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RESUMEN 

Se h• demostrado el papel del sistem• opioide en el deurrollo del sislem• nervioso 
central (SNC), éste pMicipa en funciones como la regulaciOn 'I diferenciaciOn neural. Se le 
ha propuesto como AtgUlador "6fico inhibilorio. Los p6ptidos mn estudiados en este 
campo aon los derivados de la pioenc:efalina, como la met-encef.un• (ME). Su efecto es 
mediado por sus rec:eptonts especffic:os. Adem6s se h• repart8do la presencia del ARNm 
de la proencefalina en cultivos de neurona y a~itoa embrionarios 'I perinatales. Nuestro 
grupo demoa"6 la exiatllncia 'I distribuci6n MatClmica de loa P6Plid09 opioides en el SNC e 
hipófisis del Amll)'Slonla mexicanum, ar como los cambios en la dilltribuciOn de estos ,,_tidoa en la hipófisis durante la metamorbis. El intlria de •te estudio fue delennin• 
en que etapa del desarrollo onlDgeMlco del 8illema nenrio9o cenhl del A. mexicMNlm se 
inicia la presencia de la inmunone-=tividad a P6Ptidos opioides tales como: Leu- 'I met
encefalina (LE ' ME)'/ el octap6ptido Met-Arg-Gli-Leu (OCTA). asr como su diñibuciOn 
anatOmlca desde la neurulaciOn (Etapa 13). hata loa seis meses de edad (etapa juvenil). 
P#a ello, se utilizaron ajolotes de la especie A mexicanum colectados en el Lago de 
Xochimilco, los cuales se mantuvieron en condiciones de laboratorio. Durante el invierno 'I 
la primavera se formaron parejas 'I se obtuvieron OllOpOSicionea naturales. Ademés se 
desarrollo un m6tDdo de lertilizaciOn in llitn>. Se obtuvieran muestras de los embriones 'I 
larvas (desde la neurulación hasta los seis meses de edad). Se utilizó la t6cnica indirecta de 
inmunolluorescencia con anticuerpos policlonales dirigidos contra LE, ME 'I OCTA, con sus 
respectivoS controles. Los resultados fueton: en las muestras anterioles al dla 11 no se 
obseN6 inmunorreactividad en ninguna de las antas cerebrales. El dfa 12 se encontró una 
densidad escasa de fibras inmunorreactivas (FIR) a LE, ME 'I OCTA dentro del núcleo 
preóptico (NPo), ~lamo ventral (PvT), nClcleos paraventrfculares hipotalámicos (NPvHt), 
tegmentum dorsal (TgD) e fstmico (Tgl) 'I en la zona motora (ZM) del rombencilfalo. El 
hipoUilamo (Ht) presenlO FIR con una densidad media a ME y LE. Este mismo patrón de 
distribución se mantuvo hasta los 30 dfas, posteriormente comenzaron a haber grupos 
pequeftos de neuronas inmunorreactivas (NIR) (2-3 neuronas) a los tres anticuerpos 
probados en el NPvHt e Ht. Adema&, se vio un ligero aumento en la densidad de FIR. En 
los dras 49, 60, 90 'I 180 hay un aumento de FIR 'I de grupos de NIR a LE 'I ME en los 
núcleos hipotal*'1icos. La densidad de FIR para OCTA en estos dras fue ligera 'I se 
localizaron principalmente en el NPvHt 'I en el Ht. Nuestros resultados 'I los de otros 
autores demuestran que los péptidos opioides es~n presentes en etapas tempranas del 
desarrollo, sugiriendo que 6stos pueden estar participando en diferentes funciones 
relacionadas con el desarrollo 'I formaciOn del SNC de este anfibio. Este trabajo seré la 
base para estudios futuros en donde se conozca el posible papel que tienen los péptidos 
opioides durante el desarrollo del SNC del A mexicanum. 
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·Lista de Abrevlaclolles 

Cartflaao (C) 
Canales aemic:ircui- (CS) 

Comiaara anterior (CA) 

Cerebelo (Cb) 
Comiaara hipoc:mnpal (CHp) 
Cuarto ventriculo (IVv) 

Emineneia media (EM) 

Formación reticular (Pll) 

Ganglio del VIJI par (G•VID) 

Habenula (Bb) 

Hip68ais (ffp) 

Hipotálamo (Bt) 
lnfilndibulo (I•) 
Médula oblonaa&ta (MO) 

Narina(•a) 
Notocorda (N) 

Núcleo anterior olfatorio (NAO) 

Núcleo amigdalino (NA•) 

Núcleo estriado amigdalino (NEA•) 

Núcleo fasicular solitario (NPS) 

Núcleo reticular solitario (NRS) 

Núcleo í•mico (NI) 

Núcleo preóptico (NPo) 

Núcleo paraventricular hipotalámico (NhHt) 
Núcleos Mptales (NS) 
Palio dorsal (PD) 

Parte ventral talámica (PvT) 
Pane dorsal hÜlllica (PdT). 
Oido(Od) 

Ojo(Oj) 
Penduculo (Ped) 

Pi..al(P) 
Tálamo ventral (Tv} 

Tec:tum (Te) 

T......,atum l•mico (Tsl) 

Teamentum donal <TaD> 
Te¡pnentum ventral (TaV) 

Tercer ventriculo (IDv} 
Rombencéfalo (ROM) 
v-triculo lateral (VL) 

Zona motora (ZM} 
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ANTECEDENTES 

El opio y sus alcaloides se han utilizado por sus efectos medicinales y eufürizantes 

de9Cle tiempos inmemoriales. Goldstein y col. (1971), su9irieron la existencia de sitios de 

unión atereoespecíficos para estas substancias. Fue hasta la década de los aftas Mienta en 

que Terenius en Suiza (1973) y Snyder en Baltimore (Pen y Snyder, 1973) identificaron los 

receptor- a la morfina. Más tarde, en l 97S, Hushes y colaboradores identificaron y 

secuenciaron en el cerebro a las encefalinas, la metionina-enc:efalina (ME) y la leucina

enceflllina (LE). Goldstein y col. (1971) identificaron la estructura de la Beta-enclorfina (BE) 

provenientes de la hipófisis del bovino y del cerdo. Guillemin y colaboradores (1976), 

determinaron la estructura de la alfa y gama endorfina, aisladas de extractos de hipotálamo e 

hipófi&is. 

Actualmente. se conocen alrededor de 40 péptidos endó9enos que se unen a los 

mismos receptores que el opio. que son asonistas de la morfina y que se sintetizan 

endósenamente. A éstos se les conoce con el nombre de péptidos opioides, a diferencia de 

las sustancias originales del opio y sus derivados sintéticos a los que se llaman opiáceos. 

Los péptidos opioides provienen de tres proteinas precursoras inactivas: la 

Proopiomelanocortina (POMC) (Nakanishi et al., 1979), la Proencefalina A (PEF) (Comb et 

al., 1982; Gubler et al., 1982; Noda et al., 1982) y la Prodinorfina o Proencefalina B 

(PDNF) (Kakidani et al., 1982). Estos precursores se procesan durante su transporte 

intracelular para dar origen a la molécula activa (Steiner, 1984) y presentan características 

parecidas entre ellas en cuanto a peso molecular y número de aminoácidos. Estas 

&imilitudes susieren una relación evolutiva entre las tres diferentes proteínas precursoras 

(Fig. 1 ). Además, estas moléculas provienen de una familia de senes y de productos de 
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genes relacionados funcionalmente. Los estudios inmunohistoqulmicos de distribución 

anatómica demuestran que los tres precursores de los péptidos opioides son expresados en 

distintas poblaciones celulares en el cerebro y en la hipófisis (Rossier et al., 1977; 

Khachaturian et al .• 198S). 

Actualmente. se tienen evidencias de que los péptidos opioides actúan como 

substancias neuromoduladoras y poseen cualidades analgésicas. Se ha establecido la 

panicipación de estos péptidos en muchas otraa filnciones. tales como en los procesos de 

modulación de la información sensorial, en la flsiopatologia del estrés, en la regulación de 

los sistemas cardio-vascular. respiratorio, gastrointestinal. renal y neuroendócrino. en la 

tennorrqpilación. en la regulación de la ingesta de los alimentos e hidratación. en la 

regulación de filnciones como la conducta sexual. la locomoción. el crecimiento, la memoria 

y el aprendizitje. y su participación en desordenes mentales y neurológicos como la 

esquizofrenia y la epileptogénesis (Akil et al., 1976; Olson et al., 1993). 

ASPECTOS FJLOGIENETICOS 

Los péptidos opioides se han identificado mediante estudios inmunohistoqulmicos y con 

métodos bioqulmicos; se han aislado y secuenciado en diferentes especies de invertebrados y 

vertebrados. Se expresan desde organismos unicelulares (Leroith et al. 1982), pasando por 

invertebrados, protocordados y vertebrados incluyendo a los mamíferos (tabla Ja y lb) 

(Bayón et al. 19BOa. Brauth, 1984; Cone y Goldstein. 1982; Dores et al., 1984; León-Olea 

et al. 1987; León-Olea et al., 1991; Leung y Stefano, 1984; Stefano et al. 1980; Stefano et 

al.. 1982). 

Los resultados de las investigaciones sobre el comportamiento, la fisiología y la 

fannacologia muestran que los péptidos opioides asi como los antagonistas y agonistas 
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T• .... ... PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA FILOGENETICA 

E.<iTltl/C."TVllAS 

1"1111.lllt# ~11'."NDORnNA #:NCEFALINAS DINOll#"INAS 

CORl>AIXJ.'í 
Ma•lfe,,_ 
Rata TE,Dl.Hi TE.DI.ME. PIM TE.DI.ME 

" .... TE Pichón TE.DI ---
Pallo~ TE TE.DI.ME.RO ---........ 
T-- Hilm TE.Dl.ME.RO.Hilm Cerebro+ p--.,,,. _,,.,. 
'--"' -"·-i• Hilm.Dl.ME TE.Dl.ME.RO.Hilm Cerebro+ 

~ Hilm 
All/-or/lflÚu/ulpl-• --- ceretin>+ ---Ro#ta tt.cnilMIO --- TE.Dl.ME.RO.HiEm Cerebro+, médula y 

NcHi 
5-
Olffo-- Hilm NHi,HilEm ---
Sa ............ .... ...,,,. .. __ ~ 

Hi(LA,LI) 
HiEm,TE,.Dl.ME.RO Hi (LA,LI) 

..._ 
Tnlcha an:oiri• 
Sat.o ..,,.,,_rl Dl,ME.HI -- ---
Salmón 

~-la Hi -- ---
Pczpu-
Prutopl~,..,. Gltlf'ICIOU TE -- ---
Pczpto 

Cb ---,.,,. __ ,_ 
--Pez-ConunulWio Cb ---

c. OllnllU --
NPo.Ht Ht.Me(NVS) ---

Acaa-..... .,..,. 
AdHi ---

,.., ___ 
--

-··· e ••=W - ... ....-.c..~-.cc~-.~~.-c.........,-. 
m -· •M - -· ac a.,.llo-. - a.,.111D ...,_, - ~ ...-. ~ aar,.11o .......... 08b 
a.,.llo •0 2 , .. 111 IW>, .. H..,...,-.......----· LA~-· U~-· -
;q CF' ..................... NCICIMt ....... ~ ........ trté*.RORm: .. c•bl.TmT ........... +~y ----· 

11 



T•blll lb. PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA FILOGENETICA 
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sintéticos semejan las acciones de los opioides encontrados en los mamíferos (Josefsson y 

Johanuon. 1979; Kavalicrs y Hirst. 1989). Los estudios de unión estereoespeclfica de alta 

afinidad para los ligandos opioides en tejido nervioso de vertebrados inferiores. moluscos y 

otras e9peeies de invertebrados presentan propied8des similares a las del tejido nervioso de 

mamíftn'os (Stefano et al., 1982). E .... observaciones implican que tienen un desarrollo 

evolutivo temprano y una continuidad filosenética de los péptidos opioides y sus receptores. 

PEPTIPOS OPIOmES EN ANFIBIOS 

Como se describió en el inciso anterior, los péptidos opioides y sus receptores se 

encuentran en casi todos los organismos de la escala filoaen'tica. Sin embarso, es hasta los 

anfibios que existen evidencias de que las proteínas precursoras de los péptidos opioides y 

sus receptores son estructuralmente homólosas a las de los mamiferos (Kilpatrick et al., 

1983; Martens et al., 1984; Martens et al., 1985). 

Manens y Herben (1984) examinaron por medio de técnicas de biolosia molecular 

en la rana Xenopus laevis, el sen que codifica la proence&lina. y encontraron que la 

secuencia de los principales exones de los senes de la proencefalina codifican 7 secuencias 

de ME, pero ninsuna secuencia de LE. Las posiciones de la ME dentro de la secuencia de 

proencefalina son las mismas que en la secuencia de la proencefalina de mamiferos, pero el 

lupr que le correspondería a la LE esti ocupado por una copia de ME. Por lo tanto, en la 

proenc:e&lina de X laevis no esti contenida la secuencia de la LE. Hay evidencias en otros 

anfibios anuros en donde sucede lo mismo (Kilpatrick et al., 1983). Es por esto que se ha 

supuesto que la organización de la proencefalina en el X /aevis es representativa del grupo 

de los anuros y que la LE presente en el cerebro de este anfibio puede provenir de la 

prodinorflna (Manens et al., 1984). 

La distribución de los péptidos opioides, principalmente las ence&linas, en el sistema 
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nenrioso central de diferentes especies de anfibios se ha demostrado con la utilización de 

técnicas inmunohistoquímicas y bioquimicas (Estos resultados se resumen en la tabla 11). 

Los anfibios son un srupo de interés ya que durante la evolución de los venebrados 

es la el- donde se encuentra la etapa de transición entre la vida ac:uitica y la terrestre. Este 

paso requiere cambios funcionales imponantes y modificaciones anatómicas notables para su 

adaptación al nuevo ambiente. lo que los hace una arupo interesante para diferentes estudios. 

Tllble •· Paintidoa nnioidea en enfibioa. 

ANftalO P&P'l'IDO OPIOIDIE IESTAIJCTllllA CIEAIE•llAL 

Xenop11.s /aev/.s POMC y derivados Hipófisis (LN) (Vaudry y col.. 
1984) 

Proence&lina Hipotilamo y tectum 
(Merchenthaler y col .• 1987) 

Rana rudibunda POMC y derivados Hipófisis (LN) (Vaudry y col .• 
1984) 

Ral11a escule11ta Proencefalina Hipotilamo y tectum 
(Merchenthaler y col .• 1987) 
Cerebro (Merchenthaler y col.. 
1989) 

Rana temporaria a. y p -endorfina Cerebro completo (Doerr-Schott 
ME y col., 1981) 

Bufo mari11u.s Din (1-13) Hipófisis (LN), cerebro y médula 
(Cone y col., 1983) 

Proencefalina (LE. ME. Hipotilamo y tectum 
heptapéptido) (Merchenthaler y col.. 1987) 

Amby.stoma mexlcanum LE,ME Cerebro completo (Asai y col., 
1988) 

LE, ME, Din (1-8) y Hipófisis (León-Olea y col.. 1991) 
P-endorfina. 

Cerebro (Sinchez-lslas y col., LE.MEyOCTA 
1993) . 

.,._,.,...,_, LE. '-clna___,.Hna; ME mat1on1n._...-11na; OCTA. octa,..ptldo; Din. dlnorfina; 
LN 16bulo naural. 
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EL AXOLOTL. AmbySIO#ta llWXICOllMm 

El Al-6..,..._ -'al-• es un anfibio "nM>ténico oblipdo inducible". esto 

quiere decir que no preMnta rnetarnc>rfbúa en ~ naturales. llep a la madurez 

-al y se reproduce conservando au mcKtbloafa de llll'Va. La metamorfbaia ae puede 

inducir -perimental....ne. mediante la Mminiab'lleión de tctrayoclolironina (T4) lo que 

deaenClldw una serie de eventos metabólicos que producen la tranafbrmación. La 

temporada de reproducción de eatoa anfibios es en el invierno y en la primavera. Durante 

este periodo. el macho deposita el apermatóforo. el ~ colecta la i.mbra con la cloaca. 

La ftlcundación de loa huevos se realiza endóa--se y el desarrollo embrionario 

exóa-...ente. Por lo que el proceso de desarrollo se puede aeauir y manipular. en cada una 

de laa etapas. Por estas caracteriaticaa biolóaicaa panic:ularea r-.lta ..- un modelo idóneo 

para difinentes estudios (p. ej. ont09enéticoa. filoaenMicoa y fiaioló¡¡icoa). 

Por otro lado. la reproducción del ..4. -zi~ en cautiberio ea un proceso 

laborioso. ya que se tienen que controlar diferentes parimetroa (como por ejemplo: el ciclo 

de luz-obcuridad. la alimentación. la temperatura. la calidad del aaua. la salud de los 

animales. etc.). Sin embargo. ae puede loarar esto en la temporada de reproducción. Para la 

obtención de huevos féniles fuera de la época de reprodución. ae han utilizado laa técnicas 

deacritaa por Armstrona y Gillespie (1976) y Slack (1984) (ver -o 1). Estos 

proc:edimientos consisten en la aplicación de honnonaa (FSH. LH y GCH) para estimular la 

ovopoaición y la liberación del espermatóforo (ver anexo 1). La ventlQa que tiene este tipo 

de procedimientos es la de obtener huevos fertiles cuando ae requieran. 

P6pddos opioicle. en el A. llWXk•••lll 

En este anfibio se han realizado estudios con técnicas bioquimicaa para la 
cuantificación e inmunohistoquímicas para la localiAc:ión anatómica de los péptidos 
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opioides (encefalinas, P-endorfina y dinorfinas) en el sistema nervioso central. 

Asai y colaboradores (1988) demostraron. mediante la técnica de 

radioinmunoanálisis (RIA). la presencia de enc:efillinas (LE y ME) en el cerebro e hipófisis 

del A•byst--"'~"'· 

Nuestro grupo reponó la existencia y distribución de la inmunorreacrtividad a 

péptidoa opioides tales corno Leu, Met- ence&.linas, 8-endorfina y dinorfinas en la hipófisis 

del A. tMexicanu111 (León-Olea et al., 1991). Donde uno de los datos relevantes es la 

praenc:ia de inmunorreactividad a Leu-encefalina en la ..tenohipófiais del adulto neoténico, 

hecho que no se habia reponado en otras especies. También se reponó que al inducir la 

metamorf'oais con tirolldna, la inmunorreactividad a Leu-encefalina desaparece en el lóbulo 

anterior de la hipófisis de la salamandra (estado adulto del Ambyst-). Estos resultados 

muestran que estos péplidos sufren cambios en su distribución anatómica durante el 

desarrollo de la metamorfosis (León-Olea et al., 1996). 

Recientemente hemos estudiado la distribución de encefalinas en el cerebro del 

axolod y ésta se presenta de manera similar a la de los mamíferos y otros venebrados. En el 

telencéfalo la concentración de neuronas y fibras inmunorreactivas a encefalinas se 

encuentra principalmente en el complejo estrioamigdalino y en la región septal. En el 

diencéfillo, en los núcleos habenulares. talúnicos e hipotalúnicos y con una menor densidad 

en el -..céfalo y el rombencéfalo (fig. 2ytabla111) (Sánchez-lslas et al., 1993). 

ONTOGENIA DE LOS NEUROPEPTIDOS 

El desarrollo &tal del sistema nervioso central involucra una secuencia específica 

de evento• que incluyen: a) la generación de células en las etapas germinales, b) la 

subsecuente migración y c) la diferenciación dentro de las neuronas maduras, las cuales se 
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incorporan dentro de un circuito neuronal funcional resultado de la formación de neuritas y 

sinapsis. Los diferentes tipos de neuronas son senerados en varias regiones y estados de la 

ontogenia. tanto que la integración funcional de un tipo dado de neurona con otras se define 

desde un momento dmdo para el inicio de sus funciones. El desarrollo de un circuito 

neuronal complejo es sensible a posterpne o mdelantarse y a incrementar o decrecer en 

alguno de los eventos de neurogénesis, mipación y maduración. Tales cambios pueden dar 

origen no únicamente a alteraciones de orpnización a nivel celular. sino también a cambios 

visibles a nivel macroscópico (Boer y Swaab, 1985). 

Los procesos de neurogénesis están controlados por programas genéticos 

intrinsecos en interacc:iones con factores epigenéticos tales como filctores tróficos y de 

crecimiento (p.ej., somatomedinas y hormonas: hormonas tiroideas, conicoesteroides y 

hormonas gonadales) y factores funcionales involucrados directa o indirectamente en la 

neurotransmisión. Los neuropéptidos pueden tener representantes en todas estas clases de 

sustancias (Boer y Swaab, 1985). 

En las etapas tempranas del desarrollo, los naaropéptidos pueden ser identificados 

por medio de técnicas cuantitativas como el radioinmunoánalisis y la cromatografia líquida 

de alta presión o por técnicas cualitativas como las inmunocitoquimicaa (Swaab y Ter Brog. 

1981 ). Se ha determinado la existencia de una serie de neuropéptidos en las primeras etapas 

de la neurogénesis alrededor del día 13 prenatal en la rata. El neuropéptido V se ha 

identific.do en el dia 13 de la gestación (Foster y Schultzberg, 1984) y la somatostlitina y 

sulllaneia P en el día 14 (Mc<iregor et al. 1982). Los péptidos neurohipofisiarios, 

vuopresina y la oxcitocina se encuentran desde la etapa fetal (día 14 y 17) (Buijs et al .• 

1980), mientras que las fibras vasopresinérgicas aparecen inmunorreactivas en el dia 16 

(Boer et al .• 1980; Buijs et al., 1980). Los péptidos de la familia de la proopiomelanoconina 

están presentes desde el dia 1 5 de la gestación (Bayón et al., l 979b, Swaab y Manin, 1982). 
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El f'ac:tor e91inulante de la liberación de la hormona luteinizante se ha identificado desde el 

primel' dia del nacimiento (McGregor et al .• 1982) y el de la hormona tiroidea en el día 18 

(Conldin • al .. 1973). La neurotensina todavía no esti presente en los primeros 10 días 

postnatales (Aperi et al.. 1982). 

Olltoae11i• de los _.ptidos opioides (eacefalinas) 

Existen pocos estudios de la ontoaenia de los péptidos opioides. Dentro de estos 

se encuentra el realizado por Bayón y col. ( 1979) en donde se reponó que en embriones de 

16 dlas. los niveles de la B-endorfina son mú altos que los niveles de Leu-enc:e&lina en el 

telenc:éf'alo. diencéf'alo y en resiones del mesencéf'alo y puente. En el adulto se invierten 

estos niveles. los de Leu-encef'alina son mú altos que los de B-endorfina. En la etapa 

perinatal, el contenido de Leu-encetillina se incrementa mú rapidamente que los de 8-

endorfina en todas las resiones del cerebro. produciendo un marcado descenso de la tasa de 

Leu-encef'alinal B-endorfina. Entre los días 6 y 25 postnatales, los niveles de B-endorfina y 

Leu-encef'alina se incrementan notablemente (Bayón et al., 1979b). 

Posteriormente, Palmer y col. (1982) realizaron un estudio mis detallado del 

desarrollo ontogenético de encefalinas en el sistema navioso central de la rata. Ellos 

encontraron en el dia 1 s prenatal, fibras inmunorreactivas localizadas desde la pane media

ventral del puente hasta la médula espinal, en el día 1 B presenta células inmunorreactivas en 

varias ireas del cerebro (p. ej. tubérculo olf'atorio, hipotálamo, putamen caudado, cerebelo, 

bulbo. mesencéf'alo y médula). En el dia 21-22, la distribución de células y fibras 

inmunorreactivas comienza a parecerse a la distribución del adulto (Fis. 3). 

Por medio de la técnica de hibridación in situ, se ha determinado la ontosenia 

prenatal de los ARNs mensajeros de los tres sistemas de precursores de opioides en el 
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sistema nervioso central del ratón y del cerdo (tabla IV). El ARNm de la 

proopiomelanocortina se detecta a los 10.5 dias de gestación (dg) en el diencéfalo. 

meacncéfillo, metencéfalo y mielencéfalo (Elkabes et al., 1989); la proencefalina A en el 

ratón lle detecta a los 12.5 dg en el talámo, el puente, los plexos coroides y en el bulbo 

raquicleo (Keahet et al.. 1989); mientras que en el cerdo entre los 25 y 50 dg en el estriado e 

hipocampo (Pittius et al., 1987); por último, la prodinorfina o proencefalina B en el cerdo 

aparece en el estriado e hipocampo entre los 25 y 50 dg. 

T-. IV. Ontogeni• de los mRNAs de los tr- slstemes de precursor- de p6pti- opiol- en 
el sisteme nervioso centr•I . 

- - ------- ~-

Pra,1am•l8ftaaal1ln• - tO.S ~ ...... ni ... _ ... _Y 
ii ...... Ctlll~I 

t:z.s. t•.s ~ - • - ... Lo ...,._. 
P.-eHneA ... 6n t2.S -T-. ........ plP- - y -· cerdo 25-50 -E-•.......,._...,• 

P.-eHneB c9rdo 25-50 

""-·~· 

.._.. ........ ..,: ........... ,-: .............. _. 
Papel de los _.ptidos opioides en el desarrollo del SNC 

Se ha reportado que los péptidos opioides, así como otros neuropéptidos, juegan 

un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso central, modulando la proliferación 

y diftlrenciac::ión celular (Kilpatrick et al .• 1983; Zagon et al .• 1994). 
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Fi.. 3. Esquemas de eones parasaaitales del sistema nervioso central f"etal de rata en 

dif"erentes dlas de sestación, donde se muestran neuronas, fibras y tenninales 
inmunorreactivas a encef"alinas. A. día f°etal IS, B. día f"etal 17-18 y C. día fetal 21-22. 
Símbolos: - fibras inmunorreactivas. e neuronas inmunorreactivu. abreviaciones: C 
fte><ión cervical, CB cerebelo, CP putamen caudado, B hipot.iamo, M flexión 
mesencetalica. NC neoconeza. OT tubérculo olf"atorio, P puente, se cordón espinal 
(Esquemas tomados de Palmer )' col., MEd. Bial • .0:61-U, 1982). -



El papel principal del sistema opioide endógeno en el desarrollo del cerebro se ha 

comprobado, en gran parte, mediante experimentos donde se utilizan antagonistas opioides 

para interrumpir la interacción de opioides endógenos y receptores opioides. Los 

antagoniatas opioides ejercen una marcada influencia eateroespecifica en el crecimiento del 

tejido neural (Zagon y McLaughlin, 1985). El efecto depende del tiempo y la dosis de 

antagonista utilizado para bloquear a loa receptores opioidea, (p ej. inhibión o aumento del 

peso cerebral) en el desarrollo del SNC (Zqon y McLaughlin, 1984). 

En expeñmentos con ratas predestetadas que recibieron inyecciones diarias de 

naltrexona, que ea un potente antagonista opioide, a una doaia de SO msfkg , para bloquear 

los receptores opioides durante 24 h. Se encontró que se incrementa el peao corporal, 

cerebral y de algunos órganos, ademú de acelerar la aparición de características fisicas y la 

madunción de conductas motoras y sensomotoras (Zqon y McLaughlin, 1983; Zagon y 

McLaughlin, 1984; Zason y McUughlin, 1985). En contraste, cuando se administra una 

dosis diaria de 1 msfkg· de naltrexona, para bloquear los receptores opioides de 4-6 h cada 

dla, se inhibe el desarrollo. Por otro lado, durante la fase mitotica neuronal de los primeros 

dlas de la vida postnatal, los efectos morfológicos (p. ej. un aumento del tamaflo cerebral) 

producidos en la modulación opioide-antqonísta del desarrollo neurobiológico tienen un 

marcado cambio en la población celular. Por ejemplo, en el cerebelo de la rata, al realizar un 

bloqueo completo de los receptores durante el peñodo de predestete, se observó que al dia 

2 1, hay un incremento significativo del número de neuronas granulares internas y de células 

glíales. Sugiriendo que los opioides endógenos intervienen en la neurontogenía como 

inhibidores de la proliferación celular (Zqon y McLaughlin, 1983; Zagon y McLaughlin, 

1986; Zagon y McLaughlin, 1986). 
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Pl.ANTF.AMIENTO DF.I. PROBl.EMA 

En los estudios ontogenéticos en mamíf"eros se ha encontrado que los péptidos 

opioid-. principalmente el sistema encef"alínérgico aparece en estadios tempranos ( 12-J 4 

días de gestación). en concentraciones muy pequeflas, las cuales varían durante el desarrollo, 

pudiendo jugar un papel importante durante el desarrollo y crecimiento del sistema nervioso. 

En los anfibios no se han llevado a cabo este tipo de -tudios, por lo que es importante 

conocer en qué momento del desarrollo embrionario, en especial en el -olotl (Ambystoma 

mexicanum) se inicia la síntesis de los péptidos opioides. en qué regiones se distribuyen, 

cuál es la moñología de las células que los contienen, y si la aparición de estas células es un 

proceso simultmeo que se da en varias regiones o tiene un origen común. Este estudio será 

la base para iniciar otros experimentos fisiológicos donde se conozca el posible papel que 

tienen estos péptidos durante el desarrollo del A. mexicanum. 

HIPÓTESIS 

En mamfferos se ha descrito la presencia de péptidos opioides en etepas tempranas 

del desarrollo del SNC. En el Ambystoma mexica1mm, hemos demostrado la existencia y 

distribución anatómica de los péptidos opioides en el cerebro del adulto neoténico. Por lo 

que es de interés conocer su distribución durante el desarrollo del SNC de este anfibio y en 

que momento se inicia la presencia de inmunorreactividad a estos péptidos. 

Por otro lado se ha documentado que los péptidos opioides en estadios tempranos 

tienen un papel importante en el crecimiento y desarrollo del SNC de mamíf"eros, por lo que 

deben de estar presentes en etapas tempranas del desarrollo del SNC de este anfibio. 
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OBJETIVOS 

08.IETIVO GENERAL: 

-Realizar un estudio de la distribución anatómica de la inmunorrcactividad a 

péptidos opioides tales como: Lcu-. Met- encefalinas y oc:tapéptido durante el 

desarrollo ontogenético en el sistema nervioso central del axolotl. Ambystoma 

mexicanNm. Iniciándose en la etapa de neurulación hasta la etapa juvenil, utilizando la 

técnica indirecta de inmunofluorescencia. 

08.IETIVOS IESPECiFICOS: 

-Conocer en qué etapa y en que estructura o estructuras del SNC del A. 

mexica1rwm, se inicia la inmunorreactividad a péptidos opioides en neuronas y fibras. 

-Establecer las diferencias en la distribución de los péptidos opioides en las 
diferentes etapas del desarrollo embrionario con la del adulto. 

-Comparar la distribución de los péptidos opioides durante la ontogenia del A. 

mexica11um con la de otras especies de venebrados reponados en la literatura. 

-Estandarizar el método de fenilización 111 vitro del ajolote A. mexica1111m para 
la obtención de huevos féniles. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

Se utilizaron ajolotes de la especie Amhystoma mexica1111m adultos neoténicos de uno 

y otro se><o. los cuales se obtuvieron del Lago de Xochimilco en México. D.F. y se 

mantuvieron en un acuario abierto con una temperatura de 18 a 20ºC. con un ciclo artificial de 

luz/obscuridad de 10/l4h y se alimentaron con peces vivos pequeftos y artemia salina. 

Para llevar acabo este estudio fue necesario la obtención de embriones en distintas 

etapas del desarrollo. los cuales se obtuvieron de dos procedimientos: ovoposición natural en 

condiciones del laboratorio y por f"ertilización ;,, vitro. 

Ovoposici6n natural 

Para la reproducción natural del axolotl. que es en el invierno y la primavera. se 

utilizaron 1 O parejas de a1<olotls y se colocaron dos parejas de animales por pecera hasta su 

reproducción en condiciones de laboratorio durante estas dos épocas. Las peceras se 

prepararon con filtros de arena y se 01<igenaron por medio de bombas para acuario, con un 

filtro adicional de carbón activado para mantener la pureza del agua. 

Fertilización in vitro 

Para llevar acabo la fertilización ;,, vitro es necesario primero la estimulación de la 

ovoposición. la cual se realizó mediante la aplicación de hormonas (tabla V). Además, se 

tomaron como base dos métodos para este proceso: el de Armstrong y Gillespie ( 1976) y el de 

Slack (1984) (ver ane><o 1), apartir de estos protocolos se estandarizó una técnica de 

f"ertilización ;,, vitro para las condiciones de nuestro laboratorio. 
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Con base en estos dos métodos se llevaron acabo 12 experimentos donde se utilizaron 

22 ajolotes (12 hembras y 10 machos), además se hicieron, en cada ensayo, las siguientes 

variantes para llegar a la estandarización del método: 

-La aplicación de las hormonas: folículo estimulante (FSH). NHPP o-FSH-18, 

leutinizante (LH). NHPP bLH-6 y la gonadotropina coriónica (CiCH) a dif"erentes dosis (tabla 

V). 

-El lugar de aplicación de la hormona (intraperitoneal e intramuscular). 

-La frecuncia de colecta de los huevos después de la ovoposición. 

-Horario de la aplicación de la hormona (en la maftana o en la tarde). 

-Estimulación del macho. 

-Manipulación de los conductos def'erentes. 

-Medios de cultivo para los espermatozoides (tabla VI). 

-La temperatura del agua de las peceras. 

T•bl• V. Hormonas y dosis utilizad•• p•r• estimular la 
ovooosición. 

Hormona Doaia 

FSH (Si1P11a) 80 U.I. y 400 U.I 

NHPP o-FSH-18 • 0.1mg=700 UI 

LH (SllPll•) SO µg= S.3 Uf 
NHPPbLH-6* 20 µg= SSO UI 

GCH (Slam•> 250, 350 y 600 U.I. 

"H.,.._. _,_ - 18 - - H...--P-ry p.-,,..., ............. ~. 

Para mantener viables a los espermatozoides en los experimentos de f'ertilización in 

vitro, se probaron dos medios de cultivo, ringer normal para anfibio y la solución de Steinberg. 

En la tabla VI se muestran los ingredientes de estos dos medios de cultivo. 
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T•bf• VI. Medio• dtt cultivo P•,.. IOa espenn•tozoldea 

Rinser Nonnal pana Annbio• Sol. de Stelnbe,..+ 

.5.8g NaCI 3.4. NaCI 
0.112 g KCI 0.0.5g KCI 
0.049g MgCl2 .7H20 0.0.5• CaCl2 
0.22g CaCl2 0.20.S g MaS04. 7H20 
2.73g ZnCl2 1.10 gllt Hcpes 
O. 71 g/lt Hepcs apH 7.4 
apff 7.4 

•Kao v Elison. 1988; +zackson v Steinllcr2. 1986. 

Las hembras se inyectaron en dif'erentes horarios: 10 a.m .• 12 a.m. y 17 p.m. con el fin 

de obtener las ovoposiciones durante el día. 

Ellperimentos de f'ertilización in vilro. 

Experimento l. A una pareja de ajolotes (macho y hembra) se les aplicó 250 Ul de 

GCH (Si8f"a) i.m .. 

Experimento z. Dos parejas de ajolotes. A la primera se le aplicó 250 UI de GCH 

(Sigma) í.m.y a la segunda 350 UI de GCH (Sigma) i.m .. 

Experimento 3 y 4. Dos parejas de ajolotes. A la primera pareja se le aplicó 700 UJ 

de FSH + 550 UI de LH i.m. (Sigma) y a la segunda 250 Ul de GCH (Sigma) i.m .. 

Esperimento s. A 4 parejas de ajolotes se les aplicaron 600 UI de GCH (Sigma) i m. 

Eaperimento 6. A 3 grupos de ajolotes. cada uno con 3 hembra y un macho. se les 

inyectaron 600 Ul de GCH (Sigma) i.m. A los dos machos se les inyectó GCH 2 h antes de 

comenzar la puesta de huevos con el fin de estimular la producción del espermatóf'oro. 
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Experimento 7. A un grupo de S hembras y 2 machos se les inyectó 600 UI de GCH 

i.m.. A los machos se les aplicó la GCH 2 h antes de sacrificarlos y posteriormente se les 

extrajo los conductos deferentes, se maceraron y se hizo una suspención que contenía 

Steinberg al 1 O"/o. Los huevos se colectaron cada 20 min. y se les agrego la suspensión en 

gotas (3 gotas). 

Experimento 8. Se utilizaron 4 hembras y 2 machos. Se les inyectaron 600 U.I. de 

GCH i.m .. A los machos se les aplicó la GCH 2 h antes de ser sacrificados y posteriormente se 

extrajeron los conductos deferentes en este caso no se maceraron sino que se cortaron en 

trozos pequei'los de 5 mm y se colocaron en la solución de Steinberg al 10"/o con SO µI de 

Garamicina. Cada vez que se colectaron los huevos (cada 20 min.), se sacó un trozo de 

conducto y se oprimió para la obtención de los espermatozoides y se realizó una suspensión 

que se virtió por encima de los huevos. 

Experimento 9 y 10. Para este experimento se utilizaron las hormonas FSH y LH que 

fueron donadas por la NHPP. y la hormona GCH (Sigma). Se formaron dos grupos de siete 

ajolotes (4 hembras y 3 machos) cada uno. Al grupo 1 se les aplicaron las hormonas FSH y LH 

(80 U.I. y SO µg respectivamente) i.m .• y se bajo la temperatura del agua de la pecera a 12 ºC. 

A las 24 h se colocó un macho. sin estimulación hormonal. con el grupo de las hembras. 

Al grupo 2 se les aplicó la hormona GCH (600 U.I. i.m.).A las hembras como al 

macho se les inyectó GCH {600 U.I. i.m.). El macho se sacrificó y se extrajeron los conductos 

def"erentes. los cuales no se cortaron en trozos como en el experimento 4, sino que se dejaron 

completos y se colocaron en la solución de Steinberg al 10%. Los conductos se cortaron y 

oprimieron para obtener los espermatozoides y con ellos se realizó una suspensión en un 

volumen de 5 mi de sol. Steinberg al 1 O"/o que virtió sobre los huevos colectados y se dejaron 

25 min. con la suspensión. Posteriormente, los huevos se colocaron en una pecera con 2 1 de 

sol. de Steinberg al 200/o. 
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Esperimento 11 y 12. Se utilizaron dos grupos de 4 ajolotes (3 hembra y 1 macho) 

cada uno. A las hembras del primer grupo se les inyectaron las hormonas FSH más la LH (400 

U.I. de FSH + 50 µI de LH, estas hormonas fueron donadas por la asociación NHPP) y al 

macho no se le aplicó ninguna hormona. 

Al segundo grupo de ajolotes, tanto a las hembras como a los machos, se les aplicó la 

hormona GCH (600 U.1. i.m.). Dos horas antes de comenzar la ovoposición se estimuló al 

macho con la aplicación de la hormona y posteriormente se sacrificó. Se extrajeron los 

conductos def'erentes, los cuales se procesaron de la misma manera que en el experimento 5 

con la dif'erencia de que se empleo otro medio de cultivo (ringer normal de anfibio al 10"/o) para 

conservar los conductos deferentes. 

Todos estos experimentos se realizaron fuera de la temporada de reproducción del A. 

mexican11m. En la tabla VII se resumen estos experimentos. 

A partir del séptimo experimento se consideró estandarizado el método de 

f'ertilización i11 \'ilro que se empleó en los experimentos 7, 8 y 9 y se muestra a continuación. 

Método estandarizado para la fertilización in vitro: 

Se inyectan de 250 a 600 UI i.m. de la hormona GCH (Sigma) en la parte posterior 

de la cloaca para inducir la ovoposición en la hembra. La puesta de huevos comienza a las 48 h 

después de la inyección, 2 horas antes de la puesta se estimula al macho con 250 UI i.m. de 
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Tabla VII. Experimentos de fertilización invitro 

Nt. • 
1 2 3 E.,._ 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Na ...... .......... ...... l l 2 2 l l l l 4 4 6 2 s 2 4 2 4 3 4 3 3 l 3 l 

~ r! 

Hal'llOll GCH GCH GCH FSH GCH GCH GCH GCH oFSH GCH oFSH+ GCH 
+LH +bLH bLH 

o.is(UI) 
7oo+ 400+ 250 250 250 600 600 600 600 80+ 600 600 

350 sso S.3 5.3 
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GCH (Sigma). Posteriormente se anestesia con benzocaina al O. 1 o/o. Se realiza una disección 

abdominal para extraer las conductos deferentes. Se mantienen en la solución de Steinberg al 

1 O"/o. En el momento de la fertilización. los conductos se cortan en trozos de S mm y se 

oprimen para obtener los espermatozoides. Se realiza una suspensión en un volumen de S mi de 

sol. Steinberg al 10"/o y se mantienen a 10 ºC. Los huevos se recolectan cada 20 min .• se les 

quita el exceso de agua con un papel secante y se les agrega por encima unas gotas (3 a S) de la 

suspensión de espermatozoides. Se dejan 25 min. en una caja de Petri. Posteriormente se 

colocan en una caja de acrílico de 35x25 cm con dos litros de solución de Steinberg al 20%. a 

una temperatura de 18 ºC y aireación. 

Nota: La dosis de GCH fue de 250 a 600 UI. dependiendo de la época del allo. ya que cerca de la 

lcmporada de reproducción (diciembre-enero) responde con dosis blúas (250 UI). mienlras que cuando se está 

fuera de CSla lcmporada responden a dosis alias (600 UI). 

Muestreo de los diferentes dfas del desarrollo 

Una vez obtenidas las puestas. tanto de la forma natural como la artificial. se siguió el 

desarrollo de los huevos. Se utilizaron las tablas de desarrollo descritas por Harrison. ( 1 969); 

Schreckenberg y Jacobson. (1980) para saber el momento en que comienza la neurulación 

(Estadio 13. que se presenta entre las 55 a 56.30 hrs después de la primera división). En esta 

etapa se inició la colecta de los huevos y se terminó al llegar a la etapa juvenil (3 meses) El 

muestreo se realizó de la siguiente manera: 

A partir de la etapa 1 3 se colectaron 5 muestras, cada 48 hrs hasta llegar a un 1 mes 

de edad; posteriormente se escogieron S muestras cada 8 días hasta que las larvas tuvieron 2 

meses de edad y a los 3 y 6 meses se. colectaron 2 muestras. Se obtuvo un total de 21 grupos 

de muestras. De las cinco muestras de cada grupo se f"ijaron dos en formol al 10% y tres en 

paraformaldehído al 4% (Fig. 4). 
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Se llevaron acabo dos estudios, uno histológico y otro inmunohistoquímico. los cuales 

se realizaron paralelamente y a continuación se describen. 

IESTVDIO HISTOLOGICO 

Este estudio sirvió como base para ver la neuroanatomía de las diferentes muestras 

colectadas y con los cortes histológicos seriados y teflidos del SNC de A. mexicanum se 

realizaron esquemas donde se marcaron las zonas que presentaron inmunorreactividad a 

péptidos opioides en los estudios inmunohistoquimicos, ya que no se cuenta con un atlas 

histológico del desarrollo del cerebro de este anfibio. 

Se utilizaron las muestras fijadas en formol al 10-.4. durante 24 h. de los diferentes 

estadios del desarrollo. Se equilibraron en sacarosa (10. 12. 18%) una hora en cada una de ellas 

para su posterior utilización. Se cortaron en un crióstato a -18 ºC se obtuvieron cortes 

corónales y parasagitales seriados de 1 S pm de espesor. se montaron en portaobjetos 

previamente selatinados y se til'ieron con safranina al 0.02% (Luna. 1968). Posteriormente se 

tomaron fotomicrografias con una cámara Leitz de JS mm. en color con pelicula para 

diapositivas Ektar 64 y 100 ASA y se utilizaron para hacer los esquemas empleados en los 

resultados. Estos se hicieron por medio de una ampliadora fotográfica utilizando las 

diapositivas como negativos y se dibujó la proyección sobre el papel. 

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO 

Para este estudio se utilizaron las muestras de los diferentes estadios fijadas con 

paraformaldehido al 4% durante 24 h. posteriormente se equilibraron en sacarosa (10. 12. 
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Fig. 4. COLECTA DE LAS MUESTRAS 

Etapa l3 
(56 hrs.) ~ 
@ ~ 

i 
~ l i i 

1 
1 
1 
1 
1 

1 1 : 1 
1 1 1 1 

\ (1 mes): (2 ~eses) (6 meses) \ 
1 1 1 1 1 

1 1 1 1 
1 1 1 1 1 
L--------------- --...r --- - --- ---- ----- -L-- __ -v- -- _____ J ___ ~ _______ ..J 

5 muestras 5 muestras 3 muestras 
el 48 hrs. e/ 148 hrs. 

Inicio de la primera división. 
Total de grupos de muestras= 21 grupos. 
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18%) una hora en cada una de ellas y se conservaron en sacarosa al 1 So/o a 4 ºC hasta su 

posterior utilización. Se cortaron en un crióstato a - 18 ºC se obtuvieron cortes coronales y 

para5111Ptales seriados de 1 S µm de espesor. y se montaron en portaobjetos previamente 

gelatinados. Se utilizaron antisueros policlonales contra Leu-. Met- encef"alinas (LE y ME) y 

dos contra octapéptido (OCT A). Los antisueros de LE y ME y uno de los de OCT A fueron 

donados por el M. en C. Miguel Asai del Laboratorio de Análisis Químicos del IMP. Estos 

anticuerpos han sido desarrollados en conejo de Nueva Zelanda. inmunizados previamente con 

cada uno de los pentapéptidos (LE.ME) unidos a albúmina (BSA) con glutaraldehido. 

siguiendo el protocolo de inmunización descrito por Vindrola y col. (1981). Las características 

bioquímicas de los anticuerpos estan reportadas en diferentes trabajos (Vindrola et al.. 1984; 

Asai et al.. 1995). El otro anisuero contra el OCT A. se obtuvo de los Laboratorios Peninsula 

con características de afinidad y especifidad controlada. Se utilizó la técnica indirecta de 

inmunofluorescencia de Coons ( 1958) (fig. 5) con el siguiente protocolo: 

-Después de haber cortado el tejido. 

-Se secaron las preparaciones por 30 min. 

-Se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos salino (O. IM. pH 7.4) con 0.3% 

de Tritón X-100 por 1 O min. 

-Se incubaron con los anticuerpos (anti-LE. anti-ME y anti-OCT A). en una cámara 

húmeda a 4ºC por 24h. Las diluciones utilizadas para cada anticuerpo se muestran en la tabla 

VIII. 

-Se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos (O. IM. pH 7.4) por 10 min. 

-Se incubaron con el segundo anticuerpo (2º AC) en una cámara húmeda a 37 ºC por 

24 h (IGg hecho en cabra contra conejo y conjugado a isotiocianato de Ooresceina o rodamina. 

Lab. JCN) en diluciones de J :SO y 1: 100 (tabla VIII). 

-Se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos por 10 min. 

-Se montaron con glicerina. 

Se realizaron diferentes controles: a) omisión del primer anticuerpo. b) omisión del 

seaundo anticuerpo, c) preadsorción del primer anticuerpo con un exceso (to-4M) de su 
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T ..... VHI. Les dlferent- dllua-s de los ...ucuerpoa LE. ME, OCTA y 20 
AC : utlllzlldaa en Cllda una de las m.,...,.. 

Dfa ILl:I IMl:I (OCTAi l 2ºACI 

10 1:50. 1:100 1:25. 1:50 1:25. 1:100 1:100 

12 1:50 1:50 1:50 l:!IO, 1:100 

14 1:50 1:50 1:50 1:50. 1:100 

IS 1:50 1:50 1:50 1:50 

16 1:50 1:50 1:50 1:50 

20 1 :50 1:50 1:50 1:50 

22 1:50. 1:25 1:50. 1:25 1:50, 1:25 1:50. 1:100 

26 1:50 1:50 1:50 1:50, 1:100 

2• 1:50 1:50 1:50 l:!IO" 

30 1:50 1:50 1:50 1:50 

33 1:100 1:50 1:50. 1:100 1:50, 1:100 

38 1:50 1:50 1:.50 1:50 

4!1 1:50 1:50 1:50 1:.50 

49 1:100 1:50 1:100 1:50. 1:100 

!13 1:50 l:!IO 1:50 1:50, 1:100 

60 1:50 1:50 1:50 1:50, 1: 100 

90 1:50 1:50 1:50 1:50 ... 1:50 1:50 1:50 1:50 

péptido sintéti<:a específico, d) control PBS (el experimento se corrió únicamente con PBS 

tritón para observar la fluorescencia nativa). Las estructuras en las que no se observó 

fluorescencia después de haber realizado la preadsorción del primer anticuerpo con su péptido 

sintético específico se consideraron específicamente inmunorreactivas. 

El análisis de las preparaciones se realizó en un microscopio Leitz., Laborlux 12 

equipado con una limpara de vapor de mercurio de SO W y un bloque de filtros para 

isotiocianato de fluoresceina. Se tomaron f'otomicrografias en color con película Ektachrome 

400, y en blanco y negro con película tri-X pan 400 ASA. 
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Leucina-encefalina 

---~~ An Metionina-encefalina 
Octapéptido 

~ 1 Ac j Ant~-Leucina-encefalina 
er. Ant1-Metionina-encefalina 

anti- Octapéptido 

1 

Anti suero que reconoce 
----t~•2do. Ac al 1 e~. a~tic~erpo conjuga

do a 1 sot1 oc1 a nato de 
fluoresceína. 

Fig. 5. Esquema donde se muestran los pasos de la técnica indirecta 
de i nmunofluorescenci a. 
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RESULTADOS 

Loa resultados se presentaran en el siguiente orden: primero. los correspondientes a la 

obtención de los huevos f'értiles. por ovopocisión natural y por f'enilización ;,, vllro; segundo, los 

relacionado• con el estudio histolósico y tercero, los resultlldos del estudio inmunohistoquímico. 

Para este proyecto se utilizaron un total de 22 parejas de ajolotes. Diez parejas para las 

ovoposi~ naturales y doce para los experimentos de fertilización in vi1ro. de los cuales, se 

sacrificaron 4 machos para los experimentos de fenilización y los restantes quedaron como pie de 

crfa. Los reu1ltados obtenidos se muestran a continuación. 

Result8dos de los experimentos de lertilizaci6n 111 vltro 

Se realizaron 12 experimentos de fertilización;,, vitro donde se utilizaron 22 ajolotes (12 

hembras y 1 O machos). Los 6 primeros experimentos fueron la base para la estandarización del 

método de f'ertilización ;,, vitro, el cual se utilizó en los experimentos 8, 10 y 12 (ver tablas IX y 

X). 

En los cuatro experimentos donde se utilizaron las hormonas FSH y LH. tanto la comercial 

(FSH (Si.ama) y LH (Sigma)) como la donada por la asociación Animal Hormone Prosram (USDA 

o-FSH-18 y USDA bLH-6), no hubo respuesta a la inducción de la ovoposición, ni a la liberación 

del espermatófüro con las dosis y vía de administración utilizadas (ver tablas IX y X). 

La dosis de la hormona GCH file de 250 a 600 UJ, dependiendo de la época del ailo. ya 

que cerca de la temporada de reproducción (invierno-primavera) responde con dosis bajas (250 

UI), mi-tras que fuera de esta temporada responde a dosis altas (600 UI). 
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En siete experimenlos se inició la puesla de huevos con un retraso de 12 h. En 4 de esaos 

experimenlos no se llevó a cabo la renilización. porque la ovoposición se retraso y los huevos 

deben ser colecaados a los 20 min. después de la puesaa. ya que la hidratación de la cubiena del 

huevo interfiere con la renilización. En dos experimenlos la ovoposición se inició a las 24 h 

posleriores a la inyección (ver aablas IX y X). 

En los experimenaos donde los conclucaos deferentes se maceraron, la movilidad de los 

espermatozoides duró 2 h. En los que se mantuvieron enteros duró de 12 a 24 h la viabilidad de 

los espermatozoides. No hubo diferencias en la viabilidad de los espermatozoides con los dos 

medios de cultivo utilizados (sol. de Steinberg y sol. de ringer normal para rana. ver apanado de 

materiales y método). 

El número de huevos que se obtuvieron en cada una de las puestas fue de entre 600 y 1000 

huevos. Y en los dos últimos experimentos (tabla X, 10 y 12), donde se empleo el método 

estandarizado. se obauvo un tolal de 6SO y 1000 huevos de los cuales 48 y 30 fueron féniles (ver 

tablas IX y X). Eslos se procesaron para los experimentos de inmunohistoquímíca. 

A panir del experimento 6 se estandarizó un método de Certilízación ;,, ''ilro (ver sección de 

maaeriales y método). el cual se empleo en los experimentos 8, 10 y 12 (tabla X). 

Ovoposici6n naturml 

·De las 1 O parejas de ltjolotes que se Connaron para la reproducción natural en condiciones 

del laboratorio se obtuvieron nueve ovoposicíones, donde el 90 % de los huevos fueron Céniles. De 

estos huevos se tomaron las muestras y se procesaron como se planteó en materiales y método. 
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RESULTADOS HISTOLOGICOS 

Las muestras de los dif"erenres días de desarrollo se procesaron histológicamente. se 

obtuvieron los esquemas que sirvieron para el mapeo de la distribución de las eslructuras 

inmunorreactivas (Figs. 7 y 8). 

RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS 

Para el estudio inmunohisloquimico se procesaron las mueslras de los días (2. 4. 6, 8, 10. 12. 

14. IS. 16. 20, 22. 26, 28. 30. 33. 38. 45, 49, 53, 60. 90 y 180 días) fijadas en paraformaldehído al 

4%, de cada una se cortaron 3 ejemplares. 

La identificación de las diferentes estrucluras y núcleos cerebrales se hizo comparalivamente 

con las del adulto del alfas del A. tigri1111111 de Herrick. J. ( 1917) y otros trabajos neuroanalómicos 

de dos especies de salamandras: /'/eurocle/es ll"Clltlii y 'li·ifurus alpe.wris (González y col.. 1995; 

Naujo-Mantcural y col .• 1994). Ya que no se cuerlla con un alfas del desarrollo del A. 111exk<11111111. 

La identificación de neuronas y fibras inmunorr·eacrivas (NIH y FIH) se realizó en cortes 

corónales y parasagitalcs de 1 5 ~1111 de espesor. 

La densidad de fibras se menciona cualilalivamenle como: escasa. media y afia en la fig111·a 6 

se ejemplifican es1os parámelros. 

Los resultados inrnunohistoquirnicos 1nosrraron lo siguiente: 
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Tibia X. Experimentos de fertilización in vitro 

Ne.* Ne. * uiluks e.._. Doil Ne. *9 Ne.•d' T111He ..,... 9 d' (UI} .. llliliz* •• OMm·ICillel 

-Ovoposición a las 24 h. 

7 s 2 GCH 600 3 1 450 -Los oonductos dd'crentes se macc:nrm 
-Nm,im huevo fertilizldo 

-Ovoposición a las 36 h. 

8 4 2 GCH 600 1 1 325 -Los oonductos deferentes se COl1alOll en lroZos 
·2 huevos fertilitM!os in •il10. 

oFSH' 80 -Se utilil.lroa los hcrmlls donadas por la 'USDA.Af!P. 

9 4 3 + o o o ·No hubo rcspucstaa la eslimWKi6n honnooal. 

bLH• 5.3 

-Ol'oposición a las 36 h. 

10 4 3 GCH 600 3 1 650 -Los oonductos deferentes se dcjllllll enteros 
~ .... frllillzaM ;,, ... 

oFSH' 400 -Se lllilizirun los bannonas cblldas IQ la 

11 1 1 + o o o 'USDA.Af!P. 

bLH• SJ -No hubo rcspucsta a la eslimulación honnooal. 

-Ovoposición a las 36 h. 

12 4 2 GCH 600 3 1 1000 ·Los oonductos dd'ermtes se dejaron ClllCIOS. 
·ll llln• fntlMaill;,, ... 
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Estadios embrionarios 

ESla parte del muestreo. scsún las tablas de desarrollo de Schrekenberg y Jacobson. 

comprende desde la fertilización haSla la etapa 41-42 (10 días de edad) (ver anexo 11). Nue.tro 

mueatreo file apartir de la etapa 13 (S6 hn. después de la primera división) que es donde inicia la 

nerulación. Loa resultados mostraron lo sipiente: 

E .. pa 13 (S6 h) h•sta los 9 dÚls 

En loa embriones de la etapa 13 hasta el dia 9 del desarrollo ninguna estructura cerebral 

presentó inmunorreactividad a LIE. ME y OCTA aún probando diferentes diluciones de los 

anticuerpos: LE 1 :SO y 1 :SO. ME 1 :2S y 1 :SO; y OCTA 1 :SO y 100, ad~s de diferentes tiempos 

de incubKión. de 24 h. a 48 h. del primer anticuerpo. 

Dla 10 

Este día corresponde. según las tablas de Schrekenberg y Jacobson. a la etapa 41-42 en 

donde el cerebro presenta un ligero encorvamiento y alpnas estructuras no han terminado su 

formación (por ej. el telencéfalo ). La larva tiene un tamafto de 9 mm. y comienza a moverse dentro 

del huevo. En esta etapa ninguna estructura cerebral presentó inmunorreactividad a los tres 

anticuerpos probados con la dilución de 1 :SO. 
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Periodo larval 

Dfa 11 

En eate día las larvas tienen un tamallo de 1 1 mm. y aún no presentan extremidades 

anteriores. De las tres larvas que se procesaron, únicamente un experimento presentó fibras 

inmunorreactivas con una densidad media que se localizaron en los núcleos paraventrlculares 

hipotalmnicos. 

Dfa 12 

En este día la larva tiene un tamafto de 11.S mm. en esta etapa el telencéfalo no se ha 

terminado de formar y presenta todavía una curvatura ventral. En esta etapa se observaron las 

primeras estructuras inmunorreactivas a los anticuerpos probados. 

En el telencéfalo dentro del núcleo estrioamigdalino (NEAm) se encontró una densidad 

escasa de fibras inmunorreactivas (FIR) a LE (ns. 9. a y ns. 7, 12d-6). En el diencéfalo rostral se 

encontró una densidad escasa de fibras inmunorreactivas a LE. ME y a OCT A dentro del núcleo 

preóptico (NPo) (na. 10.c y fls. 7. 12d-7), tálamo ventral (PvT) (ns. 9.f; ns. 10.c y n •. 7. 12d-

7), núcleos paraventrículares hipotal•micos (NPvHt) (Ra. 9.f; ns. 11.b y na. 7, 12d-9), 

tesmentum doraal (TSD) y tegmentum istmico (Ta .. ) (ns. 7, 12d-l l,12,13) y en la zona motora 

del rombencéfalo (ZM) (na. 7. 12d-17). El hipotilamo (fft) presentó FIR con una densidad escasa 

(fta. 11.f) a OCTA y una densidad media a ME y LE (Os. IO. i; na. 7,12d-l 1,12,J3, 14 y IS) (ver 

tablas XII, XIII y XIV). 
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Ola 14 

En este día las larvas tienen un tamafto de 12.5 mm. y se inicia la eclosión. En la pane 

ventral del diencéfalo y rombencéfalo se presentaron fibras inmunorreactivas a LE. ME con una 

densidad media y a OCT A con una densidad escasa. 

En el telencéfalo se encontraron FIR con una densidad escasa a LE y ME localizadas en 

los núcleos septales (NS) (ns. 7. 14d-S), comisura anterior (CA). En el diencéfalo dentro del NPo, 

PvT. NPvHt (na. 7, 14d-6,8,9, IO, l I) y en el mesencéfalo dentro del TaD y Tah se localizó una 

densidad escasa de FIR a LE. ME (ns. 7, 14d-12,13). En la PvT y en los NPvHt tuvieron una 

densidad media de FIR a ME (na. 7. 14d-8.9, l0, l I). En el rombencéfalo las fibras 

inmunorreactivas a LE y ME se localizaron en la ZM con una densidad escasa (ns. 7, 14«11-15). La 

inmunorreactividad a OCTA se localizó en el diencéfalo en las mismos núcleos que LE y ME con 

una densidad escasa (fia. 7, 14d-8,9.10, l l) (ver tablas XII. XIII y XIV). 

Dla 15 

En este dia la larva tiene un tamailo de 13 mm.. La mayoría de las larvas han eclosinado y 

empiezan a alimentarse con pequeilos crustáceos. La inmuorreactividad a ME, LE y OCTA se 

encontró en fibras con una localización similar al día 14. es decir FIR en los NPvHt, en el TsD y 

Tala y en el hipotálamo (Ht). ME presentó con una densidad mayor de FIR y OCTA con una 

densidad escasa (ver tablas XII. XIII y XIV). 

Ola 16 

En este dia la larva tiene un tamailo de 13.5 mm, aún no presenta extremidades. En el 

telencéfalo se localizó una densidad escasa de FIR a LE y ME en el NS, núcleo acumbens (NAc) y 



NA•, mientras que en la comisura hipocarnpal (CHp) y anterior (CA) se observó una densidad 

media de ll'IR a ME (n .. 7, 16d-4,5,6). En el diencétalo se encontró una densidad escasa de FIR a 

LE y a OCTA en el NPo, y en el PYT. mientras que para ME tuvo una densidad media (n •. 7, 

IN-6). El NPYHt mostró una densidad media de FIR a LE, ME y una escasa para OCTA y el Ht 

una denaidad media para LE y OCTA y una alta para ME ( .... 9,8) (n •• 7, 16d-4,5,6). El 

meMllCé&lo preaentó una densidad escasa de FIR a LE y OCTA y una densidad media ME en el 

T•D e en el T•h ( .... 7, 16d-9,IO,l l,12). En la ZM del rombencéf"alo la densidad de FIR a LE 

füe escasa ( .... 9, m) y ME fue media, ademis de una densidad media de FIR a ME en la 

formación reticular (ns. 7, 16d-13,14) (ver tablas XII. XIII y XIV). 

Dfa 20 

En el día 20 la larva tienen un tamai'lo de 15 mm. En el telencéfalo no se encontró 

inmunorreactividad a los anticuerpos probados. En el diencéfalo se localizó una densidad escasa de 

FIR a LE y OCTA en el PvT e Ht. mientras que para ME la densidad de FIR fue media (n •• 7, 

20d-6). El NPo presento una densidad escasa de FIR a LE y ME y el NPYHt presentó una 

densidad media de FIR a LE y ME (ns. 7, 20d-3,4,5). En el Tsls presentó una densidad escasas 

de ftR a ME y una densidad media de FIR a LE y ME en el TsD (ns. 7, 20d-4,5,6). En la ZM 

del rombencéfalo se encontró una densidad escasa de FIR a LE y ME (ns. 7, 16d-8.9) (ver tablas 

XII, XIII y XIV). 

Dfa22 

El día 22 mostró en el NS del telencéf'alo una densidad escasa de FIR a LE. ME y OCTA 

(fts. 7, 22d-3,4). En el NPo, PvT. Ht, T•D y Tsla del diencéf'alo y mesencéf'alo se localizó una 

densidad escasa de FIR a LE y OCT A y para ME la densidad fue media y alta en el NPYHt (n8. 
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9, •; fls. 10,i; na. 11.e; n .. 7, 22d). En el rombencéfalo la densidad para LE y ME fue escasa y se 

localizó en la ZM (ns. 10.0) <ns. 7, 16d-13) (ver tablas XII. XIII y XIV). 

Di• 26y 28 

En estos días la larvas tienen un tamafto de 16 mm .• y preRnta brotes de las extremidades 

anteriores. Se observó una densidad escasa de FIR a LE y ME en el NS. TsD y T .. • y una 

densidad media en el NPvHt y Ht ena. 7, 26d-3.4,S,6.7,8,9). En el NPo y PvT presentaron una 

densidad media de FIR a ME efls. 7, 26d-4.6,7). En el rombencéfalo se siguió viendo una 

densidad escasa de FIR a ME y LE dentro de la ZM ena. 7, 26d-l l,12.13). La densidad de FIR a 

OCT A en los núcleos del diencéfalo y en el TaD fue escasa ena. 7, 26d-8). En el día 28 la 

distribución de la inmunorreactividad no cambia únicamente se preRnta una lisera densidad de FIR 

a LE en el núcleo estriado y en el PvT (na. 7, 28d). 

Dia30 

La larva tiene un tamafto de 18 mm. Las extremidades anteriores siguen desarrollándose y 

las branquias están más arborizadas. Hay un ligero aumento en la densidad de ll'IR y de áreas que 

las presentan (tabla XII. XIII y XIV). Se encontró una densidad media de FIR a LE. ME y OCTA 

en la co_misura hipotalámica y anterior ecHp. CA). además aparecen las primeras neuronas 

inmunorreactivas (NIR) a ME, en grupos pequeftos (2-3 neuronas por cone), localizadas en el 

NPvHt e Ht. además de una densid~ alta de FIR (na. 8, 30d). En la ZM del rombencéfalo 

presentó una densidad escasa de FIR a OCTA (na. 8, 30d). 

Dia 33y38 

La larva tiene un tamafto de 18.S mm. y están formadas las extremidades anteriores. En el 

día 33 se observaron grupos de neuronas inmunorreactivas (2 NIR por grupo y por cone) a ME y 



una densidad mayor de fibras que en las etapas anteriores (fls. 10; r.k.I). La distribución de fibras 

inmunorreactivas fue desde el telencéfalo hasta el rombenc:éf"alo. Las FIR a ME - distribuyeron 

en el NA•. cuerpo estriado (CE) y núcleo caudado (NC) con una densidad escasa. En el 

diencéfalo se encontró una densidad alta de FIR a ME en NPYHt y en el Ht (ns.IO; r.k.I), 

mientras que para LE y OCTA fue lisera (fls. 7. 33d-3.4,S,6, 7.8,9). El día 38 pre-ntó una similar 

di•ribución de irununorreactividad que el dia 33 con la diferencia de que hay NIR a LE y a OCTA 

en el Ht con una densidad lisera de FIR. El rombencéfalo mostró una densidad lisera de FIR a LE 

y ME (fls. 7. 38d). 

Dfa 45y 49 

En estos días hubo un ligero incremento en la densidad de fibras y el número de neuronas 

inmunorreactivas a LE, ME y OCTA, localizadas principalmente en la pane ventral del cerebro. 

La distribución por resiones de FIR y NIR fue similar para los tres antisueros LE, ME y OCTA 

(ver tablu Xll,Xlll y XIV) (na. 7. 45 y 49d). En el telencéfalo se encontró una densidad media de 

FIR para LE y ME en el NAc. NA111, CA, CHp (ns. 7; 45d-4,S,6, 7,8). OCTA únicamente 

presentó una densidad escasa de FIR en la CA y una media en la CBp. En el diencéflllo se 

encontró una mayor densidad de FIR a LE . ME y OCTA, además de la presencia de NIR a LE y 

ME en el NPvHt (fia. 9.i) (fia. 7; 45d-IO,l l,12). Al igual que en la etapa anterior, el 

rombencéflllo, dentro de la zona motora. presentó una densidad escasa de FIR. En el Ht las NIR a 

LE, ME y OCTA se presentaron aisladas (Os. 7; 45d-13,14) y en srupos de 2 a 3 neuronas por 

cone (fls. 11.m) (fis. 7, 45d-13,14) y también el N'PvBt presentó NIR a ME (Os. 7; 45d

IO. 11. 12)(na. to. 49d). 

Dfa53 
En este día la larva tiene un tamailo de 19 mm. La inmunorreactividad a los anticuerpos 

probados (LE, ME y OCTA) se localizó principalmente en los núcleos diencef&licos. En el núcleo 
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paraventric:ular hipotalámic:o (NPvHI) y en el hipotálamo (Ht) se encontró una densidad alta de 

FIR. ademú de grupos de neuronas inmunorreactivas (NIR) (de 2 a 3 neuronas por cone) (ns. 9; 

j,a) (na. 11; d,h,i) (fla. 7, S.Jd-11.12). En el mesencéfalo también se loc:alizaron FIR a los tres 

antic:uerpoa c:on una densidad media en el tegmentum dorsal (TaD) y c:on una densidad escasa en el 

te¡pnentum istmico (Tsh) (fls. 7, S3d-13.14.IS). En el rombencéfalo en la zona motora (ZM) se 

localizaron fi'IR c:on una densidad escasa (fla. 7, SU-17). 

Dfa60 

Las larvas tienen un tamailo 28 mm. Comienzan a desarrollarse las extremidades 

posteriores. La distribución de la inmunorreactividad (IR) aún se localizó en los mismos núcleos 

que en los dias anteriores. pero con variaciones en la densidad (tabla XII. XIII y XIV). En los 

diferentes núcleos del telencéfalo (p ej. NS. NAc. Cffp) la densidad de FIR a LE fue 

predominantemente escasa. mientras que para ME fue media (ver tabla XII. XIII y XIV) (fia. a, 

60d). OCTA únicamente presentó una densidad escasa de FIR en la CA y una media en la CHp 

respectivamente (ns. a, 30d). En el diencéfalo se presentó una densidad alta de fibras y de 

neuronas IR a ME en NPvHt e Ht (de 2 a 3 neuronas por cone). mientras que para LE y OCTA 

fue media e igual c:on NIR en el Ht (de 2 a 3 neuronas por cone) (ver tablas XII. XIII y XIV) (na. 

IO,s) (na. 11,e). En el mesencéfalo se localizó en el TsD y TaJ• una densidad media de FIR a ME 

y una densidad escasa para LE y OCTA (fia. 7, 60d-22.26). En el rombencéfalo la densidad de 

fi'IR a los tres anticuerpos fue escasa y se localizó en la ZM y FR (ns. 7, 60d-29.30) (fls. a, 60d). 

3 meses (90 dias) 

En este día las larvas tienen un tamailo de 4.6 cm y las extremidades posteriores ya estan 

formadas. En el telencéfalo se encontró una densidad alta de FIR a ME y LE en la CA y una 

densidad media en la Cffp. En los NS. NAc. CE y NCa una densidad escasa de FIR a LE y ME. 

OCTA presentó una densidad escasa de FIR en los NS y en la CHp y una densidad media en la 
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CA. En el diencéfalo se encontró una densidad media de FIR a LE. ME y OCT A en el NPo. 

PvT. NPV (excepto para ME que fue una densidad alta) y en el Ht. además de NIR a LE y ME 

en el NPvBt e Ht. OCTA únicamente presentó NIR en el Ht. En el mesencéfalo se localizó un 

denllidad media de FIR a LE y ME en el TsD y en el Tsh. y una densidad escasa para OCTA. En 

la ZM del ROM la densidad de FIR a los tres anticuerpos fue escasa (ver tabla XII. XIII y XIV) 

cns. •· 90d). 

6 meses (180 dias) 

En este dla las larvas tienen un tarnailo de 1 S cm. de largo y el cerebro se encuentra bien 

formado. La densidad de neuronas y fibras inmunorreactivas presentó un aumento considerable en 

todo el cerebro. En el telencéfalo se encontró un densidad alta de FIR a LE (Qs. 9.b) (ns. 11. a) 

y ME en el núcleo anterior del bulbo olfatorio (NOA), mientras que para OCTA fue ligera. En las 

regiones del palio (dorsal. piriforme e hipocampal) la densidad de FIR a ME. LE y OCTA osciló 

entre escasa y media (ver tablas XII. XIII, XIV) (ns. 8, ISOd). Una densidad media de FIR a LE. 

ME se localizó en los NS. NAc. CE. NA111 y NA (fia. a. lSOd). En la comisura anterior (CA) e 

hipocampal (CHp). la densidad de FIR a ME, LE y OCTA aumento de media a alta (fia. 9,d,e). 

El diencéfalo presentó una densidad media de FIR a LE en los núcleos habenulares. En los NPo. 

PvT. NPvHt e Rt se encontró una densidad alta de FIR a LE y ME (fia. 9,k; na. 10,h) (fia. 

8,lllOd). mientras que para OCTA la densidad de FIR en estos núcleos osciló entre media y alta. 

Además, en el NPo se encontraron grupos pequeftos de NIR (de 2 a S neuronas por corte) a LE y 

ME y en el NPvRt e Ht se localizaron grupos grandes de NIR (S a 15 neuronas por corte) (ns. 

9.lk.,I; ns. 10.h). En el mesencéfalo se encontró una densidad escasa de FIR a ME y LE en el 

tectum (Te) y en cerebelo (Cb), una densidad media de FIR a ME. LE y OCTA en el TsD. En el 

la la densidad de FIR a ME. LE fue alta. mientras que para OCTA fue media. En el rombencéfalo 

la densidad de FIR a ME. LE y OCT A se localizó en sus tres regiones ZM. FR y ZS (zona 

sensorial). La ZM presentó una densidad alta para LE y IVIE. La FR para los tres anticuerpos. 
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mostró una desidad media y la ZM, la densidad de FJR a ME y OCTA fue escasa. En una cone 

parasaaital del cerebro la densidad de li'IR a los tres anticuerpos se vio un incremento rostro

caudal. o - que en la parte rostral del rombencétalo la densidad era media y en la caudal era alta 

<fls. '·•=na. 10.p.q; ns. 11.k.I; n .. •· ••Od). 

En las tablu XII, XIII y XIV se resumen los resultados de la distribución de la 

inmunorreactividad a LE • ME y OCTA en el desarrollo del SNC del A. mexicanum, y se hace una 

comparación con la distribución de estos tres péptidos con la del adulto. 

Pruebas de preadsorci6n: 

Elltas pruebas se hicieron preadsorbiendo en un tubo de ensayo el primer antisuero a la 

dilución de trabajo con los péptidos sintéticos LE, ME y OCTA e incubando esta solución en el 

tejido en lusar del primer antisuero, en cada uno de los estadios estudiados. Se valoraron Jos 

cambios en la intensidad de la fluorescencia cualitativamente (disminución o ausencia) comparando 

los cona controles con los experimentales con JR positiva. 

Para los controles de especificidad de los antisueros por preadsorción en condiciones 

inmunohistoquímicas se utilizaron las dilucíónes de trabajo de los antisueros: antísuero-LE J :SO y 

1:100. antisuero-ME 1:25 y 1:50; y antísuero-OCTA 1:50 y 1:100 y una concentración de 

antíseno, de lo-4 M (LE, ME y OCTA sintético). Estas pruebas en ninguna de las muestras 

incubadaa con el anticuerpo con el péptido especifico presentaron fluorescencia (tabla XI). 
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T .... XI. Efecto de I• pntlld-clOn dlntet• 'J cruzad• de los •ntl-ras de LE. ME 'J OCTA 
con los .,...Idos slnteticos LE, ME 'J OCTA homologas sabre •• lntenSidlld de •• fl~ncl8. 

A•tim- Péptido 

LE ME OCTA 

Allll-L& -- +++ +++ 
Allll- lllE +++ -- +++ 
Alld-OCTA +++ +++ --
~~, ~- flurellcencill• ••• _.__.. ~. 
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Fi•· 7. Esquemas de eones coronales del sistema 
nervioso central de las larvas del Ambystoma mex/canum de 
12. 140 160 200 22. 26, 2110 330 311, 450 490 53 y 60 dlas de 
desarrollo. Se muestra la distribución de FIR y NIR a LE. ME 
y OCTA. La densidad de FIR valorada cualitativamente se 
representan como: escasa (+). media (++) y alta (+++) para 
LIE; escasa (-). media (..,) y alta (at) para ME y escasa (/). 
media(//), alta(///) para OCTA. Las NIR se muestran con (o) 
para LE. (•)para ME y(*) para OCTA. La línea discontinua 
representa el limite entre la sustancia blanca y la sustancia 
gris. 
~- artll«eo {C),c__,_ san.c:1n:ul- (CS). conu-• ....-tar" (CA). cuehelo (C'lt). com1aur• 

h1roc;.-npal (Clip). cu.to venlric:ulu (fVw). emuwnci• medt• (&M). formm:tón rnicwl• ( .. ). .-.J10 del VIII par 
(C•VUI). hatii.t.da CH•). hipól'is1• (tfp). hrpoc.61.no CH•J. 1rtfundíbulo (I•). rNdula oblonpda (MO), MflM (-). 
~ (N). núl;:Jeo Al'Mrior olí..an110 {NAO). núd., mm•Phno (NAml). núcleo estn9do llh•Falirt0 {IVSAM). 
n'-:len fuu:ulw solitario (NrS), núclei> rei1culw .ohtsto {NRS). nUclro ístmico (NI). nUcleo l"'f'o:óptlcn {NP•). 
nlM:lc:o ~c:ul-h1~ko CNPYHI). nUcleos llC'ptala (NS). paho ~(PO). pute venual tal'"11c:. (PwT). 
,_ie d«aal talánui;..- {Pn). ~ulo (P ... ). p1neaJ (P). ofdo (CM). njo (Oj). t41amo Yefl0'91 {T.-). Lec:lum (Te:). 
~lum (atm1c:o (Tah). c~enltan dcws.I CTiaD). tqgna\lurn Yrntn.I CT•''l· rombale:otr.lo CllOM). tn-cer 
vnttrkuto (Dlw). vcntrfc:ulo later.J {VL).-.. molen {7.Af). 
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Fla. 8. Esquemu de cortes .,_....¡tales del sistema 
nenriollO central de la larva del Ambystoma me.rlcOnllm de 
12, 30, A. 90 y 180 dfas de desarrollo. Se muestra la 
distribución de FIR y NIR a LE. ME y OCT A. La densidad . 
de FIR valorllda cualitativamente se representan como: escasa 
(+). media(++) y alta(+++) para LE; escasa(-). media(•) y 
alta (S) para ME y escasa (/). media (//). alta (///)para OCTA. 
Las NIR se muestran con (o) para LE, (•) para ME y(•) para 
OCT A. La linea discontinua representa el limite entre la 
sustancia blanca y la sustancia gris . 
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f Fia. 9. FOIOm.ic:f08'3flu del enebro del -o1oc1. A. ,_ncan11"' en difinentcs díu de 

dcsanoUo. donde se muestran la neuronas y lu ftlNu ~vu (FJR y NIR) a 
LE. •· FJR a ni-t del telcnc:é&lo en el NEAm (1'), día 12. b. FIR (1') en el NOA a los 
6 -·c. FJll ('f') ~en el Pv a los 6 -· d. FIR (t) en la Cffp y en la CA 
a los 6 ,.__ e. NIR (")y FJR (1') en la CHp a io. 6 ..-. r.s.1t0 I. COlteS a ni\'el del 
dic:nc:é&lo en el NPvHc donde se m- FIR (t) en los días 12, 16. 22, 49. 53 y 6 
meses. j,k. NJR (A) en el NPvHc. l. FIR (t) y Nlll (A) en el Hr. los 6 meses. m. FIR 
(1') a ni\'el de la ZM y FR del rombencéfialo en el dla 16. n. FIR (°t) en la parte ventral 
de rombencdfido de 6 -· A-coa: IOOX (i, n). 2.SOX (a. b, e, d. e, l. m) y 400X 
(j.k). Cortca coronales (a.f" ... h.ij,m) y paruaaitales (b,c:.d.e.k.1.n) . 

.......... 1 : c.-iowa -(CA)._,.......,_. CCll•). , __ ._ (PR). - (111). 
inl"-lo (I•). nücleo-oll"lllOrio(NAO). ___ ...........,(N&Aa). ........ _..-uloroolilario (Nh). 
_,,..,_.,,_riculorhipau,_(NP,.H1)..,.iio_,(...,)...,___.CT•).--lo(IUw).7.ona
(7M). 
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f ig. ll Fcmnicrogtalias del CCRbro del~. A. 111trictlml11 en difeims días de dcsurollo, ale 
se miesuan las neurmas y las fibras ~ (Fii y NIR) a ME. a. Fii (t) en la CA 111 el 
día 49. b. fil(~ en la CHp del 111C16. cAe. FIR (t) •el NPo de los días 12, 53 y 60. ~· fil 
(t) y Nlll (11) en el NPvHt en los días 33 y 60 y a lol 6 mes. ij. Fil (t) e11 el HI en a días 12, 22. 

k. FIR (t) y N1R (11) en el Ht del día 33. L A mayor aumcim las NIR del Ht •el día 33. 11, 1, L 
NIR en d Ht en los días 49, S3 y 60. o. Fil (t) 111laZMdelmnbcnci&1o111 el día 22. p. FIR (t) y 

NIR (")en la parte vaml del rmnlm:é&lo a los 6 meses. q. Fil ~ en la pule \-.! del 
rombcncé&1o a a 6 mes. Cortes conmles (c,d,e,f,g) )' parmgila1es (a, b, h~ Amelhl: IOOl (o,q), 
2SOX (a,b,c,d,c,f.P,ij,p), 400X (l,m,n,I). 
~ Comiln..W(CA~ ..._._(CW,~-----(ft~ ........ (11~-....(ll~*lll 

.n.. ~(NAO~*"° ......... (lil.All~ *"° ....... (llh~ llÍlllt ...... Mllrio (lQS), .... .-1 tal 

....._...(MOM~ ....... '*""»(Tp~ _.....,(Uh~--(lM~ 
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Fla. 1 1. Fotomicrosraruas del cerebro del axolod. A. -.Ucan,.,,. - difenmtes 
dlaa de desarrollo. donde mc - lu neuroau y fibru inm..-.-ccivaa 
(FIR y NIR) a OCTA. •· Corte paniaacital - FIR (1') en la parte ventral 
del 1Clencéfalo (PvTE) a a 6 -· b,c.d,e. FIR (°f') en el Tv y el NPvfft de los 
dlu 12. 22. 53 y 60. f,a. FIR (1') en el Ht de los diu 12. 22. h. FIR (1') y NJR 
(A) en el HI del día 53. i. NIR en el He. ce~ al infiandilo. j. FIR (1') en la 
ZM del rombcncéfialo del día 60. kJ. Cortes paniaacitala del rombencé&lo del 
..- 6. donde se muestran NIR (A) y FIR (1') en el NFS. Coronal (b.c.d,.f.a.h.i) 
y panwicital (a.ej.k.I). A.---oa: 250X (a.b.c.d.e.f".a.h) y 400X (i.k). 

A. ....... -, .. _._(lft).-lo( .. )._, __ sol_(Nl'll). ----
• '-91<1mko (N..,.lft). - IUlcuw _._ (NFS). - - - •-alo ~TE>. tal""°-.. 

(Tv). ~...-ora (ZM). 
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T1bll XIV. Distribución de la inmunorreadividad a Octapéptido en el desarrollo del SNC del axolOll, Amllystoma meXÍC8111111. 

(MI 12 " ll 11 :Jl ll lO ll ,, ll • " .. " • • 1• 
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DISCUSIÓN 

El objetivo principal de este estudio file determinar la existencia y localización anatómica de 

loa péptidos opioidea (LE. ME y OCTA) durante el desarrollo ontoaenético del sistema nervioso 

central del A. mexica1111m, para lo cual utilizamos la técnica indirecta de inmunofluorescenc:ia. 

Para realizar este estudio fue necesario la obtención de huev09 fértiles del A. nwxica11u111, los 

c:wilea se obtuvieron de dos maneras: a) ~o condiciones de laboratorio, en la temporada de 

reproducción y b) con la utilización de un procedimiento para la ovoposición y fertilización ;,, 

vi1n,, que se discutir• a continuación. Posteriormente, ae analizaru los resultados 

inmunohistoquímic::os. 

Estlmulacl6n de la Ovoposicl6n y Fertillzaci6n In v/tro 

Como se mencionó en los antecedentes, la repcoducción del A. mexica1tu111 es durante el 

invierno y la primavera. Para la obtención de huevos fértiles fuera de esta temporada es necesario 

la estimulación hormonal. Existen en la literatura varias técnicas para realizar este proceso 

(Trottier y Armstrona. 1974; Armstrong y Gillespie, 1981; Slack. 1984). donde se utilizan 

diferentes hormonas, tales como la FSH, LH y GCH para la estimulación de la ovoposición o del 

espennatóforo. Nosotros nos basamos en los procedimientos de Armstrong y Gillespie (1981) y 

el de Slack (1984) (ver anexo 1). Las dosis utilizadas para la inducción de la ovopollición del A. 

meri~m fueron tomadas de estos protoc::olos (tabla V). Se realizaron nueve experimentos, 

donde ae probaron las hormonas: LH (Sigma), FSH (Sigma), oFSH-18 (NHPP), bLH-6 (NHPP) 

y GCH (Sigma). Tres experimentos con las hormonas FSH+LH y ocho con la GCH. Los 

resultados de la estimulación con las hormonas FSH y LH. tanto de la marca Siama como las 

donadas por la asociación NHPP (oFSH-18 y bLH-6), a dosis de 80-400 UI y 5.3 Uf 

respectivamente no tuvieron efecto, ni en la hembra ni en el macho. Armstrona y Gilleapie ( 1981) 
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utilizaron FSH (80 UI) y FSH (SO Jl&). y obtuvieron ovoposiciones con un 70-At de huevos f'énilea 

y liberación del espermatófüro. Ademú, sugieren estimular previamente al macho con GCH o 

ponerlo JO minen qua ftfa (10 ºC). Se probaron t&stu condiciones. sin obt- respuesta. Con 

re~o a las hormonas donadas, éstas no se habían probado en anfibios. aunque en ratas son 

efectivas para estimular la ovulación. En nuestros experimentos no se produjo la estimulación. 

Dado que no se cuenta con la secuencia constitutiva de la FSH y de la LH de anfibios, estos 

resultados pueden explicarse debido a que posiblemente la secuencia de las hormonas de 

mamí~ sea diferente a la de los anfibios. Otra posibilidad puede ser las dosis utilizadas. 

En el trabiüo de Armstrons y Gillespie (1981), estimulan tanto a los machos como a las 

hembras con la hormona GCH. A dosis de 2SO UI obtienen un total de SO 1 puestas con un 890At 

de huevos fértiles y a dosis de SOO UI un total de 70 puestas con un 91.4% de huevos f'értiles. En 

nuestros experimentos. cuando la estimulación hormonal se llevó a cabo cerca o dentro del 

período de reproducción natural (octubre-noviembre) se pueden estimular con una dosis de GCH 

de 2SO UI (e"perimentos 1-4 de la tabla IX). De lo contrarío la dosis es de 600 UI (e"perimentos 

S-8. 1 O, 12 de las tablas IX y X). Esto se debe a que cerca de la época de reproducción sus 

niveles hormonales son más altos y se requiere una dosis menor de la hormona para producir el 

erecto (Polzonetti-Mqni et al .• 199S). La mayoría de los e"perimentos se realizaron fuera de la 

temporada de reproducción y la dosis que se empleo mis fue la de 600 UI. Armstrong y Gillespie 

no mencionan si las diferentes dosis que ellos emplean dependen de esle filctor, sin embargo. el 

mayor número de puestas que obtienen es con la dosis de 2SO Uf. En nuestros experimen1os el 

SO-At de las hembras tratsdas respondieron a la estimulación con GCH. Nosotros empleamos en 

ocho e"perimentos la hormona GCH a una dosis de 2SO y 600 UI. Se obtuvieron puestas de entre 

300 y J 000 huevos inf'értiles (tablas IX. X), ya que el macho nunca liberó el espermatóforo. Este 

mismo hecho no solo se ha observado en salamandras (Slack. 1984). sino también en ranas (Kao 

y Elison. 1988; Saint-.Jeannet y Dawin. J 994) donde se ha optado por sacrificar al macho para 

e>etraer Jos conductos deferentes y fertilizar los huevos con una solución espermática. En el 
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método modificado de Slack (1984) (ver aneJCo JI), además de emplear las hormonas FSH y 

GCH. también sacrifican al macho. Este método con algunas modificaciones, tales como: no 

macerar los conductos deferentes. sino conservarlos íntearos e irlos cortando conf'orme se hap la 

f'ertilización, colectar los huevos antes de que se hidraten (20 min.), etc.; fueron importantes para 

obtener mejores resultados. De esta serie de eJCperimentos se obtuvo el método para la obtención 

de huevos f'értiles en nuestro laboratorio (ver método de fenílización ;,, "¡"° en la sección de 

resultados). Este se utilizó en dos eJCperimentos con un total de 40 huevos ti;niles por puesta 

(tabla X. eJCperimentos 10 y 12). En el trabajo de Armstrong y Gillespie (1981) obtienen 

alrededor de 600 huevos fértiles por puesta, mientras que el estudio de Slack (1984) no se repona 

el número de huevos f'enilizados, únicamente se limita al procedimiento de obtención de huevos. 

No se realizaron más eJCperimentos, ya que inició la época de reproducción natural y se 

obtuvieron los huevos suficientes para el estudio. 

Es interesante hacer notar que para la obtención de huevos féniles de manera anificial se 

deben considerar lo siguientes factores: las condiciones del ajolotario, el periodo de luz

obscuridad, la alimentación y el estado de salud de los aJColotls, etc. En el caso de la f'enilización 

in vitro, según la época del ai'lo en que se planea la fenilización para elegir la dosis adecuada de la 

hormona. En el momento de las ovoposiciones considerar el tiempo que transcurre desde la 

puesta hasta la fenilización, la viabilidad y densidad de la solución de los espermatozoides y la 

temperatura a la que se van a desarrollar los huevos. 

Estudio Histológico 

El estudio histológico se realizó con el fin de obtener una base moñológica para la 

localización de las dif'erentes estructuras neuroanatómicas durante el desarrollo del SNC del A. 

meJCicanum. Ya que no se contaba con estudios detallados al respecto. Se tomó como base el 

atlas del A. tigri1111m de Herrick, J. ( 191 7) y otros trabajos de desarrollo ontogenético de dos 
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especies de salamandras: P/eurode/es waltlii y Trih1n1s a/pe.<Itris (González y col., 199S; 

Naujoka-Manteuffel y col .• 1994). El desarrollo neuroanátomico del A. mffJCica'1um se pudo 

comparar con estas especies de anuros, ya que no presenta grandes diferencias en los tiempos de 

. desarrollo y la morf"ologia de las estructuras cerebrales (González y col., 199S; Naujo-Manteural 

y col., 1994). También se emplearon las tablas de desarrollo del A. mffJCicu1111m (Schreckenberg y 

Jacobaon, 197S) y las del A. pu11eta111m (Harrison, 1969) para los cambios morf"ológicos externos 

y determinación del estadio de las larvas. Además los resultados de este estudio serán de gran 

utilidad para subsecuentes estudios ontogenéticos del SNC del A. mffJCica1111m. 

Estudio lnmunohistoqufmico 

El inicio de la inmunorreactividad fue el día 12 del desarrollo del SNC del A. mexicam1m 

para los tres péptidos utilizados (LE. ME y OCT A). Las fibras fueron las primeras estructuras en 

presentar inmunorreactividad. Palmer y col. (1982) reportan la presencia de FIR a encefalinas en 

la parte ventral del rombencéfalo a los 1 S dfas del desarrollo embrionario del cerebro de la rata. 

Por otro lado, nuestros datos coinciden con los dif"erentes estudios bioquímicos e 

irnnunohistoquímicos realizados en aves y mamíf"eros donde se ve que la mayoria de los 

neuropéptidos. incluyendo las encef"alinas, comienzan a detectarse en etapas tempranas (día 

embrionario 13) del desarrollo (Boer y Swaab, 198S). 

La localización de FIR a los 12 días del desarrollo fi.ae principalmente en el núcleo 

paraventricular hipotalámico e hipotálamo en el diencéf"alo, ·y de algunas estructuras del 

mesencéf"alo (tegmentum e istmo). En el telencéfalo no se observó ninguna estructura 

ínmunorreactiva. probablemente porque aún no esta bien f"ormado. El rombencéf"alo presentó una 

densidad escasa de FIR a LE y ME en la zona motora. Desde el momento en que se detectaron 

los tres péptidos hasta la etapa de seis meses, presentaron una distribución anatómica similar 

(tablas XII, XIII y XIV). Este patrón se observa en la etapa de adulto del A. meJCicanum 
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(Sánchez-lslas. 1993). reptiles (Reiner, 1987). aves (Reiner et al.. 1984) y mamif"eros 

(Khachaturian et al .• 1985). donde la inmunorreactividad a LE y a ME tiene una distribución 

paralela en el SNC, presenUlndose en los mismos núcleos cerebrales. Este hecho se ha descrito 

en el cerebro de rata y se atribuye a que tanto LE como ME derivan de un mismo precursor: la 

proencefalina. Es por esto que puedan tener la misma locali:r.ación reaional (Elde et al .• 1976; 

Petrusz et al., 198.S). Sin embargo, no se ha demostrado coexistencia de LE y ME en la misma 

neurona. lo que nos habla de procesamientos proteoHticos diferentes. Con nuestros 

experimentos seriados no se puede afirmar la coexistencia de los p6ptidos, por lo que se tienen 

que realizar experimentos de doble marcaje con el fin de comprobar su coexistencia. En el 

caso de los anfibios, como la rana Xenopus laevis (Martens y Herbert, 1984; Wong et al., 

1991) se ha caracterizado el gen que codifica para la proencefalina. Este contiene 7 secuencias 

de ME y ninguna de LE, la secuencia de la LE está reemplazada por una ME. Hay evidencias 

en otros anfibios anuros en donde sucede lo mismo, por lo que se ha propuesto que la 

organización de la pruencefalina en el Xenopus es representativa del arupo de los anuros y que 

la LE que se encuentra en eslaS especies proviene de la prodinorfina (Merchenthaler et.al., 

1987) como sucede en el núcleo negro de la rata (Zamir et.al., 1984). Esto mismo puede 

suceder en el axolotl. Además, el gen de la proencefalina del Xenopus carece de la secuencia 

del octapio!ptido. Sin embargo, nosotros en el A. me.xicanum encontramos inmunorreactividad a 

este pio!ptido, lo cual podría indicar que se trata de una variante con una secuencia similar al 

<X:rA. 

Asai y col. (1988) demostraron mediante radioinmunoanálisis en el cerebro del adulto A. 

mexica11um que la concentración de ME es mayor con respecto a LE. En nuestro estudio desde el 

momento en que se detectaron estructuras inmunorreactivas, se presentó una densidad mayor de 

FIR a ME en comparación a la de LE y OCTA. Este hecho no sólo se ha visto en anfibios sino 

también en reptiles (Reiner. 1987), aves (Reiner et al.. 1984; Bayón et al., 1980) y mamíferos 

(Noda et al .• 1982; Comb et al .• 1982). 
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En el inicio de la inmunorreactividad (día 12) se encontraron estructuras 

inmunorreactivas a los tres anticuerpos probados, sin embargo, se sabe que la ME corresponde 

a la categoría de los neuropéptidos que se presentan en los primeros períodos prenatales (día 

13-14 embrionario), incrementándose rápidamente con la edad, hasta alcanzar un máximo 

contenido en la edad postnatal y continua para exhibir altos niveles de expresión en la etapa 

adulta (Tohyama, 1992). Otra característica que se presentó fue la variación en la densidad de 

FlR en las estructuras cerebrales durante los diferentes días del desarrollo. especialmente en el 

telencéfalo y el mesencéfalo (tablas XII. XIII y XIV). Un patrón similar se ha visto en otros 

neuropéptidos, incluyendo las encefalinas (Bayón et al., 1979; Boer y Swaab, 1985; Zagon et al., 

1994; Mitchell et al., 1995). Al respecto pueden existir varias posibilidades que expliquen esta 

observación, una de ellas es donde los péptidos opioides (encefalinas, endorfinas y dinorfinas), de 

diCerentes organismos, participan en procesos biológicos, sujetos a ritmos celulares (circadianos y 

circanuales), lo que hace que haya cambios selectivos en la concentración tisular de estos péptidos 

relacionados con Jos diferentes procesos fisiológicos (Bubenik et al., 1988; Gutiérrez et al., 1991; 

Matamoros et al .• 1997). Sin embargo. durante el desarrollo aún no se puede hablar de un ritmo, 

ya que el organismo se encuentra con diferentes cambios neuromorfológicos que no permite que 

se establezca un ritmo circadiano de expresión del péptido. La producción de péptidos opioides 

(principalmente la met-encefalina). en etapas tempranas. se ha visto más relacionada con zonas de 

proliferación y diferenciación neuronal, donde se sugiere que las encefalinas están interviniendo 

como factores de crecimiento (Zagon y McLaughlin. 1991; Zagon et al.. 1996). Otra posibilidad 

es la que se tiene con el estudio realizado por Zagon y col. (1994) donde utilizaron "Northem 

blot" para ver en el desarrollo del cerebro y cerebelo de la rata la expresión del ARNm del gen de 

la preproencefalina A (PPE). precursor de la Met-encefalina. Encontraron que durante este 

proceso, se pueden encontrar diferentes modelos de expresión (incremento. decremento y 

cambios no perceptibles) del ARNm de la PPE y puede ser detectados en relación al período 

fetal/neonatal de la rata. Lo que demuestra que no solamente hay variaciones de expresión a nivel 
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del producto final, o sea el péptido activo, contenido en neuronas y fibras; sino también a nivel del 

precursor relacionadas con los días del desarrollo. 

La densidad de FIR a los tres péptidos se incremento con respecto a la edad de las larvas. El 

aumento se hizo mas notable apartir del día JO para ME, mientras que para LE se vio en el día 40. 

Las FIR a OCT A también se incrementaron ligeramente apartir del día JO (tablas XII, Xlll y 

XIV). Apartir del día JO, se observaron grupos pequeilos de NJR (1-J neuronas) con una 

ftuoresc:encia baja, loc:alizados principalmente en el núcleo paraventricular hipotalámico e 

hipotálamo del diencéfalo. En las otras regiones cerebrales (por ej. cuerpo estriado, comisura 

anterior e hipoc:ampal y la zona sensorial y motora del rombencéfalo) se vieron NJR a los tres 

péptidos hasta los seis meses de edad. Al igual que la densidad de las FIR, el número de NIR y 

intensidad de la fluorescencia se fue incrementando con respecto a los días de desarrollo. Los 

grupos grandes de NJR (de 1 O a 15 neuronas) se observaron nuevamente en el diencéfalo (núcleo 

paraventricular hipotalámico e hipotálamo). Estudios inmunohístoquimícos y de 

radioinmunoánalisis han mostrado que esta zona, en el axolotl adulto, se concentra la mayor 

cantidad de encefalinas (Asai et al., 1988; Sánchez-lslas, 1994). Un hecho similar se presenta en 

otros vertebrados (Bayón et al., 1980; Comb et al., 1982; Noda et al., 1982; Reiner et al., 1982; 

Reiner, 1987). Mientras que en el telencéfalo y mesencéfalo no se observaron NIR. Este dato 

difiere con lo reportado en aves (Reíner et al., 1984; Du y Dubois, 1988; Casini et al.. 1995; 

Gamer et al .• 1994) y mamíferos (Palmer et al., 1982; Senba et al., 1982; Mitchell et al .• 1995) 

donde en el telencéfalo se han visto NJR desde etapas tempranas. Sin embargo. como se 

mencionó anteriormente en el trabajo Palmer y col. (1982) primero se observaron fibras 

inmunorreactivas en el rombencéfalo en el día embrionario 1 5 y hasta el día embrionario 1 7 se 

presentaron neuronas inmunorreactivas. Una posibilidad que podría explicar el patrón de 

distribución que obtuvimos es la sensibilidad de la técnica empleada. ya que se ha visto que la 

biosíntesis de las encefalinas en etapas tempranas se producen en bajos niveles (Bayón et al., 

1979) o en otros casos las encefalinas pueden estar en forma del precursor (Pittius et al .. 1987. 
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Laurent-Huck et al .• 1991) y no es fácil detectarlo por medio de inmunohistoquímica. Por lo que 

existen otras técnicas mas sensibles como el complejo biotina-avidina peroxidasa. el 

radioinmu-malisis y la hibridización ;,, si111 (McGregor et al .• 1982; Palmer et al .• 1982; Mitchell 

et al .• 199S). con las que se pueden identificar los grupos de NIR desde etapas mas tempranas del 

~ollo. Además, en estos estudios a los animales (ratas. ratones) empleados se les aplica. 

previo a su sacrificio. una dosis intraventricular de colchicina; la cual detienen el transpone axonal 

y concentra más el péptido en el soma neuronal. En nuestros experimento no se realizó este 

procedimiento porque se detendría el desarrollo de las larvas. Sin embarao. el patrón de 

distribución y la forma que fueron incrementando las NIR. y FIR durante el desarrollo en nuestro . 

estudio, se asemeja al descrito en mamíferos y aves. en los que se ha visto un aumento en la 

densidad de fibras y terminales nerviosas inmunorreactivas. el cual va paralelo al incremento y 

decremento de neuronas marcadas en la etapa prenatal y postnatal. respectivamente. Mitchell y 

col. (199S) sugieren que durante el desarrollo hay un aumento progresivo en la velocidad de 

transpone del péptido dentro de los axones hacia la terminal. que resulta ser más eficiente en la 

etapa adulta que en los primeros días de desarrollo. Este hecho podría ser la causa de que en los 

mamif"eros, en la etapa prenatal. se encuentran más somas neuronales marcados que en la 

postnatal. En el axolotl este patrón de incremento de neuronas y fibras se da hasta la etapa adulta 

y no se observa disminución de neuronas inmunorreactivas, a diferencia de los mamíf"eros y de las 

aves. en los cuales se ha visto que hay un cambio en estadios determinados (eclosión o 

nacimiento) que influyen en los niveles de varios péptidos (Bayón et al .• 1979; Reiner et al .• 1984; 

Boer y Swaab, J9gS; Du y Dubois. 19g8). En el a>eolotl. antes y después de la eclosión (día 13-

IS), en las muestras procesadas de los días 12 y 16, correspondientes a este periodo. no se 

observaron cambios en la densidad de fibras ni de neuronas ínmunorreactivas. por lo que se puede 

sugerir que no hay alguna relación estrecha de la eclosión con la biosíntesis de encefalinas. Sin 

embarao. al inducir la metamorfosis con tiroxina (T4) al A. mexica1111m, se observa un cambio en 

nivel de encefalinas, principalmente LE, del lóbulo anterior de la hipófisis de la salamandra 

(estado adulto del Amby.<r;loma) (León Olea et al .• 1995). Un hecho similar se observó en el A. 
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ligri11Nm. el cual presenta de manera natural metamorfosis (Cano-Martínez. 1995). Estos 

resultados _muestran que estos péptidos presentan cambios en su distribución anatómica durante el 

desarrollo ontogenético. 

La comparación de la distribución de la inmunorreactividad a los tres péptidos opioides de 

la larva de seis meses con respecto a la del adulto neoténico mostró diferencias en el número de 

neuronas y la densidad de fibras inmonorreactivas; por ejemplo. en la larva de seis meses no hay 

NIR en el telencéfalo (núcleos hipocampal y septal) y en el mesencéfalo (tectum y tegmentum); la 

densidad de FIR. principalmente en el telencéfalo no se asemeja a la observada en el adulto (tablas 

XII. XIII. XIV). 

La presencia temprana de las encefalinas en las estructuras cerebrales del A. mexicanum 

puede sugerir que están participando en diferentes fenómenos relacionados con el crecimiento. 

diferenciación y desarrollo del cerebro de este anfibio. funciones que en el adulto cambian, tal y 

como sucede en los mamíferos (Laurent-Huck et. al.. 1991; Zagon y McLaughlin, 1991; Zagon y 

McLaughlin. 1994; Zagon et al., 1996). 
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Conclusiones 

Fertilizaci6n In vltro 

-La hormona FSH a dosis de 80 y 400 UI y la LH a dosis de 5.3 UJ. no 
produjeron respuesta en la estimulación de la ovoposición en el A. mexican11m. 

-La hormona GCH. a dosis de 250 y 600 UI. estimulan la ovoposición en el 
axolotl. 

-La dosis de la hormona GCH. para estimular la ovoposición en el axololt. 
dependió de la época del afto. ya que fuera de la temporada de reproducción la 
dosis f"ue mayor (600 UI) y dentro o cerca de este período. la dosis fue menor 
(250 UI). 

-A partir del método desarrollado en el laboratorio. se logró la f'ertilización in 
vilro. Sin embargo. la mayor f'uente de obtención de huevos f'értiles fue durante la 
época de reproducción (invierno y primavera) en las condiciones del laboratorio. 

-El éxito de la reproducción de los ajolotes depende de su estado de salud y de 
las condiciones del ajolotario. 

Estudio inmunohistoqufmico 

-En el SNC del A. mexicanum. Ja inmunorreactividad a péptidos opioides se 
detectó desde el día 12 del desarrollo y se localizó principalmente en fibras de Ja 
parte ventral del cerebro. núcleo estrioamigdalino. núcleos hipotalámicos. 

-Nuestros resultados concuerdan con otros trabajos en cuanto a que los 
péptidos opioides se encuentran en etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo. 
el papel que juegan en éste proceso tendrá que ser determinado. 
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-La densidad de fibras y el número de neuronas inmunorreactivas fueron en 
aumento conforme la edad de las larvas. 

-Las neuronas inmunorreactivas a los tres péptidos opioides se localizaron 
aislmdamente a partir del dia 30. Posteriorrnente. se presentaron en pequei'los 
grupos de 2 a 3 neuronas y a los 180 días en grupos de S a IS por región y por 
corte. La localización de los gnapos de neuronas inmunorreactivas fue 
principalmente en el diencéfalo. 

-Los péptidos LE. ME y OCT A se distribuyeron en las mismas regiones 
anatómicas. pero con diferente densidad. Siendo más abundante la ME. 

-Se encontraron diferencias en la distribución de la inmunorreactividad a los 
tres péptidos estudiados al comparar la larva de 180 días con el adulto neoténico. 
Por ejemplo. en la larva de 180 días no se encontraron neuronas inmunorreactivas 
en el palio hipocampal. núcleos septales. comisuras anterior e hipocampal. 
mesencéf'alo y zona sensorial del rombcncéfalo. 

-La aparición temprana de los péptidos opioides en el desarrollo ontogenético 
del sistema nerviosos central del Ambystoma mexican11m, sugiere la participación 
de estas sustancias endógenas en diferentes mecanismos. tales como proliferación 
y dif"erenciación celular. relacionados con el crecimiento y desaiTollo de éste 
sistema. 

Este trabajo será la base para experimentos futuros en donde se estudie el 
posible papel que tienen los péptidos opioides durante el desarrollo del SNC del 
A. mexicanum. 
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Anexo l. 

Mftodos de Fertilización in vltro. 

M~o de Armstro•s y Gill-ple, (19'76) 

• Inducción de la ovoposición en la hembra con la aplicación de la hormona 

fbliculo eatimulante (ll'SB). con una dollia de 20 •• más 20 ,.. de la hormona 
luteinizante (LH) o 500 UI de GCH vfa i.m., inyectadu de 8 a 12 hrs antes de ser 
colocada con el macho. 

• El macho libera el eapermatóforo. que reco•e la hembra por medio de la 
cloaca y a las 24 hrs. comienza la puesta de huevos fecundados 

• El espennatóforo puede ser colectado y puesto en un pequei'k> tubo. en 
ftio, en cerca de 250 Jil de 500/e de medio de cultivo de Leibovitz L-1 S (GIBCO), o en 
un medio de cuhivo para anfibio de Quimby. El espenna es almacenado de esta 
manera y es viable por 24 h. 

• Antes de usar el espermatóforo se rompe por trituración con una pipeta 
Pasteur. 

• cuando empieza la puesta de huevos se colectan y se secan para quitar el 
exceso de asua. Los huevos son pues&os en una caja petrí y se inseminan con unas 
gotas de la suspensión de espermatozoides. 

•Después de 10 min .• los huevos son puestos en una solución de Holfreter 
al 25%. 
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• ln~tar a la hembra con 35 ••ld•da A•••r de FSR pon:ina dimueltu 
en 88'1• e.téril i.m. ( 20 hrs después comienza la puesta de huevos). 

• Se sacrifh:a al macho y se realiza una disección para extraer los conductos 
deferentes. Se maceran y ae hace una suspensión en el medio de cultivo de Stetnbers 
.. 10% (NaCI (3.4 s). KCI (0.0.5s). CaCl2 (0.0.58). MsS04. 7 H20 (0.20.5s). y 

bufl'cr HEPES (l.10 sfl 1 de qua destilada) a un pH de 7.4). La suspensión se 
mantiene en refiiseración ( 1 o ºC). 

• Se colectan los huevos c:ada 20 min., se les quita el exceso de asua y ae 
fatilizan con unas sotas de la suspensión de espermatozoides (antes de asresar la 
suspensión se debe de verificar el movimiento y la densidad de los espermatozoides, la 
cual debe de ser de 10 a 20 espermatozoides en un c:ampo de 200X). Se dejan 30 min. 

• Posteriormente se colocan los huevos en una solución de Steinbers al 
200/o. El éxito de la t"ertilización se comprueba cuando el huevo presenta un orificio en 
la superficie y por la inversión de la posición del huevo. 
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