
Ese mismo afio, estos investigadores purificaron y determinaron
la secuencia de aminodcidos correspondiente. Sus resultados
indicaron que se trataba de dos péptidos., cada uno con 5
aminodcidos. con las siguientes secuencias: Tyr—-Gly-Gly—
Phe-Met y Tyr-Gly-Gly-Phe—-Leu y las llamo Metionina—encefalina
(ME) y Leucina-encerfalina (LE) respectivamente (77).

A partir de los primeros resultados sobre la existencia de
receptores a opldceos que se confirma en estudios
posteriores y en base a diversos estudios farmacol&gicoes con
diferentes Iligandos opidceos (103, 107) se demostréd que los
receptores a opidceos existen en diferentes formas (129, 130).

Inicialmente se reconocieron los receptores mu, kappa. ¥y
sigma. cuyos nombres se asignaron en base a la unién de los
opidceos que permitieron distinguirlos. Se designé mu a los
sitios cuyo agonista era la morfina, k los de ketocyclazocina y
sigma a los sitios cuyo agonista fue la N—-allylnormetazocina
(SKF-10047) (107). Otro receptor, por el hecho de ser el
receptor predominante en el vas deferens de raton, fue
designade delta (103).
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Estudios posteriores demostraron que el receptor sigma no

muestra la estereoespecificidad caracteristica de un vreceptor
opidceo (3) y la mayoria de los efectos conductuales de los
agonistas no se revierten con naloxona o naltrexona (dos
antagonista de los receptores a opidceos) (73, 129).

Después del descubrimiento de las encefalinas (ENKs) se
han descrito muchos otros péptidos opioides. cada uno de los
cuales contiene en su secuencia al menos una copia de alguna de
las ENKs. Todos estos péptidos en conjunto con las ENKs se
denominan péptidos opiocides (opidceos enddgenos) Yy se ha
demostrado que se generan a partir del procesamiento
posttraduccional de tres proteinas precursoras de alto peso
molecular:la proopiomelanocortina (POMC), la proencefalina (PEF)
y la prodinorfina (PDNF) (74, 173, 183). La generacién de los
péptidos bioactivos, dentro de cada precursor esta sefialada
por la presencia de pares de aminodcidos bdsicos que los
limitan (98. 173), (Fig. 4).

A partir de la POMC se generan varios péptidos bioactivos
(ACTH, gamma-~, alfa—-MSH, beta-lipotropina, beta-endorfina) de los
cuales s86lo la beta-endorfina y sus derivados de menor peso
molecular (alfa— y gamma-endorrfina) son de naturaleza opiocide.
Los primeros 5 aminodcidos de la regién amino terminal de
la beta-endorfina (61-65) corresponden a la secuencia de la ME,
por lo cual en un principio se pensé que el precursor de
la ME era la POMC. sin embargo se demostro que la ME no se
produce como un producto final a partir de este precursor
(73, 75, 110).

Todos los péptidos generados & partir de la PEF son de
naturaleza opioide. Este precursor contiene en su secuencia a
las dos ENKs: 6 secuencias de ME y una secuencia de LE. La
secuencia de LE (Tyr—-Gly—-Gly—-Phe-~Leu) y cuatro secuencias de ME
(Tyr-Gly—-Gly-Phe-Met) se liberan del precursor c¢omo productos
finales. Las otras dos secuencias de ME forman parte de otros
dos péptidos biocactivos; el heptapéptido (HE: ME-Arg-Phe) y el
octapéptido (0C: ME-Arg—-Gly-Leu) (171). Adicionalmente, a partir
de la PEF se generan muchos otros péptidos opioides., como el
péptido E, el F, BAM, etc., (74, 75, 98, 173).

La PDNF contiene tres secuencias de LE y ninguna de ME: y
al igual que la PEF todos sus productos son de naturaleza
opioide. Todos los productos provenientes de la PDNF presentan en
su extremo amino terminal la secuencia de LE . Al parecer la LE
no es uno de los principales productos finales de la PDNF,

sino mas bien forma parte de peptidos mas grandes. como la alfa—
y beta-neo-endorfina, la dinorfina 1-13 'y la dinorfina 1-17

(73). aunque en algunos tejidos y especies animales, no se
descarta la posibilidad de que la LE provenga de la PDNF (73,
152, 187).

Las afinidades de los diferentes péptidos opioides para
los receptores son variables; la beta-endorfina es equipotente a
receptores mu y delta; las ENKs son agonistas para los receptores
delta y las dinorfinas son agonistas kappa (73, 129).
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3.2. Posibles Implicaciones Fisiol6gicas de las Encefalinas

Las ENKs han sido implicadas con la regulacidn de
funciones endocrinas, autondmicas y nociceptivas (23, 75, 107,
111). La identificaci6én inicial de las ENKs fue en tejido
nervioso y posteriormente, su presencia se ha descrito en
miltiples tejidos. Por ejemplo en la médula adrenal (101)., en el
pdncreas y en el pulmon (148): en el corazén (179) y en el
sistema inmune de mamifferos (135).

Se acepta de manera general que las ENKs ejercen sus
acciones como neurotransmisores (55, 74, 75. 109) .,
neuromoduladores o neurohormonas (13, 50, 174, 186) a traves de
su unidén con los receptores a opidceos (47. 109) y que la
modalidad de su accién va a depender en gran medida de la clase
de tejido en que se encuentren (110). Incluso se considera que
las acciones fisioldgicas de los pé8ptidos opioides en general, en
la mayorla de los casos son secundarias a la disminucidén en la
liberacidén y en la tasa de disparo de otro neurotransmisor es
decir que su principal accién es como neuromoduladores (121).

La distribucion de las ENKs dentro del SNC,
generalmente se asocia con la distribucién de los sitios
receptores a opidceos (55, 74, 75, 109). FEn el SNC de
mamfferos, una de las dreas con mayor concentracién de ENKs
corresponde al globus pallidus y nucleus acumbens. El significado
preciso de elevadas concentraciones de ENKs en esta regién no es
claro. sin embargo se ha planteado que es razonable esperar gque
las FENKs estén involucradas en el control extrapiramidal de la
actividad motora. Se sabe que muchos péptidos opioides pueden
producir hipermovilidad o tener efectos catalépticos (110).

Por la localizacion de las ENKs asi como de los
receptores a opidceos en regiones cerebrales que se sabe
intervienen en el control de la funcidn del dolor y en base a
los efectos analgésicos de las ENKs, se considera que estas
participan en los procesos nociceptivos (81, 86, 116).

Por la existencia de terminales encefalinérgicas en la
capa externa de la eminencia media y el hecho de que
la administracion de las ENKs es capaz de estimular la liberacién
de algunas hormonas hipofisiarias, como: PRL. hormona del
crecimiento (GH) y VSP [26, 35, 99, 153, 174) a la vez que
pueden disminuir los niveles de LH y el cortisol (26, 165) y
controlar la secrecién de oxitocina (OXT) (108, 167). se
considera qQue las ENKs podrfan Jjugar un papel importante como
moduladores nuroendocrinos.

A la fecha no es claro si los efectos de las ENKs sobre

las hormonas hipofisiarias son directos o mediados via
hipotdlamo. Se ha demostrado que la naltrexona (un antagonista
opidceo) inhibe la secrecién de PRL en ratas con

deaferentacion hipotaldmica, pero no de la hipsfisis aislada 1in
vitro (63), lo que indica que el sitio de accidén de los sistemas
opioides es muy probablemente el hipotdlamo (7).

En wuna preparacién in vitro la D-Ala—-LE (andlogo de la
LE, protegido de 1la accion encefalinasa) inhibe la liberacicn
calcio dependiente de VSP producida por estimulacitén eléctrica
del tallo hipofisiario de la rata. efecto revertido por la
naloxona (79). Del mismo modo se ha considerado la participacidn
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de las ENKs en la funcidn cardiovascular; se plantea que su

funcion en este sistema podrra estar medlada por la
disminucidén de los niveles de la VSP (138).
También se sugiere la participacién de las ENKs en la

regulacién de los ciclos bioldgicos de algunas especies. Por
ejemplo en la ardilla que hiberna (Citellus suslicus):; en
donde la concentracién cerebral de ME es mayor durante la
época de hibernacién en comparacién con la temporads de

actividad. Se considera probable la participacién de los
sistemas encefalinérgicos en la induccidn del suefic de verano en
esta especie (87).

3.3. Encefalinas en los Anfibios

Las ENKs y el HE, se han identificado en el cerebro
de Bufo marinus mediante radioinmunoandlisis (RIA) y
cromatograrfa lfquido de alta presidn (HPLC). En el mismo
estudio se aportan evidencias que sugieren la existencia de un
precursor de las ENKs semejante a la PEF de mamiferos (84). En
otro anfibio, Rana esculenta, se identificté IR-ME en los cuerpos
celulares del asta dorsal de la médula espinal mediante
inmunohistoquimica (IHQ) (102).

Por medio de IHQ se determindé la presencia de IR-LE en
las células amdcrinas de larvas de A. tiqrinum. La IR-ENKs se
observé principalmente en las células amfcrinas de la capa
nuclear 1Interna y la capa de células ganglionares. Las cd&lulas
con IR-ENKs se observaron en posicién pre y postsindptica a
otras células amdcrinas no encefalinérgicas de la capa
plexiforme interna (178). Con la misma técnica se ha demostrado
la presencia de IR-LE e IR-ME en algunas fibras de la
eminencia media, el 16bulo neural y el Idbulo anterior de la
hipéfisis de A. mexicanum (96). Mediante la cuantificacidén por
RIA se han identificado diferencias regionales en la
concentracién de IR-ME e IR-LE en el cerebro y la hipéfisis de A.
mexicanum (11, 29) y A. tigrinum (30).

La presencia de ENKs tambie€n se ha reportado en otros
tejidos de anfibios. En las fibras nerviosas gque inervan el
tracto gastrointestinal de A. mexicanum se detecto IR-ME
mediante IHQ (27). En las células cromafines de la glédndula
adrenal de Rana ridibupda se determiné IR~-ME mediante THQR y
RIA, observAndose que coexisten con el péptido Intestinal
vasoactivo (VIP) (95). Leboulenger y Col, también proponen que

en los anfibios podria existir una molécula precursora
semejante a la PEF de mamIferos, ya que detectan IR para la
synenkephalin (region amino terminal, caracterfstica de la

PEF de mamiIferos) en las cé€lulas cromarfines de Rana ridibunda
(93).

En los diferentes tejidos de mamiferos, dos peptidos
caracteristicos de la PEF estdn presentes generalmente en
cantidades equimolares; se trata del HE y el 0OC (34, 74). Sin

embargo, en anfibios (84, 94), se ha detectado IR-HE., pero no
el OC; lo que ha llevado a proponer que el precursor de estos
péptidos en anfibios podria ser distinto al de mamiferos.

De hecho la secuencia nucledtida del gen que codifica
para la PEF se determiné en un anfibio; Xenopus Jlaevis.
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observdndose que se trata de una protelna que guarda un alto
grado de homologia con la PEF de mamfferos (106). Sin embargo,
presenta algunas diferencias Importantes en relacion a las
ENKs y el OC. La molécula de PEF en Xenopus laevis contiene 5
copias de ME, ninguna de LE, una copia de HE y en la posicidn
correspondiente al OC dentro del precursor, se encuentra la
siguiente secuencia., ME-Arg-Gly~Tyr ; que solo difiere del 0OC de
mamiferos en el dltime aminodcido, que es Tyr y no Leu (Fig. 5).

La PEF en Xenopus leavis no contiene la secuencia de
LE, sin embargo. en el cerebro de Bufo marinus (84). en el
encéfalo y la hips6fisis de A. mexicanum (11, 29, 96) y A.
tigrinum (30) se ha demostrado la presencia de LE. Por lo que
se considera factible que en anribios la LE podria
provenir de un precurosr distinto a la PEF, por ejemplo la PDF
(100, 152).

En algunos tejidos de mamiferos se considera que la LE
podria tener un doble origen: a partir de la PEF y a partir de la
PDNF (179, 187). La posibilidad de que en anfibios exista una
molécula precursora semejante a la PDNF, a partir de la cual
pueda generarse la LE se robustece por la identificacién de IR
para péptidos derivados de la PDNF en el sistema nervioso e
hipb6fisis de Bufo marinus (37) y por la 1iIdentificacién Yy
cuantificacién de los niveles cerebrales de dinorfina 1-8 y 1-
17 en Xenopus laevis (152).

3.3 Encefalinas en otros Vertebrados e Invertebrados

Con el objeto de no hacer més extensa esta seccidn, la
informacioén referente a otros vertebrados e invertebrados se
resume en las tablas 1 y 2.

Se sabe de la existencia de receptores a opifceos en el
sistema nervioso de todos los vertebrados examinados (48). y en
algunos Iinvertebrados (162). FEste hecho asociado a 1a
identificacidén de péptidos opiocides enddéygenos en los diferentes
grupos en la escala filogenética ha llevado a especular sobre el
significado fisioldgico de los sistemas oplioides enddgenos a
través de la evolucién. No obstante el cumulo de evidencias, se
trata audn de datos aislados y parciales que s6lo tomardn sentido
con futuras 1investigaciones. Por el momento en esta tesis
solamente se mencionaran las evidencias que sugieren relaciones
funcionales en diferentes especies no mamiferas en relacion a
las ENKs. sin abordar a los otros sistemas de péptidos opioides.

Diferentes estudios realizados en aves (139, 166).
reptiles (49) y anfibios (178) han aportado evidencias que
sugieren posibles interacciones de las ENKs con otros sistemas
neurotransmisores especfificos. En la retina de pollo, las ENKs
coexisten con GABA en algunas poblaciones de cé&lulas amdcrinas
(178). Otro estudio demuestra que las ENKs inhiben la liberacidn
potasio—~inducida de dopamina y GABA en la retina de polla (166).

Lags celulas amacrinas de la retina de tortuga contienen
ENKs ademds de otros neurotransmisores y estas cé&lulas envian
egtimulos sindpticos a cdlulas bipolares ganglionares y
posiblemente a otras células amdcrinas (49).

La localizacisén de las ENKs en la retina de larvas de A.
tigrinum ha heche sugerir que en anfibios, como ocurre en aves y
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TABLA 1. IR-~ENKs en a}gunas especies de Protocordados
e

nvertebrados.

TEJIDO ESPECIFE ENKs TEC. REF,

PROTOCORDADOS

SN y Ovarios Ciana intestinalis IR-ME THQR 58

Organismo completo Ciand intestinalis IR-ME RIA 132

INVERTEBRADOS

Insectos

Corpora cardiaca Lacusta migratoria IR-ME IHQ 141

SN Eristalis IR-ME IHQ 140

Crusticeos

Tallo 6ptico, retina Panularis interruptus IR-LFE IHQ 105

SN garcinus maenas IR-ME  RIA 132

Tallo optico IR-LE

Organo neurohemal Carcinus maenas IR-ME IHQ 83

Anélid

SN IR-LE IHAQ 6

SN. vesfcula seminal Lumbricus terrestris IR-ME RIA 145

SN Hirudo medicinalis IR-ME IHQ 188
952

Platelmintos

SN Planaria IR-ME THQ 176

RIA

Moluscos

Organo neurohemal Octopus vulgaris IR-ME IHQ 140

SN Metylus edulis IR-ME RIA 97

IR-LE HPLC
SN Helix aspersa IR-ME RIA 70
IR-LE
Para mayor informacién sobre péptidos opioides en

invertebrados consultar: Greenberg and Price, 1983; Picolli et
al, 1985. SN= Sistema nervioso, TEC= técnica. Ref= referencia.



TABLA 2. IR-ENKs en Diferentes Especies de Peces, Reptiles y

Aves.
TEJIDO ESPECIE ENKS TEC. REF.
PECES
Cerebro Peces teledsteos IR-ME THQ 137
Goldfish ME A.I 146
AVES
Retina Pollo y Paloma IR-ME IHD
C&l. amdcrinas IR-LE THQ 23
Y sus procesos
Cerebro anterior Paloma IR-ME IHG y
RIA 15
Telencéralo Pollo IR-ENKs IHQR 139
REPTILES
Cerebro completo Tortuga. IR-ME. HPLC y
Lagarto, IR-LE, RIA
Lagartija IR-HE y
IR-0C 100
Telencerfalo Caiman IR-ENKs THQ 22
Cerebro Tortuga IR-ENKs IHQ
Lagarto IR-ENKs IHQ 118
Medula espinal Lagarto IR-ENKs IHQ 184
Retina Tortuga IR-ENKs IHQ-Peroxidasa
49
ENKs-encefalinas. TEC=tgcnica. REF=referencia. Cel.=c¢lulas.

A.I=administracion intracraneal.




reptiles, las ENKs coexistan con otros sistemas de

neurotransmisores b contribuyen en la integracion de la
informacidn visual (178).

En invertebrados, las ENKs tambié&n se han relacionado
con la actividad visual; particularmente en el sistema de
fotorrecepcién de crustdceos (83, 105).

Por otro lado en el telencéfalo de reptiles la mayor IR-
ENKs corresponde al drea ventrolateral (22, 118), donde la
concentracion de catecolaminas, acetilcolinesterasa y substancia
P es mayor (22). Lo que sugiere la similitud de distribucidn de
las ENKs en asociacién a otros neurotransmisores en el
telencéralo de reptiles, aves y mamIferos, con lo reportado
en aves y mamfferos. Lo que permite plantear que muchas de
estas vias, como las de catecolaminas y substancia P, ge
formaron en momentos iniclales de la evolucién de los amniotas y
han permanecido en las especies vivientes de estas clases de
vertebrados (22).

Se ha planteado 1la posibilidad de que en los anfibios las
ENKs participen en los procesos de esteroidogénesis al
interactuar con el VIP y las cateccolaminas (95). En este grupo de
vertebrados la participacidén de los péptidos opioides en la
regulacion de la actividad Ilocomotora (43) y de los sistemas de
péptidos opioides enddégenos en el procesamiento central de Ila
informacion nociceptiva (131, 163) tambien se ha evidenciado.

En peces, las ENKs se han relacionado con la regulacidn
del comportamiento de desplazamiento hacia la superficie
(surfacing) en asociacién con la melatonina (146).

La presencia de IR-ME en neuronas y fibras nerviosas
durante el desarrollo temprano de un protocordado hace sugerir la
posible relacién de la ME neural durante la oogenesis de Ciana
intestinales: ya que la concentracién de IR-ME en ganglios
nerviosos y ovarios antes y durante la estacién de desove es
mayor (58).

La interaccion de las ENKs con el sistema dopaminérgico se
ha propuesto en moluscos (162 y en anélidos (176). En &zﬁ;lys
edulis se ha evidenciado la presencia de receptores a opi&ceos
mediante la union estereocespecifica de opidceos. En esta misma
especie la ME incrementa los niveles de dopamina (162). Por
otro lado, en planaria se demostrdé la presencia de ENKs y que la
morrina disminuye los niveles de AMPc asi como el contenido de
dopamina (176).

4. ANTECEDENTES INMEDIATOS Y PLANTEANIENTO DEL PROBLENA

La identificacion de las ENKs en el cerebro de anfibios
anuros (84) y urodelos (11. 29, 30, 96. 178): las diferencias
regionales en su concentracién, principalmente entre las
regiones cerebrales y la hipdfisis (29, 30); asif como las
evidencias sobre la existencia de receptores opioides en el SN de
los anfibios (156), son aspectos que permiten considerar que
las ENKs podrifan jugar algdn papel en la fisiologla de estos
vertebrados. Sin embargo, al Igual que para otros animales, el
papel fisiologico de las ENKs en anfibios se desconoce.

Por otro lado, se sabe que durante el ciclo de vida de los
anfibios, la metamorfosis es uno de los procesos fisioldégicos mds

29



importantes Y que depende de mecanismos neuroendocrinos.
Considerar el estudio de las ENKs en diferentes condiciones
fisiolb6gicas, como las etapas de la metamorfosis en anfibios,
podrfa proporcionar informacidn sobre el papel de las ENKs en su
fisiologia.

Por la Importancia de esta especie, desde el punto de
vista biol6gico. por sus caracteriIsticas de desarrollo con las
botencialidades que brinda como animal de experimentacidén, aunado
a la imposibilidad de obtener el material bioclbgico de manera
constante desde su habitat; la presente tesis se enmarca en un
broyecto global sobre la biologfa del desarrollo de A. mexicanum
¥ las ENKs. En primer lugar fue necesario abordar los aspectos en
relacion a su reproduccion en condiciones de laboratorio, con el
objeto de formar una colonia. Esto permitirfa conocer la biologla
de su desarrollo y al lograr su reproduccidén en cautiverio, se
contarfa con el material bioldégico necesario y por tratarse de
una especie en peligro de extincién. Los conocimientos adquiridos
sobre su ciclo de vida en cautiverio funcionarian como una guia
en el establecimiento de medidas encaminadas a su preservacion
(Anexo I).

Un segundo aspecto. se desprende de las caracterfsticas
intrinsecas de la especie; la posibilidad de inducir la
metamorfosis y analizar el proceso de manera controlada. En vista
de la poca informacion sobre la forma de inducir metamorfosis y
reconocer sus etapas en los anfibios urodelos (90. 122), en
particular el A. mexicanum fue necesario determinar en forma
pbrecisa y confiable el método de induccién de la metamorfosis,
asf como el reconocimiento de sus etapas en la especie de nuestro
interéds (Anexo II).

Una vez cublertos estos aspectos bdsicos, se abordoc el
objetivo central de la tesis a partir de las siguientes bases:

1. Se sabe que la metamorfosis en anfibios depende de una
regulacién neuroendocrina, en la que participan la unidad
hipotdlamo-hipofisis y la gldndula tiroides.

2. En los organismos neoténicos como A. mexicanum este
mecanismo parece ser selectivo, ya que por una parte permite el
desarrollo de las funciones reproductivas y por el otro, bloquea
la metamorfosis. Se ha sugerido que este bloqueo podrfa
localizarse en cualquiera de los tres niveles del sistema
(cerebro, hiopdfisis o tiroides). La mayorfa de las evidencias
apoyan la hipdtesis de que el bloqueo se encuentra a nivel
hipotal&mico: puesto que: 1) la gldndula tiroides de A. mexicanum
es funcional y responde a estimulos de TSH: 2) su hip6fisis
contiene células y protefnas con actividad tirotrépica; 3)aungue
el hipotdlamo de A. mexicanum contiene cantidades razonables de
TRH, la inyeccién del tripéptido no estimula la metamorrfosis en
esta esgspecie. Ademds se hipotetiza la participacidn de la PRL
como promotor de la neotenia y de un factor hipotaldmico
inhibidor de su secrecién como activador de la metamorfosis.
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3. Ambystoma mexicanum es una especie neoténica que en su
medio natural no presenta metamorfosis; sin eéembargo, sus
tejidos periféricos son sensibles a las hormonas tiroideas
administradas de manera experimental. Esta activacién de los
mecanismos enddgenos de la metamorfosis mediante la
administracién de hormonas tiroideas. permite analizar
temporalmente el proceso de una manera controlada; al conocer el
tipo y cantidad de estimulo, asi como el momento de inicio.

4. Existen ENKs en el sistema nervioso y la hipéfisis de
anfibios tanto anuros como urodelos. En el caso de urodelos
hemos observado diferencias regionales significativas en

la concentracidn de las ENKs, principalmente entre la
hipdfisis y las regiones cerebrales.

5. En mamiferos se ha establecido una interaccién entre las
ENKs y diferentes hormonas (PRL. GH, VSP, LH, TSH y OXT).

5. Se ha planteado que la PRL ejerce un efecto inhibitorio
sobre la metamorfosis en anfibios, mientras que la OXT y VSP
la fomentan.

Una de las principales interrogantes ante la
identificacién de las ENKs en SNC e hipéfisis de A. mexicanum
durante nuestra Investigacion fue, cudl podria ser el
significadoe de tales neuropéptidos en la fisiologia de la
especie. En un estudio previo, demostramos diferencias
significativas en la concentracion de las ENKs el diencéfalo—
mesencéfalo de A. tigrinum entre organismos metamorfoseados Y
no metamorfoseados (30). Con estos resultados, aunados a la
serie de evidencias que aqui se presentan, resultaba coherente
pensar que la presencia de las ENKs en estos tejidos podria
tener alguna relacidén con la metamorfosis en anfibios.

tigrinum presenta metamorfosis espontdnea y es una
especie que puede conseguirse con relativa facilidad desde su
habitat: sin embargo. un gran Iinconveniente es que al
presentar metamorfosis espontdnea no siempre es posible
sincronizar los grupos experimentales. al provenir del campo no
es posible conocer las condiciones bajo las cuales se han
desarrollado. Por otro lado se sabe que los cambios
neuroendocrinos de la metamorfosis en anfibios se observan en la
parte intermedia del proceso.

Por tales razones., aprovechando las ventajas que brinda A.
mexicanum para estudiar la metamorfosis de una manera
controlada y con el propésito de hacer una primera aproximacién
a la pregunta planteada: en la presente tesis se cuantifico la
concentracion de las ENKs en cuatro regiones encefdlicas y la

glandula hipb6fisis durante las diferentes etapas de la
metamorfosis inducida con T4 en este anfibio. Mediante un
método estandarizado para la Iidentificacién de las etapas
metamorficas en una poblacion de A. mexicanum que se

desarrollo bajo condiciones controladas.
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5. HIPOTESIS

Durante la metamorfosis de anfibios se presentan
cambios temporales en la secrecidén de diferentes mensajeros
quimicos en el SNC y la gl&ndula hipdfisis. SI las encefalinas
cerebrales e hipofisiarias en Ambystoma mexicanum tienen
alguna relacion con la metamorfosis; ya Sea como una causa o
como un efecto, entonces su concentracidn cambiarfa a través de
las diferentes etapas de este broceso, probablemente en
asociacidén a los mensajeros quimicos que participan en la
metamorfosis y/o en la regulacién de la neotenia de esta
especie.

6. NATERIAL Y METODOS
Establecimiento de la Colonia de Ambystoma mexicanum

Lograr la reproduccién y mantenimiento de A. mexicanum en
cautiverio brindd las siguientes ventajas: al Conocer la
biclogfa del desarrollo de la especie bajo condiciones
controladas b) asegurar el aprovisionamiente de material
biolbégico. ¢) conocer con certeza la edad y caracterfsticas de
desarrollo de los organismos.

A finales de 1988 se inicio el trabajo en este sentido. Se
recolectaron ejemplares adultos de ambos sexos de AL
mexicanum desde los canales de Xochimilco. La reproduccién en
cautiverio se logrd en los periodos reproductivos 88-89 y 89—
90. con una mayor poblacidn en el segundo. Con el propdsito de
centrarnos en el objetivo principal de la tesis sin
soslayar la Importancia de la colonia como uno de los obJjetivos
¥ logros durante las actividades de la maestrfa, en el apédndice,
(anexc I) se describen los detalles sobre la formacidén de la
colonia de A. mexicanum en condiciones de laboratorio.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Material Biol&gico

Se utilizaron 36 organismos adultos de ambos sexos de A.
mexicanum provenientes de nuestra colonia. Todos los
animales tenfan un afic y medio de edad. La longitud y el peso

corporal promedio oscilaron entre 20-22 cm v 80-100 g
respectivamente.

Se mantuvo a los organismos en peceras con solucidn
Holtfreter al 20 % y un sistema de aireacioén de agua a una
temperatura de 18 a 20'C. El1 ciclo de luz obscuridad fue de
12:12 horas. El periodo de luz comenzd a las 7 A. M.

Metamorfosis T4-Inducida
Como ya se menciono la informacion disponible acerca de
la metamorfosis inducida en anfibios urodelos es escasa e

incierta (90, 122, 123). Por tal razén, en primer lugar se
analizdé la dosis, frecuencia y via de administracién J&ptimas
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para definir las etapas de la metamorfosis en A. mexicanum.

Los raesultados correspondientes se presentan en el anexo II.
En esta seccion solo se describe el procedimiento con la
estrategia gque resultd ser la dJ&ptima para inducir la
metamorfosis y reconocer sus etapas de manera precisa.

al Marcaje y Formacién de Grupos: Con el objeto de
reconocer de manera individual a los animales a lo largo del
estudio, se marcd cada uno mediante la colocacion de un collar de
hilo de algodon con colores diferentes. El collar se colocd en

torno al cuello, Justo por detras de las branquias
(consultar anexo II)}. :

De manera global se formaron 3 grupos: un grupo
control 1inicial, sin metamorfosis (Cl) y otro control de

manipulacion (Cm). cada uno (n=6) se colocd en peceras separadas.
El grupo experimental se conformo con 24 animales. A partir de
este grupo se formaraon los 4 grupos representantes de las
etapas de metamorfosis (I. II, III, 1IV). Los organismos
experimentales se repartieron en 6 peceras.

b) Administracion de la Hormona: En base al primer
estudio (consultese anexo II), los organismos experimentales
recibieron una sola Inyeccién intraperitoneal (ip) de L-
tiroxina (T4) a una dosis de 2.5 microgramos/g en un veolumen de
100 a 200 microlitros de solucién Ringer para anfibios. El
volumen se ajusto en relacion al peso corporal.

El grupo C1 corresponde a organismos gque recibieron una
inyeccién 1ip con el volumen equivalente de solucidn Ringer
para anfibios y se sacrificaron el dia cero (dfa en que se
aplicé el estimulo hormonal a leos experimentales). Los animales
del! grupo Cm recibieron una Inyeccién ip de solucidn Ringer con
un volumen equivalente el dfa cero: se manipularon Igual

que los experimentales ¥y se sacrificaron cuando la
finalizé la metamorfosis de los experimentales (25 dias
postestimulo).

e) Reconocimiento de las £Etapas de Metamorfosis: Los

criterios que se utilizaron para reconocer " las diferentes etapas
de la metamorfosis resultaron de la combinacién de nuestro
estudio inicial (anexo II) y el de Norman., 1985: con algunas
modificaciones. En la tabla 3 se resumen estos criterios y se

comparan con los equivalentes en A. tigrinum descritos or
Norr!;an (122) y Carrqy Norris, (33). Los <criterios prznczpa?es

fueron el porcentaje de reduccién en la longitud de branquias
(LBR) y las proporciones entre el ancho de las aletas ventral
(AAV) y dorsal, (AAD) asI como los de la aleta dorsal respecto al
ancho total de la cola. En la pj’, 6 se semalan los puntos de

referencia para efectuar las mediciones en el cuerpo del animal.
Obtencién de los Tejidos

Los animales se sacrificaron por decapitacion. Los
organismos de los grupos Cl y Cm se sacrificaron el dfa 0 y 25
respectivamente. El sacrificio en los grupos experimentales se
efectud en el momento Qque cada 6 organismos alcanzaron el
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TABLA 3. Etapas de la Metamorfosis en Anfibios Urodelos:
Criterios y FEquivalencias.

Otros Autores* FEste Estudio
Ambystoma tigrinum Ambystoma mexicanum
I. Aleta ventral/aleta Cl. Longitud branquias 100%.
dorsal x 100. 1gual Aleta ventral/aleta

o mayor a 40. dorsal x 100 igual

o mayor a 40.

II. Aleta ventral/aleta

dorsal x 100 = 25. I. Longitud branquias 85 a
75%. Aleta ventrals/aleta
dorsal x 100= 25 a 10.

III. Aleta ventralrsaleta

dorsal x 100 = 10.

IV. Aleta ventral =~ 0. II. Longitud branquias 50%.
Aleta ventral = 0.

V. Aleta dorsal/ancho

cola. x 100 = 25. III. Longitud branquias 25%.
Aleta dorsal/ancho
VI. Aleta dorsal/ancho cola x 100=25 a 10.

cola x 100 = 10.

VII. Longitud branquias 0%. IV. Longitud branquias 0-3%.

* = Estos criterios corresponden a los descritos por Norman,
1985 y Carr y Norris, 1988. La etapa I del presente estudio
incluye a las etapas II y III de Norman. Las etapas II y IV
corresponden a las VI y VII de ese mismo autor respectivamente, y
la etapa III de nosotros incluye a las etapas V y VI de Norman.
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FIGURA 6. Indicacién de las regiones corporales al nivel gque se
efectuaron las mediciones de los pardmetros morfométricos. Se
considero la longitud de las branquias intermedia tanto
izquierda como derecha. Para realizar la medicion se extendi¢ a
las branquias su punto de origen. Jjusto donde hace anguloc con
la branquia Iinferior, hasta Ia punta del raguis, sin
considerar la extension de los filamentos. Los puntos de
referencia para otros par metros se indican en el esquema.
AAD=ancho aleta dorsal, AACD= ancho aleta caudo—dorsal,
AAV=ancho aleta. ventral. LT=longitud total, LBR=1ongitud de
branquias.



porcentaje de reduccidn en los pardmetros morfométricos
seflalados para cada etapa de la metamorfosis (tabla 3).

La obtencidon de la hipéfisis y el cerebro se efectud
sobre una superficie fria, se eliminé la musculatura y huesos
del crdnec y se extrajo el tejide. cortando cuidadosamente los
nervios craneales. La diseccidn de las regiones cerebrales y la
hipdfisis se hizo en base a los estudios descritos por Herrick
(71) y Opdman y Niewenhays (127), (Fig. 7).

Se separaron las siguientes regiones cerebrales:
telencéralo, diencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. También se
separsd la hipdfisis completa y se colectd la sangre desde el
tallo corporal.

Purificacidén de las Encefalinas

Al termino de la diseccidn cada estructura se peso e
incubd en cinco volumenes de HCl 0.1 N. durante 15 min a 95'C.
Cada muestra se homogeneizd con un pistilo de tefldén a 3000
revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min y se centrifugs a
20 000 rpm a 4'C, 1h. Las ENKs se purificaron a partir del
sobrenadante mediante cromatograffa de adsorcidén en amberlita
XAD-2 de acuerdo al método de Smith et al., 1976 y Vindrola

et al., 1981. Se utilizaron columnas de vidrie (0.5 x 11
cm). FEl1 lecho de amberlita fue de 8 cm. La velocidad de
corrimiento fue de 0.5 ml/min. Con dos lavados, el primero

con 20 ml de HCL 0.1 N y el segundo con 40 ml de agua
destilada. La elucién se efectud con 20 ml de metanol absoluto.
Los eluatos se evaporaron a sequedad en bafio maria y se
rehidrataron con 1 ml de agua destilada.

Obtencion de Antisueros Anti-Encefalinas

Los antisueros Anti-encefalinas utilizados en este
estudio se obtuvieron mediante al método descrito por Vindrola et
al., (177). El antfgeno (ME, LFE) acoplado con glutaraldehido a
BSA y mezclado con adyuvante completo de Freud, se inoculd por.
via subcutdnea en conejos de la cepa Nueva Zelanda. Se efectuaron
inyecciones de refuerzo cada mes. A partir del primer mes se
efectuaron sangrados para medir los titulos en el suero. La
valoracion se hizo mensualmente hasta encontrar una unién de
de 30%. Entonces se sangré completamente al conejo
correspondiente para obtener el suero, mismo gue se guardd en
congelacidén en alicuotas de 1 ml. Los valores de reaccidn
cruzada para los antisueros se resumen en la Tabla 4.

Todacidén de Encefalinas
La iodacién de las ENKs se efectud mediante el método de
cloramina T descrito por Gros, (66); con algunas
modificaciones. El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Disolver 2 microgrameos de antfgeno (ME o LE) en 10
microlitros de amortiguador de fosfatos 0.5 M, pH 7.4.

2. Agregar 200 micro ci de I125
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Cerebro de
Ambystoma mexicanum

o @ O

TELENCEFALO
DIENCEFALO
MESENCEFALO
ROMBENCEFALO
HIPOFISIS

@OOEO

FIGURA 7. Cerebro de Ambystoma mexicanum. Se seflala el.
nivel al cual se efectuaron 'los cortes para separar lag
regiones. 1= telencéfalo. 2= diencéfaloc. 3= mesencé&rfalo, G

rombencéfalo, 5= hipbfisis.



TABLA 4. Porcentajes de Reaccidn Cruzada con Péptidos semejantes
a las ENKs con los antisueros Anti—-ENKs.

Anti-—-ME Anti-LE

Péptido % Péptido %

ME(0) 100.0 LE 100. 00
LE 0.01 ME 3.83
ME-Arg 0.76 ME(O) <0.01
ME-Arg-—Phe 0.59 LE-~Arg 4.33
ME-Arg-Gly—-Leu 0.01 ME-Arg 0.53
LE-Arg <0.01 ME-Arg-Phe 0.37
Dinorfina 1-8 <0.01 ME-Arg-Gly-Leu <0.01

Dinorfina 1-8 <0.01




3. Adicionar 6 microgramos de cloramina T en 4 microlitros de
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.4.

4. AGITAR DURANTE 30 SEGUNDOS

5. Detener la reaccién mediante la adicién de 30
microgramos =~ de metabisulfito de sodio en 4 microlitros de
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.4.

6. Agregar 40 microlitros de amortiguador de fosfatos 0.05 M
pH 7.4 para completar un volumen total de 60 microlitros.
Tomar una alicuota de 5 microlitros para cuantificar la
radiocactividad total en la reaccidn.

7. Purificar ME-I y LE-I mediante cromatografia en
placa (cromatofolios AL de silicagel 60 F254, 20x20 cm) en el
sistema de solventes: n-butanol: dcido acetico:agua. (4:1:1).

Las bandas radiactivas se revelan mediante autoradiograffa y
las correspondientes a las ENKs monoiodadas se extraen en
base los valores de los rf de cada una.

8. Repurificacién: para eliminar contaminantes en los
productos extraidos, estos se repurifican mediante
cromatografia de placa fina, igual que en el inciso 6.

Cuantificacion de Encefalinas

La concentracidn de encefalinas se cuantificd mediante la
técnica de RIA. En resumen la técnica consiste en: incubar por 24
horas a 4'C una alicuota de 100~150 microlitros de cada muestra
problema previamente purificada con el antisuero (dilucién
inicial 172500 Anti-ME: 1,/2000 Anti-LE) y el antigeno
radioactivo correspondiente (5000 cpm cada tubo) en solucidn
amortiguadora de fosfatos 0.05M, pH 7.4 con 9% de Na Cl, 0.02% de
azida sddica y 0.09% de gelatina. Cada punto de la curva
patrédn y cada una de las muestras problema se determino por
triplicado.

Las fracciones unida y libre se separaron mediante la
precipitacién con una suspensidén de carbén activado (1.25%
carbén, 0.125% dextran, en amortiguador de fosfatos 0.05 M, gH
7.4) y centrifugacién a 3 000 rpm durante 30 minutos a 4 'C. Se
recuperdé el sobrenadante y se cuantificé la radioactividad en un
contador gamma. Se calculd la concentracion de FENKs en cada
muestra mediante la utilizacion de una regresion lineal (logit) a
partir de la curva estdndar. Los resultados se expresan en
picomoles por gramo (pmol/g) de peso.

Todas las curvas utilizadas para calcular las
concentraciones tisulares presentaron un 50% de union
correspondiente a un rango de 1.2-1.9 pmol para LE y de 0.9 a
1.8 pmol para la ME. En todos los ensayos se Incluyeron
muestras testigo con valores alto, medio y bajo provenientes de
tejido cerebral de A. mexicanum; los valores obtenidos
respecto al calculo de su concentracidn estuvo siempre en el
mismo rango. En la Ftg. 8 se incluyen las especificaciones
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FIGURA 8. Inhibicidén de la unidén de IR-ENKs al antisuero Anti-
ENKs, ME y LE respectivamente. Cada punto es la media de las
triplicados de incubacion. A= corresponde al antisuerc contra ME
a una dilucién Inicial de 1:2500 (25% de wunidn mdxima). La
sensibilidad del ensayo es de 0.2 pmel/tubo. Los valores de
concentracidn (pmol/tubo) testigo alto, medio y bajo fueraon:
4.6+0.4, 1.2+0.3 y 0.37+0.01 respectivamente. B= antisuero
contra LE a una dilucidn 1Inicial de 1:2000 (25% de union
madximal). La sensibilidad es de 0.07 pmol. Los valores de
concentracicdn de los testigos alto medio y bajo fueron:
3.5+0.3. 1.2+0.1 y 0.2+ .01 pmol/stubo respectivamente. En el
extremo derecho se Incluyen los resultados de la dilucison de
tejido cerebral de A. mexicanum. Se observa un desplazamiento
paralelo a la curva estdndar correspondiente. Y en la parte
superior derecha de cada enceralina se anotan los volumenes del
extracto cerehral.



respectivas ¥y se muestran los desplazamientos de las
diluciones tisulares de cerebro de A. mexicanum. se observa un
desplazamiento paralelo entre las muestras problema y la curva
estdndar. Todas las muestras se analizaron por triplicado en dos
ensayos diferentes con los mismos resultados.

Cuantificacion de Triiodotironina (T3)

Como un criterio mas sobre el progreso de la
metamorfosis se cuantificé la concentracion circulante de T3 en
el suero de todos los animales. Esta determinacidn se llevo a
cabo en el laboratorio de los Drs, Carlos Valverde—Rodriguez y
Carmen Aceves del IIBM, UNAM: utilizando una técnica de RIA
previamente descrita y estandarizada por este grupo (1., 128). La
concentracién de T3 se expresa en ng/dl.

An4lisis de Resultados

Se efectuos un andlisis de varianza para los valores de
concentracidn de las ENKs y los valores de T3 circulante. Los
valores de significancia de la comparacién entre los valores
control y respecto a la etapa inmediata anterior se calcularon
en base a la prueba "t" de Student.

7. RESULTADOS
Cambios Fenotipicos y Conductuales.

Despues de la administracion de T4 en A. mexicanum fue
clara la reabsorcion de los pliegues dérmicos (aletas ventral y
dorsal), la reabsorcitn de branquias y la oclusion de las
hendiduras branquiales. Tambi&n fue clara la disminucidn del
peso corporal y la adquisicion de una forma corporal mas
"ovalada” Incluyendo la cabeza. La posicion de los ojos se
modifico; de tal forma que estos sobresallan a la cabeza y se
formaron parpados (Fig., 9). La piel fue cornificandose v la
pigmentacién se reorganizé. Del mismo modo se observaron las
mudas de piel caracterfsticas de la metamorfosis en los anfibios
urodelos. En cuanto al comportamiento también se observaron
camblios, en primer termino respecto al desplazamiento y a la
alimentacion. En las etapas intermedias de la metamorfosis. los
animales redujeron notablemente el consume de alimento. Ocurrié

un cambio definitivo en Ia forma de locomocion; del
desplazamiento por natacion hacia desplazamiento mediante
locomocién cuadrtpeda. En las etapas Intermedias de la

metamorfosig los animales reducen el consumo de alimento.
Parametros morfométricos
En la Tabla 5 se presenta un resumen de los valores

porcentuales de cada pardmetro en el momento del sacrificio. En
la Fig. 10 se presentan los resultados de los pardmetros

morfométricos a lo largo de la metamorfosis de A. mexicanum
como resultade del tratamiento con T4. En el panel A 3se
presentan los valores porcentuales de los siguientes
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TABLA 5. Etapas de la metamorrosis T4-inducida en A, e
Cambios porcentuales de los dirferentes pardmetros morfométricos.

Etapa LAD AACD AAV/AADx100 AAV/AADx100 AV AAD/ACx100 LBRS

% ®
c1 100 100 40 6 mds =~ —m—m——m———— —— e 100
I 8414 BELE ——m——m—m—m 25 a 10 —— e 8524
Ir 61+1 7114 0 —mm——- 5046
IIT  51#1 69+1 -—— 25 a 10 25+2
v 2044 63+3 —— 32

Los valores (%) corresponden a la media + el error estandar
(n=6). LAD=longitud aleta dorsal, AACD= ancho aleta caudo-dorsal,
AAV=ancho aleta ventral, AAD=ancho aleta dorsal. AC=ancho cola,
LBRS=longitud branquias.



pardmetros: peso corporal (PC), ancho aleta caudodorsal (AACD).
ancho aleta dorsal (AAD). ancho aleta ventral (AAV), longitud
aleta dorsal (LAD) y longitud de branquias (LBRS): tanto para
los organismos experimentales como para el grupo control de
manipulacion, teniendo como 100% los valores del dia 0

En los animales del grupo Cm, los pardmetros
morfométricos permanecen sin cambio a lo largo del estudio
(parte superior de la grdfica). En contraste, los organismos
experimentales mostraron una clara disminucién en los valores
de todos los pardmetros. FEl peso corporal disminuyd hasta
un 65 %, el AACD un 60%, la LAD hasta un 20% y la LBRS llegé de 3
a 0 % al final del proceso.

En el caso de las branquias es posible obtener un
registro durante toda la metamorfosis. En la fig. 10 panel B se
muestran estos valores. Es claro que la dosis de T4 utilizada la
disminucidén en la longitud de branquias es gradual. En la primera
fase global de la metamorfosis es un tanto lento y hacia la
mitad del proceso los cambios se hacen mds evidentes y a mayor
velocidad. En la dltima fase vuelven a ser otra vez lentos.

Niveles Circulantes de T3

Los resultados se presentan en la Tabla 6. En lIos
organismes control précticamente no se detectd T3: mientras
que en los animales experimentales la concentracién de la hormona
T3 aumentd progresivamente conforme avanzdé la metamorfosis
(etapa I, II y III). Los valores disminuyeron en la etapa IV
respecto al III, pero adn fueron altos respecto al control.

Concentracién de Encefalinas

A lo largo del estudioc y solamente en los animaleg
metamorfoseados la concentracién de ambas ENKs cambid de manera
diferencial y regionalizada. Las tablas 7 y 8 resumen los
resul tados para una y otra ENK en las 5 estructuras
analizadas. A continuacién se hace una breve descripcién de
estos cambios, por estructura.

TELENCEFALO. La concentracion de IR-ME disminuyd de
una manera inmediata y significativa, a partir de la etapa
I de la metamorfosis. Este decremento se sostuvo hasta la etapa
III y fue seguido de un incremento (etapa IV), cuyos valores sin
embargo., furon menores a los detectados en el grupo control.

La reduccidén en la concentracién de IR-LE fue mids lenta y
progresiva y alcanzd el valor menor en la etapa IIr de la
metamorfosis. También se observd un Incremento en la etapa IV,
que no resultc significativo en relacion al control, pero s1
con respecto a la etapa inmediata anterior (Fig. 11).

DIENCEFALO. Al inicio de la metamorfosis (etapa I) la
concentracidén de IR-ME disminuyé significativamente. Este
descenso transitorio fue seguido por un Incremento gradual que
durante la etapa IV prdcticamente duplicdé los valores.

La concentracion de IR-LE exhibico un perfil inverso.
Durante la etapa I aumentd significativamente y subsecuentemente
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FIGURA_, 10. Porcentajes de reduccion de _ los  parametros
morfométricos durante la metamorfosis Td4-inducida en
mexicanum. Cada punto corresponde a la media de n=6. En R se

incluye a la mayorfa de los pardmetros morfométricos y se
comparan con los valores control. En B se separan los valores
correspondientes al decremento en la longitud de branquias, ya
que se trata de estructuras que se pueden seguir durante toda la
metamorfosis. C=control, FEx=experimental. 1=peso corporal,
2=ancho de la aleta caudodorsal, 3=longitud de la aleta dorsal.
4=]longitud de branquias.



TABLA 6. Niveles Circulantes de T3 durante las diferentes etapas
de la Metamorfosis T4-inducida en A. mexicanum.

ETAPA T3 (ngrdl) DIA SACRIFICIO
Cl (Control de inyeccidén) n.d. 0
I 156 + 5* 8
Ir 247 + 13% 11
IIr 256 + 6* 15
Iy 196 + 18* 24
Cm (Control de manipulacion) n.d. 25

Cada valor corresponde a la media + el error estdndar (n=6).
El dia de sacrificio se refiere con respecto al dia de aplicacidn
del estimulo (T4) a los organismos experimentales. Los
controles recibieron el volumen equivalente de solucion
Ringer y se sacrificaron en el momento sefialado. El1 grupo
control de manipulacion fue medido igual que los experimentales.
Cl=control inicial. Cm=control de manipulacidn. n.d= no
detectable. *=P<0.000. en comparacion a los valores control y en
base a la prueba “t" de Student.



TABLA 7. CONCENTRACION DE IR-MET-ENCEFALINA EN CUATRO ESTRUCTURAS
CEREBRALES E HIPOFISIS DE Ambystoma mexicanum DURANTE LA
METAMORFOSIS INDUCIDA CON TIROXINA (T4).

ESTRUCTURAS E T A P A s

CONTROL {0) I (8) II(11) I111(15) Iv(24)
TELENCEFALO 2538 + 44 1196 + 42% 1186 + 13* 1068 + 33% 1335 + 38%1
DIENCEFALO 2426 + 17 1182 + 14% 2283 + 4®" 3932 + 47%" 4842 4+ 56%°
MESENCEFALO 2246 + 9 1994 + 48% 2264 + 41 2 2432 + 44® 2404 + 16*
ROMBENCEFALO 1095 + 18 1730 + 22% 1063 + 19 * 1074 + 5 1629 + 38%"
HIPOFISIS 1655 + 21 1455 + 2% 1227 + 6% 1166 + 33% 819 + 6%

Los grupos experimentales (I-IV) recibieron una sola inyeccidn intraperitoneal de T4
(2.5 ug/g) en 100-200 ul de solucidn Ringer para anfibios. El grupo control recibid
el volumen eguivalente de solucidn y se sacrifico el dia 0. Los criterios para la de
finicidn de las etapas de metamorfosis se anotan en la tabla 5. El nimero dentro del
parentesis indica el dia de sacrificio, post-estimulo. Cada valor representa la media
+ el error estandar de n=6 para cada estructura y grupo. Los valores de significancia
se calcularon mediante la prueba "t" de Student. ¥, a, b = valores de P respecto al
control. g, 1, 2 = valores de P respecto a la etapa inmediata anterior. & y * = P
0.000, a = P<0.009, by 2 = 0.002, 1 = P<0.001. La concentracidn se expresa en
pmol/g de tejido humedo.



TABLA g, CONCENTRACION DE IR-LEU-ENCEFALINA EN CUATRO ESTRUCTURAS
CEREBRALES E HIPOFISIS DE Ambystoma mexicanum DURANTE LA
METAMORFOSIS INDUCIDA CON TIROXINA (T4).

E T A P A )
ESTRUCTURAS

CONTROL (0) 1(8) II(11) III1(15) aviz4)
&l &* &*

TELENCEFALO 104 + 3 9% + 5 81 + 2 66+ 2 82 + 3
&* &* &* . &*

DIENCEFALO 131 + 4 159 + 1 92 + 3 77 + 1 70 & 2
MESENCEFALO 90 + 4 81 + 2 106 + 4 ° 83 + 272 71 +2%3
*

ROMBENCEFALO 91 + 2 59 + 2% 52 + 183 s4 + 1% 103 + 3°
HIPOFISIS 402 + 27 449 + 11 536 + 7° 358 + 2 183 + 1%

LOs grupos experimentales {I-IV) recibieron una sola inyeccidn intraperitoneal

de T4 (2.5 ug/g) en 100-200 ul de solucidn Ringer para anfibios. El grupo control
recibid el volumen equivalente de solucidn y se sacrificd el dia 0. Los criterios
para la definicidn de las etapas de metamorfosis se anotan en la tabla 5. El ni-
mero dentro del parentesis indica el dia de sacrificio, post-estimulo. Cada valor
representa la media + el error esté@ndar de n=6 para cada estructura y grupo. Los
valores de significancia se calcularon mediante la prueba "t" de Student. &, a y
b = valores de P respecto al control. &, 1, 2, 3 = valores de P respecto a la e-
tapa inmediata anterior. & y * = P 0.000, a = P 0.009, by 2 = p<0.001, 1 =

P 0.005, 3=P<0.006. La concentracidn se expresa en pmol/g de tejido humedo.



IR-ENKs en TELENCEFALO
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FIGURA 11. Concentracidn de IR-ENKs (pmol/g) en el TELENCEFALO de
Ambystoma mexicanum en relacidn a los niveles circulantes de T3
(ngrdl) y a la reduccién en la longitud de branquias (%) durante
la metamorfosis T4-inducida. La concentracién de IR-ENKs
corresponde a las barras y sus valores se grafican de acuerdo a
la escala de la izquierda. La primera barra de la izquierda
corresponde a los valores control y las otras 4 barras
corresponden a las etapas de la metamorfosis (I-IV de izgquierda a
derecha). La linea con rombos corresponde a la longitud de
branquias y la linea con cruces a los niveles circulantes de
T3. Las escalas correspondientes a estos dos parametros se
anotan en el lado derecho. * = P<0.000. comparados con el grupo
control en base a la prueba "t" de Student.



IR-ENKs en DIENCEFALO
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FIGURA 12. Concentracién de IR-ENKs (pmol/g) en el DIENCEFALO de
Ambystoma mexicanum en relacidn a los niveles circulantes de T3
(ngsdl) y a la reduccién en la longitud de branquias (%) durante
la metamorfosis T4-inducida. La primera barra de la izquierda
corresponde a los valores control y las obscuras a las etapas de
la metamorfosis (I-IV). *=P<0.009, **=P<{0.000 .en comparacidn con
los valores control y en base a la prueba "t" de Student.
El resto de la leyenda es igual que en la Fig, 11.




IR-ENKs en MESENCEFALO
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FIGURA 13. Concentracién de IR-ENKs (pmol/g) en el MESENCEFALO de
Ambystoma mexicanum en relacidn a los niveles circulantes de T3
(ngrdl) y a la reduccién en la longitud de branquias (%) durante
la metamorfosis T4-inducida. *=P<0.002, **=P<0.000 en comparaciodn
con los valores control y en base a la prueba "t'" de Student. El
resto de la leyenda es igual que en la Fig. 11.



IR-ENKs en ROMBENCEFALO
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FIGURA 14. Concentracién IR-ENKs (pmol/g) en el ROMBENCEFALO de
Ambystoma mexicanum en relacién a los niveles circulantes de T3
(ngrsdl) y la reduccidén en la longitud de branquias (%) durante la
metamorfosis  T4-inducida. *=P<0.009. **=P<0.000 en comparacién
con el control y en base a la prueba "t" de Student. El resto de
la leyenda es igual que en la Fig. 11.



IR-ENKs en HIPOFISIS
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FIGURA 15. Concentracidén de IR-ENKs (pmol/g) en la HIPOFISIS  de
Ambystoma mexicanum en relacion a los niveles circulantes de T3
(ngsdl) y la reduccion en la longitud de branquias (%) durante la
metamorfosis T4d—inducida. *=P<0.001. **=P<0.000 en comparacion
con el control y en base a la prueba "t'" de Student. El resto de
+a leyenda es igual que en la Fig. 11.




disminuyd de manera progresiva, hasta alcanzar valores
considerablemente menores (etapa IV) (Fig. 12).

MESENCEFALO. En esta estructura la concentracion de IR-ME
presento un decremento significativo en la etapa 1I. En la
etapa II se recuperaron los valores contrel y en las etapas
III y IV fueron significativamente mayores.

La _concentracion de IR-LE disminuyé significativa en la
etapa I. En la etapa II ocurrié un incremento Yy finalmente en
las etapas III y IV los valores volvieron a disminuir,
incluso por abajo del control (Fig. 13).

ROMBENCEFALO. La concentracidn de IR-ME en la etapa I
incremento significativamente con respecto a los valores control.
En las dos siguientes etapas la concentracion de IR-ME
regresé a los valores control y en la etapa IV se observs un
nuevo incremento.

La concentracién de IR-LE disminuydé significativamente
durante las 3 primeras etapas, y posteriormente exhibié un
aumento notable (etapa IV). que 1incluso rebaso los valores
control (Fig. 14).

HIPOFISIS. En esta estructura se presentd una disminucidén
gradual de la concentracidén de IR-ME. con diferencias
significativas respecto al control en cada caso. En las etapa
Ir y IV también se observaron diferencias significativas
respecto a la etapa inmediata anterior.

La concentracion de IR-LFE presenté un incremento gradual
hasta la etapa II. a partir de la cual ocurrid un decremento con
diferencias significativas respecto a los controles y a la etapa
inmediata anterior en III y IV, (Fig. 18).

8. DISCUSION

Los resultados particulares respecto a la formacién de
la colonia (Anexo I) y a 1la estandarizacién del método de
induccién de metamorfosis (anexo II) se discuten en la
seccion correspondiente. Sin embarge, aqufl es pertinente
destacar que la informacién y material biol6gico resultante de la
reproduccioén de Ambystoma mexicanum en cautiverio fue primordial
para el desarrollo de la presente tesis. De hecho, por si sola
la reproducci6n de la especie en cautiverio aportd informacidén de
gran relevancia en cuanto a la bioclogfa del desarrollo de la
especlie. Por otro lado a partir de la estandarizacidén de
la induccidén de metamorfosis lograda en la primera fase de esta
tesis fue posible encontrar la via, frecuencia y dosis de T4
adecuadas para reconocer las etapas de la metamorfosis de
manera clara y precisa.

Hasta donde sabemos este es el primer estudio que
informa el hallazgo de que la metamorfosis T4—inducida en A.
mexicanum se asocia a cambios regionales en la concentracion
cerebral de hipofisiaria de las ENKs. FE! rompimiento de la
neotenia por T4 y la induccion concomitante de metamorfosis
confirma numerosos estudios, en relacién a la dependencia del
procese de metamorfosis con respecto a la funcion tiroidea
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(59, 88). Como ya se Fevisé (vease seccion metamorfosis, _ pag.
14). se trata de un proceseo adaptativo de reorganizacién y

desarrollo morfo—-funcional complejo, que dependiendo del
"destino” final de las estructuras, Jdrganos y/0 funciones
involucrados, abarca al menos tres categorilas: reduccidn (=]

eliminacién, reorganizacién y maduracién (12, 46, 72). En este
contextoe el SNC y la hip6fisis corresponden a estructuras/
funcién de la segunda y tercera categorfas. Se trata de
estructuras ya presentes como la unidad hipotdlamo-
hipdfisis (H-H) que participan activamente en la metamorfosis
Yy en las cuales ocurre una reestructuracién morfo-funcional que
permite la adaptacién del ' organismo a un nuevoe habitat (17,
46). Mds adn. en términos adaptativos, esta reorganizacicn
morfofuncional de la unidad H-H resulta primordial para regular
y mantener variables fisiolégicas cuyos puntos de aJjuste
difieren (cuali-~ y cuantitativamente) de los que el organismo
requerfXa en el habitat anterior: Vgr.. temperatura corporal,
equilibrio hidrosmético, etc. Los cambios asociados a esta
unidad regulan todas las funciones neuroendocrinas que requieren

de un reajuste con la metamorrfosis. Del mismo modo que las
funciones sensoriales y motoras reguladas por las otras regiones
cerebrales extrahipotaldmicas (telencéfalo, mesencéfalo Y

rombencéfalo) (39. 46).
Mstamorfosis: Criterios Morfométricos

La razdn para establecer criterios metambérficos para A.
mexicanum es obvia. puesto que se trata de una especie
neoténica, en la que puede Inducirse la metamorfosis; mIlentras
que A. tigrinum presenta metamorfosis espontdnea. El estudio de
Norman se llevé a cabo con A, tigrinum provenientes del campo
y se establecieron 7 etapas de metamorfosis. En tanto que en el
presente estudio se trabajé con una poblacibén homogénea de
A. mexicanum resultante de ia reproduccidn en nuestra colonia
¥y se definleron 4 etapas.

Las egquivalencias y/0 coincidencias se 1indican en la
tabla 3 (pag. 6). Los criterios principales de metamorfosis en
ambos estudios fueron considerados en base a. la reduccién en el
ancho de la cola. el ancho de las aletas dorsal y ventral. El

trabajo de Norman no es explfcito en cuanto al punto de
referencia considerade para efectuar las mediciones de estos
pardmetros. Por lo tanto, aqui se hicieron las mediciones en
referencia a una estructura anatémica constante. Las

mediciones del ancho de la cola y de las aletas se efectuaron 1
cm posterior a la cloaca. También consideramos otros pardmetros
morfometricos. en particular el porcentaje de reduccion en
la longitud de las br nguias., ya que en A. mexicanum su
disminucidén es progresiva a lo large de todo el proceso. En
ambos estudios el criterio de finalizacicén de la metamorfosis
es precisamente la reabsorcion total de las branquias.

Es importante hacer notar que aun es necesario unificar
los criterios para definir las etapas metamorficas en anfibjios
urodelos ya que los puntos de rerferencia de los cambios en
este grupo no son tan evidentes como en anfibios anuros.
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Metamorfosis y Tironinas

Los resultados de esta tesis comprueban el efecto de la T4
sobre el rompimienteo de la neotenia en A. mexicanum. Del mismo
modo se confirman numerosos estudios, algunos ahora cldsicos (4,
5, 69) sobre la dependencia del proceso de metamorfosis con
respecto a las hormonas tiroideas (HT) (39. 59, 88).

Se sabe que el inicio de la metamorfosis en anfibios
depende de la activacidén del eje hipotdlamo-hipéfisis—tiroides
(H-H-T), mediante un mecanismo de retroalimentacisén positiva
ejercido por la T4 (17, 46. 88). Los resultados de esta tesis y
los de otros autores (44. 88, 151) muestran que en anfibios
neoténicos como A. mexicanum los niveles basales de T4 son muy

bajos. Fste hecho ha 1llevado a proponer que en estos
organismos no ocurre la retroalimentacidn positiva gue
desencadenaria la cascada de cambios tanto en los tres
substratos anatémicos como en los tejidos periféricos (17, 88,

123). Los resultados de la presente tesis son consistentes con
el planteamiento de que la ausencia de metamorfosis en A
mexicanum es secundaria a un "hipotiroidismo relativo” y no a la
falta de responsibidad de la unidad H-H y de los tejidos
periféricos a las tironipnas (40, 123). Sin embargo. es
necesario recordar que en todos los vertebrados la T4 es una
prohormona sintetizada y secretada exclusivamente por la
gldandula tiroides, y que dependiendo del anillo en el que
ocurre su desyodacion periférica da lugar. a la formacidn de la
triiodotironina activa (T3) o inactiva (rT3) (17, 46, 175).

FEn este contexto, los resultados de esta tesis indican
gue la T4 administrada en A. mexicanum, ademds de desencadenar la

metamorfosis, fue desyodada hacia T3 (144). En efecto, en los
organismos sin estimulacién con T4 (grupos C1 ¥ cz2) los
niveles plasm&ticos de T3 fueron indetectables. Otros
investigadores, utilizando un método de extraccidn y

concentrando las muestras de plasma 4 veces, Informan valores
muy bajos de T3 (12.5+ 0.8 pgrdl) (82).
Por el contrario, en los organismos T4—estimulados la

concentracion de T3 aumentoc de manera significativa Y
progresiva hasta el final de la metamorfosis (etapa IV) cuando
ocurrié un decremento en relacién a la etapa anterior. Este

perfil temporal en los niveles circulantes de T3 durante la
metamorfosis en A. mexicanum es consistente con los resultados
obtenidos por otros _Investigadores (82, 88. 151).

La desyodac:on del anillo externc de la T4 se denomina de
activacién v 5'D 'y la del internco se llama de

inactivacion o via SD Las isoenzimas, 5'DI y 5'DII catalizan la
via 5'D y la iscenzima tipo III cataliza la via 85D (175).

En anfibios anuros la conversidn periférica de T4 hacia T3
es catalizada por la 5'DI y es un paso fundamental en la
induccidén de la metamorfosis (28).

En anfibios urodelos existen evidencias que sugieren la
desyodacion periférica (82, 88, 151). Aunque también se ha
propuesto que la T3 deriva directamente de la tiroides (88).
Por otro lade, en urodelos neotenicos, solo conocemos un
estudio en el que no ha detectado actividad desyodativa en
tejidos periféricos (88). Sin embargo. estos resultados

40



negativos son inconsistentes con 1los siguientes datos. FEl
contenido intraglandular (tiroides) de T4 en urodelos
neoténicos es mayor que el de T3, mientras que la proporcion
T3/T4 en plasma es mds alta, tantoe en organismos neotenicos
como metamorfoseados (151), Adem&s, al comparar las proporcionesg
T3/T4 plasmaticas entre organismos neoténicos y
metamorfoseados, los valores son mayores en organismos con
metamorfosis. Todo lo anterior y los resultados de la presente
tesis apoya la posibilidad de que en urodelos neoténicos
exigte actividad periférica 5'DI y que es la mis pronunciada
despuées de la metamorsfosis (82).

Netamorfosis y B‘ncotaunéa en la unidad Hipotdlamo-Hipofisis

Los resultados en esta tegis indican que la
administracidn de T4 induce la metamorfosis en A, mexicanum y
que simultdneamente aumentan los niveles circulantes de T3 y se
modifican las concentraciones cerebrales e hipofisiarias de las
ENKs .

Los cambios de IR-ME en diencdfalo e hiporisis fueron

opuestos a lo largo de la metamorfosis. Al final del proceso
fetapa IV) la concentracion hipofisiaria de IR-ME descendi6 en un
50%, mientras que en el diencéfalo. los valores se

duplicaron. Al mismo tiempo, los cambios de IR-LE fueron
paralelos y presentaron un patroén bifdsico, disminuyendo (50%) al
final del proceso (vedse Fig. 16 A y B,

Por el momento, estos hallazgos son diffciles de
interpretar; aunque resulta atractivo plantear una relacidn
causal entre ellos y el proceso de la metamorrfosis. también es
probable que solamente se trate de epifenSmenos asociados a
dicho evento. La dificultad estriba en el hecho de que la
informacioén acerca del papel fisioldgico de las ENKs en los
vertebradog es aun escasa y fragmentada.

La participacién de la unidad H~-H en la regulacidn de la
metamorfosis en anfibios se ha demostrado de manera amplia (17,
44, 46, 88, 123). Se sabe que este proceso de maduracién y
desarrollo depende de la funcién de la unidad H-H, y su
Interaccioén con la gl&ndula tiroides (40, 59, 88).

En la mayoria de los vertebrados la glandula tiroides se
activa mediante el egstimulo de la TSH secretada por la
adenohipofisis que a su vez responde al tripdptido
hipotaldmico (TRH) (17). Aunque en algunos anuros se ha
demostrado que el rfactor hipotaldmico activador corresponde a la
TRH (42, 85):; en urodelos neoténicos (41. 147) e incluso
algunos anuros (142), esta vfa podrfa ser distinta. Al parecer en
anfibios neoténicos como A. mexicanum, la TRH no es el
mensajero central que estimula la secrecion de la TSH, al
menos no directamente (41, 170). El hipotdlamo de A. mexicanum
(bra. P. Joseph, 1988, datos no publicados) como en otros
vertebrados, contiene cantidades significativas del tripsptido
(79). Por otro lado, en anfibios con metamorfosis esponti&nea
la concentracion de TRH aumenta (85). En contraste, en A.
mexicanum el contenido hipotal&mico de TRH no cambia durante la
metamorfosis T3-inducida (147) y ademis, la administracidn de
TRH no tiene efectos metambrficos (41, 170). Estas evidencias,
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plantean la interrogante de cudl o cudles podrtan ser
los factores hipotaldmicos que regulan la metamorfosis en
anfibios neoténicos; o bien., qué factores intervienen en la
accidén de la TRH misma. En este sentido conviene recordar
que el modelo propuesto por Etkin (Fig. 3) sugiere la
participacién de un factor hipotal&mico inhibidor de la
secrecién de la PRL, que en respuesta al 1ncremento 1inicial

de la HT disminuirfa la secrecidn de esa hormona
hipofisiaria y desencadenarfa la metamorfosis.

Esta situacién aunada a los hallazgos de la presente
tesis permiten plantear que en anfibios las ENKs de la unidad H-H
podrian participar activamente en el proceso de la

metamorfosis. En mamfferos se ha considerado la posibilidad de
que los pé&ptidos opicides tengan accicones directas sobre la
"liberacion hipotaldmica de las hormonas hipofisiotrépicas
(110, 111). Asf., la administracién de ENKs Iincrementa los
niveles circulantes de PRL, GH, TSH (26, 99, 165, 153) .
disminuye 1os niveles de LH, FSH y cortisol (26, 165. 174) y
ejerce un efecto dual en la secrecidén de VSP y OXT (108, 167,
174). La naloxona tiende a reducir los niveles circulantes de
PRL y disminuye la TSH en humanos (2). En otro estudio se
demostré que la naloxona en humanos incrementa los niveles de
cortisol, LH y FSH (114). Estos dltimos hallazgos Indican que la
interaccidn de las ENKs con la PRL, TSH, LH y FSH podrfa ser a
traves de los receptores opidceos como se ha propuesto en otros
estudios (47). Incluso también hay evidencias que indican la
Interrelacion de los sistemas de los receptores a opidceos y la
TRH (14, 1192).

Por otro lado, también se ha considerado la accidén de Jla
PRL durante el desarrollo de los anfibios en asociacicon con
otros mensajeros quimicos (134, 181). Las ENKs aumentan los
niveles de PRL y TSH (2, 26, 34, 165) y modifican los niveles de
VSP y OXT (108, 167). A su vez las OXT y VSP promueven la

metamorfosis en anfibios (181). Evidencias que permiten
plantear la posibilidad de que las ENKs podritan participen
en el proceso de la metamorfosis mediante un mecanismo

de interaccion multiple, forma de interaccion que también se ha
sugerido en mamfferos (115. 186).

Durante Ila metamorfosis de los anfibios, uno de los
aspectos que se modifican es la coloracion. En A. mexicanum se
observé una redistribucidén de pigmentos., de tal forma ue el
tono obscuro se hizo mds uniforme. La pigmentacion en
anfibios se regula mediante la accién de la MSH. Las
posibilidades de interaccidn entre las ENKs, la MSH y la b-—
endorfina se ha evidenciado en mamiferos; en particular se sabe
que la LE modula la secrecion de la MSH (7). lo gque plantea
que una Interaccion entre las ENKs y el sistema de la MSH
durante la metamorfosis de A, mexilcanum es probable.

Desde otro punto de vista. los resultados de esta tesis
son consistentes con los presentados por otros investigadores,
con respecto a que los sistemas de mensajeros quimicos en el
sistema nervioso se modifican a lo largo de la metamorfosis en
anfibios (32, 33). Los sistemas de vias neurales
correspondientes al factor Iliberador de la corticotropina
(FLC) y a la AVT se desarrollan con la metamorfosis en Rana
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catesbiana (32). Mientras que los niveles circulantes de
corticosterona cambian en forma bifdsica durante la
metamorfosis de A. tigrinum, con los niveles mds altos a la
mitad del proceso (33). Ambos estudios establecen una relacidn
entre los cambios de estos mensajeros quimicos y la funcidén del
eje hipotdlamo-hipofisis—gldndulas interrelales de anfibios, en
particular en relacién a la esteroidogénesis; funcidén que en
anfibios se desarrclla con la metamorfosis (32). La relacion de
las ENKs con la esteroidogenesis en anfibios también se ha
sugerido. solo que en relacion a su presencia en las células
cromafines (95)., mds que en el cerebro e hipofisis.

Estos hallazgos y los cambios en la concentracion de
las ENKs en la unidad H—H que aqul se presentan, resaltan la
importancia de las modificaciones en tales sistemas c¢omo parte
del reacomodo de los mecanismos de ajuste a una nueva forma de
vida, que implica la metamorfosis.

La metamorfosis en anfibios constituye un proceso
adaptativo de reorganizacion y desarrollo compleJjo. Las
estructuras que se analizan en el presente estudio corresponden a
estructuras ya presentes, que ajustan sus caractecristicas a los
nuevos requerimientos (12, 17. 46, 72).

La reorganizacién conductual, funcional y morfoldgica
resulta primordial en la regulacidén y el mantenimiento de

variables fisioldgicas, cuyos puntos de ajuste difieren cuali- y
cuantitativamente de los que el organismo requerfa en el
habitat anterior. Se considera gue los cambios asociados a la
unidad H-H regulan todas las funciones neurcendocrinas (46,
104), por lo gque los camblios en los sistemas encefalinérgicos
podrian relacionarse con el proceso general de reorganizacion
que ocurren en la unidad H-H durante la metamorfosis. Por

ejemplo, en relacidn al equilibric hidrosmético y el control de
la temperatura corporal; aspectos de vital Importancia. sobre
todo s1 se considera que con la metamorfosis, los
organismos tienen que adaptarse a un nuevo habitat. Evitar la
perdida de humedad en estos vertebrades se logra por un ajuste

entre la temperatura corporal y el termostato hipotaldmico en
relacién a las temperaturas ambientales por medio de
modificaciones conductuales ya que se trata de organismos

poiquilotermos. FEl! hipotdlame activa los mecanismos encaminados a
minimizar la perdida de calor (104).

Se considera que en anfibios la reabsorcidn de las
aletas caudales durante la metamorfosis puede funcionar como un
mecanismo osmoregulador en la naturaleza y que tanto la PRL como

la oxXT participan en este proceso (134) . Se ha
evidenciado que la OXT y la VSP promueven la metamorfosis
(181) y al parecer la OXT actla contrarrestando la accidén

antidiurética de la PRL a nivel tisular (134). Del mismo modo en
mamiferos se ha sugerido la participacién de las ENKs en la
osmoregulacion (108. 167).

Cambios Cerebrales Extrahipotaldmicos
La metamorfosis implica cambios sustanciales en la

fisjologta global del organismo, por lo que es razonable que la
concentracién de ENKs también cambiara en las regiones
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cerebrales extrahipotalamicas (telencéfalo, mesencéfalo y
rombencefalo). E! significado de estos cambios podrifa
relacionarse con las funciones que cada region cumple durante y
después de la metamorfosis.

Telencéralo

Los cambios en la concentracién de las ENKs en esta
estructura durante la metamorrfosis podrian relacionarse con
los ajustes del sistema para adquirir nuevos hdbitos de vida y
otros patrones de comportamiento que permitira a los

organismos sobrevivir en el medio terrestre. La concentracidén de
IR-ME en telencéfalo disminuyé con 1la metamorfosis y en la

Gltima etapa se presentd un aumento respecto a la etapa III,
§1In eémbargo los valores son significativamente menores con
respecto a los grupos control (Fig. 11). La concentracidn de

IR-LE disminuy& hasta la segunda etapa y después se presentd un
incremento que no rebasé los valores control en la etapa IV,
Por lo tanto al final de la metamorfosis, la concentracidén de
ambas ENKs es menor que en los organismos sin metamorfosis.

El telencéfalo regqula principalmente las funciones
olfativas (46, 143, 180). EI olfato ha tenido una gran
Iimportancia en la funcidén adaptativa de los animales, al
sumistrarles 1informacién proveniente de distancias mayores en
corrientes de agua ¢ en el viento. Los anfibios a menudo
localizan su alimento e incluso sus estanques, a kildmetros de
distancia, mediante el sentido del olfato, de aht la

importancia del telencéfalo comoc un centro cuyas principales
funciones son olfativas. La difusidén de las substancias en un
medice lfquide es distinta que a través de aire, asf el sistema
de captacidn de este tipo de estimulos se ve obligado a
cambiar (104). La 1integracién de respuestas sensoriales y
motoras. asf como la coordinacidn de las respuestas
condicionadas y el comportamiento instintivo simple también se
regulan a nivel del telencéfalo en los anfibios (143, 182, 104).

El reacomodo de los sistemas de mensajeros quimicos que
acomparfian a la metamorfosis como los cambios en la
concentracion de FENKs que observamos en telencefalo podrita
ocurrir tambien con otros neuropéptidos; como por eJjemplo en el
caso de la substancia P, la somatostatina y el VIP. que se han
detectado en el telencérfalec de A. mexicanum (38).

La presencia de ENKs en el telencérfalo de otros
vertebrados no mamiferos también se ha demostrado. En reptiles y
aves las ENKs se localizan el &rea ventrolateral (22, 118, 139).
Se observa un paralelismo entre la distribucidén de las ENKs., la

substancia P, catecolaminas y aceticol inesterasa (22). Se
sugiere que muchas de estas vias se formaron en etapas iniciales
de la evolucion de los amniotas y han permanecido en las

especies vivientes en estas clases de vertebrados. Ademis
aqul se presentan evidencias sobre la presencia de las ENKs en el
telencéfalo de un anfibio, que como grupo, aparecid previamente
a los amniotas, de hecho los anfibios son anamniotas. Tales
relaciones hacen notar la universalidad de los sistemas
encefalinergicos dentro del reino animal.
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Mesencéralo

Los cambios en la concentracién de IR-ME en mesencéfalo
presenta un desarollo semejante al observado en diencérfalo,
aunque de manera menos pronunciada, con un decremento en la

primera etapa y aumentos progresivos en las etapas
subsecuentes. Respecto a la IR-LFE se observa un decremento en la
primera etapa y un aumento mdximo en la segunda etapa. a

partir de donde se observa un nueveo decremento, rebasando los
valores control, con un resultado final significativamente
mayor al control.

Esta estructura cerebral regula el sentido de la vista
(46. 143, 180). Las proyecciones visuales cambian con la
metamorfosis en anfibios. Durante la metamorfosis los oJjos de
los organismos sobresalen a la cabeza y se ha propuesto que el
aumento en el campo visual que ocurre con la metamorfosis en el
tectum. es el resultado de un reacomodo de la funcidn en el medio
terrestre (164). Se ha sigerido también la participacidn de las

ENKs en las proyecciones visuales de A. tigrinum (178), en
aves (166). reptiles (49) e incluso en crustdceos (82, 104).
Nuestros resultados respecto a los cambios en la
concentracion de las ENKs en el mesencéfalo podrian
relacionarse con las funciones de las proyecciones visuales

hacia el tectum durante la metamorfosis y con la funcién
general del mesencéfalo sobre la Integracién sensorial.

Rombencérfalo

En esta estructura la IR-ME aumenta en la primera
etapa; en las etapas II y III regresa a los valores control y
finalmente aumenta otra vez. La IR-LE disminuye en las 3
primeras etapas y regresa a los valores control en la dltima
etapa. En los extremos del proceso los resultados obtenidos en
esta estructura son concordantes con los encontrados en A.
tigripum; con mayor concentracién de IR-ME y sin diferencias en
la concentracién de IR-LE en organismos metamorrfoseados
respecto a Jlos no metamorfoseados (30). El rombencéfalo
pertenece al tallo cerebral, que en reptiles también presenta IR
para las ENKs (184).

Los cambios en la concentracion de IR-ENKs en el
rombencéfalo podria relacionarse con las funciones de
regulacion motora y de equilibrio que esta estructura cumple. En
anfibios a través del rombencéfalo pasan todos los nervios
sensoriales (excepto los de la visién y el olfato) Yy las
fibras gque controlan casi todas las motoneuronas. Las
funciones del rombencéfalo son claramente modificadas durante la
‘metamorfosis, sobre todo en las etapas Iintermedias donde los
organismos regulan el gasto de energfa mediante la
reduccion de desplazamiento. Las modificaciones en la forma de
locomocion asociadas a la metamorfosis tiene que ver con una
regulacion rombencefalica (104). Del mismo modo., existen
estudios que evidencian la participacion de los sistemas
opioides en la regulacidn de las funciones motoras en anfibios
urodelos (43. 131) y en procesos nociceptivos (163). Por otro
lado se sabe de la intervencidn de la T4 sobre la formacidn
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inicial de la columna motora lateral y diferenciacion de las
motoneuronas en anuros (142).

Consideraciones Generales sobre la Metamorfosis y las Encefalinas

A. mexicanum puede forzarse a presentar metamorfosis
por la administracién de T4 y como resultado de esto puede
desarrollar caracterfsticas maduras ¥ rasgos somd&ticos
terrestres incluyendo vias Y sistemas particulares en el
cerebro. Ademds de la modificacién en el sistema de vias
nerviosas como ha sido demostrado por los estudios de
Stirling respecto al aumento del campo visual en el tectum
(164). tambien ocurren cambios en los sistemas de
neurosecrecion como es el caso de la AVT, de el FLC (32) y de
las ENKs, como en el presente estudio se demuestra.

Ante la presencia de diferentes mensajeros quimicos en el
SNC de A. mexicanum. podria ser que cada uno actuara de
manera diferencial en la metamorfosis. Es decir que mientras la
VSP y OXT participan en la regulacidén de la reabsorcidén de las
aletas como un mecanismo osmoregulador, las ENKs podrfan actuar

a nivel de la unidad H-H regulando los mecanismos
hidrosmoticos y de control de temperatura. al mismo tiempo que
en las regiones extrahipotaldmicas podrian Intervenir en la

integracion nerviosa que conlleva la adquisicion de nuevos
h&bitos de vida, en particular respecto a la percepcién de
estimulos y desplazamiento que le permitir&n sobrevivir en un
medio mds cambiante que el acudtico, donde serd necesario
evitar la pérdida de humedad. protegerse de sus depredadores,
conseguir su alimento y encontrar las condiciones adecuadas
para su reproduccion.

Los cambios en la concentracién de ENKs podrian
asociarse a funciones especIficas, como ocurre con los cambios en
las vIfas neurales del FLC y la AVT asf como con los cambios en.
los niveles circulantes de la corticosterona durante la
metamorfosis en asociacién con la esteroidogenésis (32, 33).

En el planteamiento del presente estudio se considers la
posibilidad de relacionar a las ENKs como una causa o un
efecto de la metamorfosis. De acuerdo a los resultados
obtenidos, es claro que no se puede afirmar ninguna conclusion
definitiva en este sentido. sin embargo. por la forma _como L
resentan los cambios, principalmente en diencefalo e

ip6fisis (estructuras anatdémicas que se sabe participan en la
regulacién de la metamorfosis), se considera que las ENKs en
estas dos regiones sf podrfan participar en la modulacién del
sistemas de manera causal. Aunque con los resultados hasta la
fecha obtenidos no es posible descartar la posibilidad de
los cambios que se observan en la concentracion de las ENKs en
estas dos regiones sean un efecto de la metamorfosis.

Los cambios en la concentracidén cerebral de ENKs en las
etapas intermedias de la metamorfosis podrian tener relacion
con la necesidad de cambios de habitos y comportamiento ante
los posibles depredadores durante la metamorfosis, momento en el
cual los organismos son sumamente susceptibles; asf como en la
eleccion del lugar para evitar la perdida de humedad. &5i los
cambios observados al final de la metamorfosis son
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permanentes en la vida adulta en pleno, entonces su
significado tendrfa que ver mds directamente con las funciones
asociadas a las condiciones de vida terrestre. aspecto que
podria averiguarse al efectuar cuantificaciones de ENKs  a
diferentes tiempos postmetamorfosis.

Es de esperarse que con la metamorfosis cambie mds de un
sistema de mensajeros quimicos. como se ha demostrado con el
FLC y AVT en Rana esculenta (32). Por otro lado, serd
necesario analizar de manera detallada la funcidén de cada
estructura en relacion a los cambios en los sistemas
encefalinérgicos en base a diferentes estrategias experimentales
que involucren un andlisis farmacologico, anatomico ¥
funcional. Los resultados aqui obtenidos podrfan implicar una
relacion funcional en asociacion directa con su union a los

receptores opioides. Por otro lado los cambios en la
concentracién pueden reflejar cambios a nivel de la sintesis o
de la liberacidn de estos péptidos opioides, aspectos gque

serd necesario analizar en el futuro.
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APENDICE

Anexc I. Formacion de la Colonia de Ambystoma mexicanum en
Condiciones de Laboratorio.

Captura y Acondicionamiento en el Laboratorio

La formacidn de la colonia en nuestro laboratorio S8
logré a partir de espécimenes recolectados en el campo

(remanentes de los canales de Xochimilco). Para lo cual se
realizaron recorridos a lo largo de los canales,
principalmente en la zona correspondiente al Puente de Urrutia y
San Gregorio Apatlaco, Xochimilco; efectuandose muestreos
constantes.

En el recorrido por los canales de Xochimilco pudimos
observar que A. mexicanum se localiza principalmente en la
zona cercana al puente de Urrutia. En las otras zZonas la
presencia de la especie es menos evidente. Los organismos se
encuentran preferentemente en las =zonas donde existe una
cantidad considerable de lodo y fitoplancton. Los espécimenes
est&n precisamente entre el lodo, aunque eventualmente salen a la
superficie.

Se realizaron varias visitas para el reconocimiento de la
zona durante los meses de Agosto a Octubre de 1988, hasta
Iidentificar un lugar accesible para la captura de A.
mexicanum. Para realizar la captura se solicito un permiso a la
SEDUE. que fue otorgado en Marzo de 1989. En septiembre de 1988
se capturaron 7 organismos (4 hembras y 3 machos). En el
siguiente afio a partir de la autorizacién de la SEDUE se
efectuaron registros constantes en los canales y durante los
meses de Septiembre y Octubre fue posible capturar un total de 22
ejemplares (15 hembras y 7 machos).

La captura se logré mediante la utilizacidn de un
chinchorro y redes individuales. Se capturaron los organismos
tanto machos como hembras sexualmente maduros, se colocaron en un
recipiente con agua del mismo canal y se trasladaron al
laboratorio.

Los animales recolectados se colocaron en peceras con
agua del canal., con un nivel de 10 cm. (4 organismos bor
pecera, 50x40x30 cm). Se suministro oxigenacion constante
mediante una bomba de aire. Al siguiente dlIla de haber
ingresado al laboratorio se eliminé la mitad de agua del
canal, intercambiandola por agua de la llave reposada ¥y
aireada previamente. La eliminacidn total del agua del canal, se
hizo de manera gradual, sustituyendo cada tercer dfa un medio
del volumen existente por agua de la llave declorinada.

Las peceras se mantuvieron en un cuarto independiente
con un ciclo de luz:obscuridad de 12 horas, comenzando el
periodo de luz a las 7 A.M.

La respuesta al acondicionamiento de los organismos
capturados fue positiva, puesto que la poblacion recolectada se
mantuvo estable por un periodo mayor a un afio.
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Alimentacion

La alimentacicn. consistié en peces pequefos  vivos
capturados en el mismo canal. Conforme sSe fueron terminando
los peces, la alimentacion se sustituyd por carne fresca de
res en pequefios fragmentos; depositada a en una cantidad de 25 a
30 g por pecera con 4 animales, cada tercer dfa.

Después de esta primera fase se probaron diferentes
formas v tipos de alimento y los resultados obtenidos
mostraron la flexibilidad para manejar este pardmetro en
cautiverio. Probamos tres tipos de alimento y dos formas de
suministro para adultos. Se utilizaron peces pequefios vivos,
carne fresca de res y pescado. La forma de suministro en el
caso de la carne, inicialmente fue a granel, sin embargo;
hemos obtenido mejores resultados suministrando este alimento
con una pinza individualmente. De esta forma uno se asegura
de que todos los organismos coman en la misma proporcién,
aunque requiere de mayor tiempo para efectuarlo.

La alimentacién con peces es la mejor opcién para

alimentar organismos de 8 meses en adelante: no obstante la
obtencién de este alimento es un poco problemdtica, ya que no
siempre disponemos del tiempo para capturarlos y en los

lugares donde los venden no son tan constantes. Una gran
ventaja con los peces. es que este tipo de alimentacidn
esta menos alejado del correspondiente al medio natural, ademds
de que as! se ahorra tiempo tanto en la alimentacidén como
en la limpieza.

Limpieza

Se efectus cada tercer dfa, inmediatamente después de la
alimentacion. Consistio en la eliminacién completa del
volumen existente la sustitucién con agua de la llava

reposada, con lavados exhaustivos de cada pecera.
Cuando la alimentacién consistié en peces, la limpieza se
redujo a dos veces por semana.

Agrupacien y Desoves

Una vez que los organismos se aclimataron a las
condiciones de laboratorio, hacia finales de 1988 se agruparon de
modo que cada pecera quedara con_una proporcion de 2
hembras por cada macho. Esta agrupacidén y la presencia de un
substrato para la ovoposicién, asI como el mantenimiento en
cuanto a oxigenacidén, alimentacidn y limpieza permitio la
obtencién del primer desove en cautiverio en el periodo
reproductivo 88-89, a partir de los primeros organismos
recolectados.

En el periodo reproductivo 88-89 sclo ge presentdé un
desove en el mes de Marzo de 1989, con un total de 30 huevos
fecundados, de los cuales se desarrollaron hasta la edad
adulta 14 organismos. En el mes de Septiembre de 1989 se
reagruparon los organismos adultos de modo que quedaran tres
hembras por cada macho. El mantenimiento de cada grupo fue
semejante al periodo anterior, excepto que en este caso se
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tuvo especial atencion en la aparicion del comportamiento de
cortejo, las interacciones hembra-macho, macho-hembra. la
depositacien del espermatdforo, la captura de este por la
hembra y la ovoposicion. Durante el periodo reproductivo 89-90 se
presentaron 12 desoves durante los meses de Octubre de 1989 a
Abril de 1990. con la mayor proporcién en los meses de
Noviembre y Diciembre, en la Fig. 17 se presentan las
resultados.

Desarrollo embrionario

En cada desove la hembra deposita a los huevecillos
fecundados envueltos en una masa gelatinosa amorfa sobre el
substrato (piedras, plantas o la manguera de suministro de aire
en las peceras). Cada huevecillo esta rodeado por una capa
concéntrica trasparente de material nutritivo durante el
desarrollo embrionario. Conforme el embridn crece. tal capa se
adelgaza, hasta que se rompe por completo durante la eclosién de
las larvas.

Para segulr este proceso se separaron algunos
huevecillos recién fecundados de la masa gelatinosa amorfa
para hacer observaciones mds cercanas. Las observaciones se
hicieron a través de un microscopio esterecscdpico,; se
tomaron fotografias representativas de cada etapa (Fig. 18).

Las primeras divisiones celulares se observan en

termino de una o dos horas de haberse presentado el desove, el
Inicio de la diferenciacidn se presenta entre los dfa 2 y 4. La
visualizacién de las branquias ocurre entre el difa 7 y 8. Y 1la
eclosion de las larvas se presenta entre el dfa 15 y 18, (Fig.
19).

Una vez que la eclosidn de las larvas did inicio fue
necesario eliminar paulatinamente el exceso de substancia
gelatinosa en la que estaba envuelto el desove, asf como los
huevos sin fecundar. para evitar el crecimiento de hongos.
Cuando la eclosidn de todo un desove concluys, se eliminé el
material correspondiente a los embriones que no se
diferenciaron Yy el exceso de gelatina. Solamente se dejaron
los restos del material envolvente de cada huevo, mismo que se
fue adelgazando poco a poco y en el momento de la eclosidén era
mucho menos denso.

Reacomodo de larvas

Se colocaron 45 larvas por pecera (50x40x30 cm) con un
nivel de 5 cm de solucidén de Holtfreter al 20 % modificada (pag.
52) (9. 24). El1 mantenimiento de larvas con esta solucidn evita
la propagacién de agentes infecciosos, principalmente bacterias y
hongos. Cada pecera fue provista de aireacién constante.

Alimentacion y limpieza de larvas

Durante los primeros dias posteclosion, la alimentacion
consistidéd en la gelatina restante del desarrollo embrionario,
hasta que practicamente toda la poblacion eclosiono. . Al quedar
reagrupadas las larbVas, su alimentacion y limpieza, asi como la
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FIGURA 17. Nimero de desoves durante el periodo reproductivo 89-
en la colonia de Ambystoma mexicanum. Cada desove con un
promedic de 100 huevesillos fecundados.



FIGURA 18. Fotograffas en el microscopio estereoscdpico,
durante el desarrollo embrionario de_A. mexicanum.
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FIGURA 19.. Duracién del desarrollo embrionario en Ambystoma
mexicanum. En el eje de las abcisas se Iindican los principales
sucesos:ID=inicio de la diferenciacién, VB= visualizacién de 1las
branquias, EC= eclosién de larvas, VEA=visualizacisén de las
extremidades anteriores, VEP= visualizacién de extremidades
posteriores. El eje de las ordenadas corresponde a la escala de
tiempo. Se grafican 1los intervalos de tiempo en que se
observan los cambios. Los resultados de esta grarica
corresponden a las observaciones proveniente de un total de
200 larvas.




cantidad < de larvas por pecera fue variable, dependiendo de la
edad. En la tgbla 9 se resume la forma de mantenimiento de
larvas durante las diferentes edades.

Tratamiento ante Infecciones

En las colonias de A. mexicanum establecidas en
condiciones de laboratorio, un problema serio son las
infecciones bacterianas. que pueden acabar con la poblacién en
pocas semanas. Varios signos clinicos se han descrito y se han
propuesto diversas causas., sin embargo no existen mé&todos
precisos para combatirlas y la mayorfa de los tratamientos son
dirigidos a organismos adultos (24, 91).

Durante el establecimiento de la colonia de A. mexicanum
en nuestro laboratorio el problema en cuanto a enfermedades
fue evidente principalmente en larvas, durante los primeros
meses de edad. Por lo tanto se evalud el efecto del

tratamiento con antibidticos sobre el porcentaje de
mortalidad de larvas en desarrollo. Se probo el efecto de
antibioticos bajo diferentes condiciones. Los antibisticos

utilizados fueron: penprocilina 1 Unidad/ml y estreptomicina
1 mg/ml; en el medio donde se mantenfan a las crias. La eleccidn
de los antibicdticos fue en cierto sentido arbitraria, por la
carencia de Informacién referente a la aplicacidén de antibidticos
en anfibios., en particular en larvas. Se considerd esta mezcla en
base a su utilizacién para prevenir el crecimiento bacteriano
en los medios de cultivo. (comunicacién personal del Dr, Lino
Diaz de Ledn; IIBM, UNAM).

Se formaron 6 grupos (n=45 c¢/u) con larvas de 5 a 10
dfas posteclosidn. Las condiciones fueron las siguientes: I= en
agua declorinada, II=solucién Holtfreter al 20% modificada (9.
24), III=agua declorinada con antibidticos, IV~ agua declorinada
con antibidticos mds anfotericina B (antimicético), V=agua
reposada con antibidticos mds azul de metilenc. VI= solucidén
Heoltfreter al 20%, antibicoticos mds azul de metilenc. De los
grupos I, II, y V se hicieron dos replicas.

En organismos de otro desove se probaron diferentes
dosis de antibioticos en la condicion IV. Se formaron 4 grupos
(n=40) y las dosis probadas fueron: 0.5, 1, 2, y 4 Usml Yy
mg/ml de penprocilina y estreptomicina respectivamente.

Los resultados obtenidos con los antibisticos se
presentan en la Fig. 20. En A se nmuestra el porcentaje de
mortalidad para los grupos I, II, II y V que fue de 97, 49, 24 y
12 % respectivamente. mientras gque para el grupo IV fue de 5% y
para el vI de 9%. Es claro que el efecto de los
antibioticos es mayor si se aplican en presencia de solucien
Holtrreter. En presencia de anfotericina B y azul de metileno el
efecto 8e suma. En B se muestran los resultados obtenidos con
tres desoves en las condiciones I, II y V

No observamos diferencias significativas al variar la
dosis de antibidticos. En base a este resultado para prevenir
las infecciones bacterianas de otros desoves hasta los tres
meses de edad, decidimos utilizar la dosis minima (condicidn
IvV).
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TABLA 9. Formas de Mantenimiento
mexicanum segdn la Edad.

de Larvas de Ambystoma

ALIMENTACION LIMPIEZA TRATAMIENTO ANTE
INFECCIONES
Pulga de agua Eliminacién de PREVENTIVO

diario
Hasta 2 meses
(n=45)

Artemia salina
Cada tercer dia
Hasta 6-7 meses
(n=25)

Peces pequefios
vivos y/o0 carne
fresca de res o
pescado. Cada
tercer difa.

Hasta 8-9

meses (n=12)

Peces pequenos
eventualmente carne
fresca de res o
pescado dos veces
por semana.

9 meses en adelante
n=5-6, dependiendo
del tamafio.

residuos sélidos
cada 3 dfas y
completa una vez
a la semana.
Eliminacion de
residuos sélidos
cada 3 dias y
completa una vez
a la semana.
Eliminacion de
residuos sélidos
cada 3 dias y
completa una vez
a la semana.

Completa, dos veces

por semana. A partir
de esta edad pueden
mantenerse con plantas
un sistema de filtraciodn
efectuar

Yy arena, sin

(Penprocilina +

estreptomicina +
azul de metileno)
Hasta los 3 meses

CURATIVO
(Nitrofurazén
+ acriflavina
+ azul de

metileno).

limpieza por periodos
largos de tiempo.

La cantidad de organismos en proceso de
debe mantenerse
anota la cantidad de organismos a diferentes
pecera con las siguientes dimensiones:
primeras fases de desarrollo es recomendable mantener a las
en solucién Holtfreter al 20 & 50%, con lo que se

pecera

larvas

desarrollo en

proporcional. Entre

reduce notablemente el indice de enfermedades.

cada

parentesis se
edades en una
60x40x20 cm., Durante las
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FIGURA 20. Efecto del tratamiento con antibiéticos en larvas
de Ambystoma mexjcanum. Se Incluyen las diferentes condiciones
bajo las cuales se aplicaron los antibibticos. Los
antibisticos se aplicaron a una concentracién de 1
microgramo/ml en la solucion de las pecera. En A se incluyen los
resultados bajo las diferentes condicones. Las condiciones
de tratamiemto fueron las siguientes: I=H20 declorinada,
II= Solucidén Holtfreter al 20%. III=- H20 declorinada +
antibidticos, IV=H20 declorinada + antibidticos + anfiterecina B
(antimicotico), V= H20 declorinada + antibictico + azul de
metileno, VI= solucion Holtfreter al 20% + antibidticos + azul de
metileno. FEn B se muestran los resultados de 3 replicas de las
conduciones I, II y V.




Comentarios sobre la colonia

A. mexicanum es una especie neoténica y sobre la cual se
tiene poco conocimiento en relacién a su ciclo de vida, su
ecologfa y los factores que regulan los procesos de su
estrategia de desarrollo (20, 154).

Como animal de experimentacidn ha Ilogrado un amplio
reconocimiento dentro de la comunidad cientifica internacional en

estudios de biclogia del desarrollo, regeneracion.,
genética, endocrinologla, electrofisiologla. etc., (154).
Desde el siglo pasado A. mexicanum fue llevado a

diferentes paises, en donde se formaron colonias en condiciones
de laboratorio. En la actualidad se sabe de la existencia de
miltiples variantes de esta especie resultantes de las cruzas en
laboratorio, prdcticamente puede hablarse de cepas de
laboratorio (8, 20, 78). El establecimiento de la colonia de A.
mexicanum en nuestro laboratorio resulta de gran Iinterés desde
dos puntos de vista: 1) bajo estas condiciones se puede contar
con material biolcgico de diferentes etapas de desarrollo
que han sido mantenidos bajo condiciones controladas y
de los cuales se conoce la edad: 2) por tratarse de una especie
en peligro de extincién, el conocimiento de su bioclogfa en
cautiverio, como la reproduccién en sf misma. son factores que
podrfan contribuir a la planeacidn de proyectos sobre su
preservacion.

Un dltimo punto respecto a la colonia es que debido a
los cambios miltiples en la calidad del agua de suministro en
las tuberfas del laboratorio, en este afio (1992) hemos
cambiado la forma de mantenimiento de los organismos adultos. En
primer lugar la alimentacion ha consistido finicamente en peces
pequefios vivos y pricticamente no se manipulan, puesto que las
peceras han sido acondicionadas con plantas acudticas y un fondo
con arena obscura. Cada pecera contiene un filtro y dos sistemas
de oxigenacién: uno unide al filtro y otro libre. Las plantas las
colectamos en los canales de Xochimilco y previo tratamiento
se colocan en las peceras cada vez que es necesario; es decir
cuando estas empiezan a tomar una coloracidn amarillenta y
por el movimiento de los animales empiezan a desprender sus
hojas. Adem&s de los peces, también les suministramos acociles y
plantas como fuente de alimento adicional, aunque a estos
altimos los ingieren en proporcién menor,

(**)

Composicién de la solucién Holtfreter (100%)

Solucion A Solucion B

NacCl 3.5 g NaHCO4 0.2 g
KC1 0.05 g H, 0 destilada 500 ml
CacCl, 0.1 g

H,0 500 ml

Se mezclan partes iguales de cada solucion. Y la solucion
Holtfreter modificada lleva 204 mg de MgSO,.7H,0/1 (9, 24).
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Anexo IX. Induccién de la Metamorfosis en A.
mexicanum

INTRODUCCION

El desarrollo de los anfibios se divide en dos etapas
generales para facilitar su estudio: la embriogénesis §% la
metamorfosis. Para anfibios anuros la determinacién de los
diferentes estados de desarrollo dentro de la embriogénesis y de
la metamorfosis se han establecido con claridad (171).
Incluso para anfibios urodelos se han elaborado diferentes
tablas de embriogénesis (149). Sin embargo, para determinar
las etapas de la metamorfosis en anfibios urodelos no hay
metodos precisos ni prdcticos (90, 124, 136).

Por otro lado Ila mayorrta de 1los estudios tanto para
determinar las etapas de la metamorfosis asr como para
inducirla en anfibios urodelos se han efectuado en A. tigrinum
(90, 122).

Por 1o tanto. para realizar el proyecto de tesis, fue
necesario unificar los criterios tanto para inducir la
metamorfosis en A. mexicanum asf como para determinar las

etapas de tal proceso mediante criterios morfométricos.

Se efectu® un experimento con el propdsito de encontrar la
dosis. via y frecuencia de administracién de T4 JOptimas para
Inducir y reconocer las diferentes etapas de 1=
metamorfosis en A. mexicanum.

Las formas de induccién de metamorfosis reportadas son
variables y los resultados también:; por eJjemplo Tompkins et
al.. (172),; wutililizando larvas de A. mexicanum de 70 dfas de
edad, 1nduce metamorfosis por inmersidén en agua con L-tiroxina
5x10® M.

Por otreo lado, wutilizando A. mexicanum adultos
neoténicos Brandle y Stirling (19) inducen metamorfosis mediante
la administracion de 150/u1 de una solucion 30 mM/ml de tiroxina:
administrando tres 1inyecciones intraperitoneales a la semana,
durante tres semanas.

En otro estudio efectuado con A. mexicanum adultos
neoténicos (136) se utiliza una sola administracién de 100
/200 ml de tiroxina via intraperitoneal y logra la

metamorfosis completa entre 27 y 30 dias post-inyeccién.

En todos los estudios mencionados, la induccién de la
metamorfosis se efectué con el objetivo final de tener
organismos con metamorfosis completa, sin importar las etapas
intermedias, por lo que dependiendo de las particularidades
del estudio., el m&todo de induccicdn de metamorfosis se elige en
relacien al tiempo en el que los investigadores requerian a los

organismos metamorfoseados.
Para el estudio de la presente tesis se hacia

necesario el conocimiento de la dosis adecuada. la via ¥
frecuencia de administracion en A. mexicanum adultos, que

permitiera determinar las etapas de la metamorfosis en esta
especie mediante criterios morfométricos; puesto que los
objetivos del estudio no solamente se enfocaban a los extremos de

53



la metamorfosis sino al andlisis de las etapas intermedias
tambien.

MATERIAL Y METODOS

En primer término, se decidid considerar la dosis de
administracion en relacion al peso corporal para unificar la
dosis neta que cada animal recibirfa. Esto con el propésito de
controlar el momento de la respuesta y la duracidén de la
metamorfosis. La alta tasa de variaciones respecto a la
capacidad de respuesta de cada animal en los estudios antes
mecionados podrla deberse en gran medida a que se administro
una dosis general a todos los animales, sin considerar la
variente en peso. En el caso del método por inmersion la
variabilidad es mayor. Por lo que se decidi¢ unificar la dosis en
relacion al peso corporal de cada animal y se eligieron dos
formas de administracion. 4 dosis y dos diferentes frecuencias de
administracion, lo que se hizo en base a otros estudios y hasta
cierto punto de forma arbritaria puesto que para A. mexicanum los
datos reportados son mds escasos.

Marcaije de los animales

Se wutilizaron 20 organismos sexualmente maduros de los
cuales 10 fueron donados generosamente por el Circulo de
Ciencias del CCH Naucalpan en Junio de 1988 y los otros 10
resultantes de nuestra colonia. Se formaron § grupos cada uno
constitufdo por 4 organismos. Uno de los grupos correspondié al
grupo control y los otros cuatro a los experimentales.

Para la evaluacioén del desarrollo de la metamorfosis y
reconocimiento de sus etapas en cada organismo fue necesario
identificar claramente cada uno. Teniendo como referencia las
formas de marcaje en otros anfibios. antes de iniciar este
experimento se determindé la forma mis efectiva para marcalos
sin ocasionarles dafio. Se probo con alambre telefénico de
diferentes colores, colocade en torno al cuello: con una marca
numerica (como un sello) sobre la piel en la parte ventral:
con los numeros de alambre enfriados en hielo seco o© nItrogeno
lfquido. Y con hilo de algodon de diferentes colores.

De estos tres sistemas. el m&s efectivo fue la
colocacidén de un collar de hilo de algoddén de diferentes
colores en torno a la cabeza., Jjusto detr&s de las branquias lo
suficientemente flojo como para no. dafiar la piel de los
animales y lo suficientemente tenso como para que los animales no
lo eliminaran.

Induccion de la metamorfosis

A. mexicanum es una especie neoténica que normalmente no
se metamorfosea a menos que se induzca de manera
experimental mediante la administracién de hormonas tiroideas o
TSH.

Para la realizacion de este estudioc., la metamorfosis en A.
mexicanum se indujo mediante la administracién de L-
tiroxina, puesto que se considera que el mecanismo inicial para
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desencadenar 1la metamorfosis se logra mediante la accidn Inicial
de esta hormona (123).

En este estudio se analizo el efecto de 4 diferentes
dosis totales y dos vias de administracion.

I. 2.5 microgramos de T4d/qg. Una sola administracién
intraperitoneal (ip). Esta dosis se calculo en base al estudio
de Prahlad, 1965: en el que se trabaja con organismos A.
mexicanum de un peso corporal promedio de 40 g.
administrando 100 microgramos de T4/200 microlitros/animal.

Ir, 2.5 microgramos de T4d/g . 9 inyecciones i.p. en total. Una
cada tercer dfa, durante 3 semanas. El estudio de Brandle,
(19), también utiliza organismos neoténicos A. mexicanum y la
metamorfosis se Jogra en un periodo de dos semanas. Sin embargo
la dosis que utilizan (30 mM/ml. 150 microlitrosl/animal), 9
administraciones, una cada tercer dfa. La cantidad total de
T4 administrado con este esquema serfa de 3.5 mg de T4 por
inyeccioén; cantidad que nos parecié excesiva. Por lo tanto
adoptamos el esquema seguido por Brandle, (19) en cuanteo a la
frecuencia de administracidén, pero con la dosis propuesta por
Prahal. 1965.

III. 25 microgramos de T4/g. 7 Inyecciones 1.p. Una cada tercer
dfa. Este tercer grupo se trato con la misma frecuencia y via
de administracion que en II, pero con una dosis 10 veces mayor-.
La cantidad total recibida por cada animal sigue siendo
menor que la propuesta por Brandle, 1975.

IV. 75 microgramos de T4/g. Una sola administracion por
Intubacioén gdstrica. Suponiendo que la via de administracidén
podrfa cambiar la velocldad de accidn de la hormona.

V. Grupo control: los animales de este grupo recibieron el
volumen equivalente de solucién Ringer para anfibios, en las
mismas vias Y frecuencias de cada grupe experimental

correspondiente.

Como ya se ha mencionada la adquisicion del material
biologico tiene algunas restricciones, y si bien para el
momento en que se desarrolld este experimento ya contabamos
con organismos provenientes de la colonia, reservamos una
cantidad suficiente para el experimento definitivo, por lo que
para el experimento preliminar solo se consideré un organismo
control para cada una de las estrategias de induccién para
evaluar si la manipulacion diaria para la medicidn de los
pardmetros morfométricos, podrfa influir en el proceso de
metamor fosis.

Pardmetros morfométricos
A partir del dra cero (primer dfa en que se administra la
hormona) para cada animal se hicieron las siguientes

mediciones: longitud total, longitud de aleta dorsal, longitud de
branquias, ancho aleta caudodorsal y peso corporal. Las
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mediciones fueron hechas por la misma persona y con la misma

regla todos los dfas. Al final del experimento se calcularon
los porcentajes de reduccion de cada pardmetro y se definieron 5
etapas de la metamorfosis.

La limpieza y alimentacion durante el experimento fue
semejante al descrito en material y métodos de la colonia.

Resultados

1. Los organismos control no presentaron indicios de
metamorfosis. exceptuando una ligera reduccion de branquias al
principio del experimento. Los organismos de este grupo
ganaron peso corporal.

2. Todos los organismos experimentales presentaron
metamorfosis.
3. Con la administracidn intragastrica el estres provocado en

los animales suele ser considerablemente mayor durante la
administracién. Por otro lado el desarrollo de la metamorfosis
fue mucho mds lenta que en las otros métodos. Entre el segundo y
doceavo dfa postestfmulo, la reduccién de branquias no fue mas
alld de 5%. La metamorfosis termind entre el dfa 28 0% 30
postestImulo.

4. Con la dosis de 25 microgramos de T4/g. la metamorfosis se
desencadené y terminé m&s répido, de modo que hacia el octavo
dfa la reduccidén habfa alcanzado un 40%, al décimo dia la
reduccion llego a un 60% y hacia el doceavo dfa postestimulo, la
metamorfosis précticamente se complets.

5. Con la dosis de 2.5 microgramos de T4/g 9 inyecciones se
obtuve un perrfil muy semejante al anterior aungue menos riopido.
Hacia el octavo dfa la reduccién de los pardmetros llegd al 25 %,
hacia el dfa 10 a un 42% y la metamorfosis terminé hacia el dfa
18.

6. Por ultimo la estrategia I (2.5 microgramos de T4/g) una
sola administracién presentd¢ un perfil md&s gradual y coherente.
Bajo esta estrategia resultd mds fd&cil definir las etapas de la
metamorfosis.

En la Fig, 21 se resumen los resultados respecto a la
longitud de branquias de los cuatro grupos experimentales y el
control. La reduccidon de la longitud de branquias es uno de
los principales pardmetros a considerar para la definicidn de
las etapas de la metamorfosis en este experimento puesto que es
una estructura que puede seguirse a lo largo de todo el
proceso, la eliminacion completa de branquias es el criterio
para dar por terminada la metamorfosis.

En base a esta estrategia en el primer experimento se
distinguieron 5 etapas de la metamorfosis con las siguientes
caracteristicas:
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Efecto de diferentes dosis de T4 sobre
la longitud de branquias
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FIGURA 21. Porcentajes de reduccidn de la longitud de

branquias durante la metamorfosis T4-inducida en
mexicanum con diferentes métodos. 1=2.5 microgramos/g una sola
administracién Iip, 2=2.5 microgramos/g. 9 administraciones 1ip.
una cada tercer dia, 3=25 microgramos/g., 7 administraciones 1ip.
una cada tercer dfa. 4=75 microgramos/g una& administracidn
mediante Intubacion gdstrica.



Etapa : % de decremento Pardmetro

I ‘ v 5-15 los 5 pardmetros
IrI 20-30 uoon “

IIr 40 longitud de branquias
Iv 80 " " "

v 100 " " b

Observaciones y comentarios generales de este experimento.

Uno de los principales aportes de este experimento fue el
aprendizaje que obtuvimos sobre la manipulacidn y manejo de los
animales; desde como marcarlos, cémo medirlos., coémo alimentarlos
y mantenerlos durante la metamorfosis. Fue posible determinar la
dosis y via de administracidn optima para inducir la metamorfosis
Y reconocer las etapas en Ambystoma mexicanum.

En el experimento definitivo se reconsideraron los
criterios para determinar las etapas de la metamorfosis,
incluyendo los criterios de Norman, 1985 sobre las etapas de
metamorfosis en A. tigrinum. Se consideraron los siguientes
criterios: Jla longitud de branquias, la proporcidén entre la
aleta ventral y la aleta dorsal asi como el ancho de la aleta
ventral con respecto al anche total de la cola. En la seccidn

correspondiente de esta tesis se seflalan las equivalencias
entre las etapas metamorficas en A. tigrinum y A. mexicanum
(pag. 6).

Quedaron establecidas 4 etapas en base a los tres
criterios arriba mencionados y no dnicamente en base a la
reduccion de branqguias. La etapa I y II del primer
experimento se Incluyeron en la etapa I del experimento

definitivo, por el hecho de que las diferencias en cuanto a la
reduccion de los par metros morfométricos en este intervalo no
son tan marcadas y era necesario definir claramente el momento
del sacrificio para evaluar la concentracién cerebral e
hipofisiaria de las ENKs y lograr el objetivo central.
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