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R ES UM EN 

El estudio de los péptidos opioides, ha tenido una gran relevancia ya que estos péptidos 

participan no sólo en los mecanismos de la información nociceptiva y neuromodulación, sino 

también están involucrados en procesos neurosecretores y hormonales relacionados con el 

metabolismo y el desarrollo. Es en este sentido que resulta de gran importancia estudiar la 

distribución de estos péptidos en organismos a los cuales se pueden manipular sus distintas etapas 

del desarrollo, como es el caso del Ambystoma mexicanum. En un trabajo previo describimos la 

distribución anatómica que tienen los péptidos opioides tales como Leu-encefalina (LE), Met-

encefalina (ME), f3-endorfina (BE) y Dinorfina 1-8 (DIN 1-8) en la hipófisis del A. incxicanum 

adulto neoténico. Uno de los hallazgos importantes fue la existencia de LE en células de la 

adenohipófisis, ya que no se había reportado en otras especies de animales. 

El objetivo de esta tesis fué realizar, con la ayuda de técnicas histológicas e 

inmunohistoquímicas, un estudio ontogénetico de la distribución anatómica de los péptidos 

opioides tales como: LE, ME, MERGL (Metinonina-encefalina Arg-Gli-Leu), BE, DIN 1-8, DIN 

A y DIN 13 en la hipófisis del Ainexicanum durante la metamorfosis inducida experimentalmente 

mediante la administración de tetrayodotironina (T4), así como en la salamandra (estado adulto). 

Se utilizaron A. mexicanum y A. tigrinum adultos neoténicos a los que se les indujo la 

metamorfosis con una dosis única de T4 intraperitoneal. Se obtuvieron animales en diferentes 

etapas de la metamorfosis hasta el estado adulto de salamandra, en los que se realizaron técnicas 

inniunohistoquímicas para detectar los diferentes péptidos opioides. Con los resultados obtenidos 

se estableció la distribución anatómica de los péptidos opioides en la hipófisis de los Ambystomas 

mexicanuin y tigrinum en el estado de adulto neoténico y los cambios en su distribución en las 

diferentes etapas de la metamorfosis hasta el estado adulto o salamandra. La inmunorreactividad 

(IR) a encefalinas (LE y ME) en las células del lóbulo intermedio y el lóbulo anterior presentó 

variaciones que van desde la desaparición en la etapa I, un aumento importante de la IR en la 

etapa II, para desaparecer nuevamente en las etapas III y IV. La IR a los demás péptidos opioides 

estudiados no presentó cambios aparentes durante el proceso de metamorfosis. La existencia de 

IR a péptidos opioides en las células de los lóbulos intermedio y anterior de la hipófisis, así 

como, en fibras de la eminencia media y el lóbulo neural, y las variaciones de la IR a estos 

péptidos durante la metamorfosis sugiere una relación funcional moduladora, ya sea de forma 

parácrina o endócrina, con el proceso de maduración y desarrollo que implica la metamorfosis. 



A BSTR A CT 

The study of opioid peptides is relevant since these substances not only participate in the 

mechanisms of nociception and neuromodulation, but also in neurosecretoly and hormonal 

processes related to metabolism and development. In this cense, it is important to study the 

distribution of these peptides in organisms in which the manipulation of the different developing 

stages is possible. This is the case of the amphibian Ambysionia inexicanum. In a previous work, 

the description of the anatomical distribution of opioid peptides such as leu-enkephalin (LE), met-

enkephalin (ME), P-endorphin (BE) and dynorphin 1-8 (DIN 1-8) svas reported in the hypophysis 

on the adult neotenic A. 	un. The main finding of this study was the presence of LE in 

adenohypophysial cells, which had not been previously reported. 

The aim of this thesis was to undertake an ontogenic study, using histological and 

ímmunochemical techniques, of the anatomical distribution of the following opioid peptides: LE, 

ME, MERGL (Met-enkephalin-Arg-Gly-Leu), BE, DIN 1-8, DIN A and DIN B in hypophysis 

of A. mexicanum, during its experimentally induced metamorphosis, as well as in hypophysis of' 

salarnander (adult state). Metamorphosís was experimentally induced by a migue intraperitoneal 

injection in two adult neotenic axolotl species: A. mexicanum and A. tigrinum. Animals in 

different stages of metamorphosis were obtained and immunohistochemical techniques were 

carried out to localíze different opioid peptides. With the results of these experiments, the 

anatomical distribution of opioid peptides in hypophysis of A. incxicanum and A. tigrinum was 

described in the neotenic adult stage, as well as the changos in their distribution in the different 

stages of metamorphosis. Immunoreactivity (IR) to enkephalins (LE and ME) in cells of 

intermediate and anterior hypophysíal lobos presented changos that comprehend its absence in 

stage I, an important increase in its intensity in stage II, followed by its disappearance in stages 

III and IV. The other opioid peptides included in this study did not present significant changes 

during the process of metamorphosís. The exístence of IR to opioid peptides in neurons of 

anterior and intermediate hypophysial lobes, as well as in fibers of median eminence and neural 

lobe, and the changos in IR intensity of these peptides during metamorphosis suggest a paracrine 

or endocrino modulatory physiological role of these substances during maturation and 

developtnental processes involved in metamorphosis. 



ANTECEDENTES 

Desde épocas muy remotas, el hombre en su afán por eliminar o disminuir el dolor ha 

utilizado diferentes substancias provenientes de plantas. Derosne en 1803 obtiene una sal de opio 

a la que por sus efectos clínicos de inducción de sueño llamó narcotina. Dos años más tarde 

Sertuner purificó la narcotina y a esta substancia la denominó morphiwn, con la característica 

fundamental de ser un potente analgésico (Peset, 1973). Esto abrió uno de los capítulos de mayor 

importancia en la farmacología y la fisiopatología del dolor. 

Fue hasta la década de los setenta cuando se aportaron evidencias del funcionamiento de 

los opioides mediante la identificación de los receptores estereoespecíficos a la morfina, con el 

uso de ligandos sintéticos como la naloxona tritiada. Estos trabajos se realizaron simultáneamente 

por Terenius (1973) en Suiza, y Pert y Snyder (1973) en Baltirnore. El descubrimiento de los 

receptores a opiáceos en el íleon de cobayo y en el conducto deferente del ratón (Kosterlitz y 

Waterfield, 1975); la existencia de estos receptores en las membranas de células nerviosas en 

donde tienen efecto los opiáceos (Pert y Snyder, 1973; Pert y col., 1975; Terenius , 1973), la 

reverción de los efectos de la morfina por la administración de un antagonista, la naloxona (Akil 

y col., 1976), y la producción de analgesia por estimulación eléctrica de la substancia gris 

periacueductal en la rata (Mayer y Liebeskind, 1974), entre otras observaciones, hicieron pensar 

que había substancias endógenas que mimetizaban las acciones de los derivados del opio. En 

1975 Hughes, en experimentos realizados con homogenados de cerebro de cerdo, logró purificar 

una substancia que reproducía los efectos de la morfina en las preparaciones biológicas del 

conducto deferente del ratón y el íleon del cobayo, produciendo la inhibición de las contracciones 

evocadas. Este efecto era revertido por la administración de naloxona. El mismo grupo (Hughes 



y col., 1975), dió la secuencia de aminoácidos que conforman los oligopéptidos que llamaron 

encefalinas y que consisten en pentapéptidos: la Metionina-encefalina (ME) y a la 

Leucina-encefalina (LE), cuyas secuencias son: 

NH2-Tir-Gli-Gli-Fen-Met-COOH para la ME 

N112-Tir-Gli-Gli-Fen-Leti-COOF1 para la LE 

En el mismo año, Goldstein y col., (1971) aislaron un péptido de la hipófisis de bovino 

y de porcino que tenía también los efectos de la morfina. En 1976, se identificó la estructura de 

este compuesto y fue llamado f3-endorfina (BE), el cual corresponde al fragmento 61-91 de la 

f3-Lipotropina (BLPH), (Bradbury y col., 1976), Guillemin y col. (1976) determinaron la 

estructura de la a y y endorfinas, aisladas del extracto de hipotálamo e hipófisis. Estos hallazgos 

han sido corroborados por otros autores en varias especies de vertebrados. Hasta el momento se 

conocen alrededor de 40 péptidos endógenos que se unen a los mismos receptores que el opio, 

son agonistas de la morfina y se sintetizan endógenamente. A estos se les conoce con el nombre 

genérico de péptidos opioides, a diferencia de las substancias derivadas del opio y sus derivados 

sintéticos a los que se les llama opiáceos. 

PRECURSORES DE LOS PEPTIDOS QPIOIDES. 

Con ayuda de las técnicas de DNA recombinante y de la química de proteínas se ha 

demostrado que todos los péptidos opioides provienen de tres proteínas precursoras inactivas que 

son: la proopiomelanocortina (POMC) (Nakanishi y col., 1979), la Proencefalina A (P.EF) (Como 

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

(PDNF) (Kakidani y col., 1982) (Fig. 1). Estas tres proteínas con sus péptidos derivados (Tabla 

3 



1) representan los tres sistemas opioides conocidos y que se distribuyen de manera diferente en 

el SNC. Según su estructura, y corno se observa en la Fig, 1, las tres moléculas precursoras de 

péptidos opioides tienen varias características en común: a) peso molecular cercano a 30 000 

daltons, b) un número similar de aminoácidos, entre 209 y 267, c) las secuencias correspondientes 

a los péptidos biológicamente activos dentro de la secuencia del precursor están limitadas en 

ambos extremos por pares de aminoácidos básicos, y d) la región amino terminal es rica en 

residuos de cisteína, no incluye aminoácidos de reconocimiento proteolítico típico y está 

precedida por una secuencia señal de naturaleza hidrofóbica. Estas similitudes sugieren una 

relación evolutiva entre las tres diferentes proteínas precursoras. Ellas representan una familia de 

genes y productos de genes relacionados funcionalmente. Posiblemente el significado biológico 

de los precursores de multihormonas es la producción simultánea de péptidos activos los cuales 

actuarían de una manera coordinada en respuesta a perturbaciones que dieran origen a un control 

fisiológico. 

BIOSINTESIS DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES 

Se ha establecido que los péptidos opioides biológicamente activos son sintetizados a 

partir de grandes moléculas precursoras, que se procesan durante su transporte intracelular para 

dar lugar a la molécula activa, corno en el caso de las proteínas de exportación y los 

neuropéptidos (Steiner y col., 1980 y 1984). Este proceso biosintético incluye la transcripción, 

traducción en los ribosomas del retículo endoplásmico rugoso (RER), transferencia de la 

prohormona del RER al aparato de Golgi de•donde sale y se almacena en los gránulos secretorios 

previo a su liberación por exocitosis. El procesamiento postraduccional de la promolécula ocurre 
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Figura 1. Representación esquemática del proceso proteolítico de las tres prohormonas que 
contienen péptidos opioides. Están señalados los aminoácidos básicos ya sean sencillos o en 
pares. Se ilustran únicamente los péptidos aislados y secuenciados en mamíferos. Esta figura es 
una modificación de los esquemas prévios publicados por Nakanishi y col., (1979) y Undenfriend 
y Kilpatrick, (1983). 
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durante la migración desde el RER hacia el exterior de la célula, con pasos individuales de 

maduración (hidrólisis, sulfatación, glicosilación, amidación, etc.), da origen a los péptidos 

opioides, los cuales se encuentran localizados dentro de compartimientos intracelulares que 

contienen los sistemas enzimáticos apropiados, Estos eventos originan a los productos bioactivos 

y determinan el tipo de péptido que se va a producir, dando corno consecuencia su potencia, 

selectividad por el receptor, y función. 

En el caso de las prohormonas y otras proteínas precursoras (progastrina, prosomatostatina, 

proglucagon, provasopresina etc.) los sitios de rompimiento más frecuentes son en los pares de 

aminoácidos básicos (Arg-Arg, Arg-Lis, Lis-Lis). Estos limitan a ambos lados a los péptidos 

biológicamente activos en la secuencia de la molécula precursora, sugiriendo la participación de 

enzimas del tipo de la tripsina. Sin embargo, se ha observado que en algunos precursores estos 

rompimientos proteolíticos no siempre se dan a nivel de pares de aminoácidos básicos, ni en 

todos los sitios en donde existen aminoácidos básicos hay rupturas. En el caso de la POMC se 

ha encontrado que la enzima o enzimas involucradas en su procesamiento están en los gránulos 

de secreción y presentan propiedades acil-tiol-arginil proteasa (Chang y col., 1982). También se 

identificó una enzima del tipo de la catepsina D que rompe selectivamente a la BE hacia 

y-endorfina (Graf y col., 1979). 

La ruptura de la proencefalina a nivel de aminoácidos básicos se atribuyó a una enzima 

de la familia de la kalicreína (Dores y col.; 1984). La remoción de los aminoácidos básicos en 

la región carboxilo terminal de los péptidos separados por la endopeptidasa se adjudicó a una 

carboxipeptidasa dependiente de cobalto (Fricker y Snyder, 1983). 

Los péptidos derivados de la prodinorfina se generan por rompimientos a nivel de pares 
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B-Endorfina (ACTH) 
	

Proencefalina 
	

Prodinorfina 

(porcina) 
	

(humana) 
	

(porcina) 

P-Endorfina 
Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Thr-Ser-Glu-Lis-Ser-
Gln-Thr-Pro-Leu-
Val-Thr-Leu-Fen-Lis- 
Asn-Ala-He-Val-Lis- 
Asn-Ala-His-Lis- 
Lis-Gli-Gln 

Met-en cefalina 
Tir-Gli-Gli-Fcn-Met 

Leu-eneefalina 
Tri-Gli-Gli-Fen-Lcu 

Alfa-neo-endorfina 
Tir-Gli-Gli-Pen-Leu-
Arg-Lis-Tir-Pro-lis 

Beta-Neo-endorfin a 
Tir-Gli-Gli-Pen-Leu-
Arg-Lis-Tir-Pro 

Met-eneefalina-8 
Tir-Gli-Gli-Pen-Met 
Arg-Gli-Leu 

Met-eneefalina-7 
Tir-Gli-Gli-Pen-Met-
Arg-Fen 

Péptido E 
Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Arg-Arg-Val-Gli-Arg-
Pro-Glu-Trp-Trp-Met-
Asp-Tir-Gln-Lis-Arg-
Tir-Gli-Gli-Fen-Lcu 

Dinorfina A-(1-8) 
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu 
Arg-Arg-Ile 

Dinorfina A-(1-17) 
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu 
Arg-Arg-Ile-Arg-Pro 
Lis-Leu-Trp-Asp-
Asn-Gln 

Dinorfina B-(1-13) 
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-
Arg-Arg-Gln-Fen-Lis-
Val-Val-Tir 

TABLA 1 
FAMILIA DE PEPTIDOS OPIOIDES 

Principales péptidos opioides que han sido extraídos y secuenciados de tejido nervioso. Corno se 
puede ver en esta tabla, cada uno de los péptidos opioides derivan de una, o de más moléculas 
precursoras conocidas, la Proopiomelanocortina de donde proviene la P-Endorfina, la Proencefalina 
A, precursor de las encefalinas y la Proencefalina B o Prodinorfina, precursor de las dinorfinas. 
Modificado de Akil y col. (1984). 
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de aminoácidos básicos, por lo que se propone la participación de enzimas semejantes a las 

propuestas para la proencefalina (Fischli y col., 1982; Graf y col., 1979); la rimorfina (Kilpatrick 

y col., 1982) y la dinorfina 1-8 (Minamino y col., 1980) se liberan por rompimiento de un solo 

residuo de Arg. En ambos casos se sugiere la participación de una enzima del tipo de la tripsina. 

Recientemente se ha demostrado que las enzimas de la familia de las subtilisinas corno 

la furina, y las prohormonas convertasas, PC1 y PC2, son capaces de procesar a los precursores 

en los sitios de pares de aminoácidos básicos como lis-lis y en sitios monobásicos lis (Seidah 

1992a y b; Vindrola y Linberg, 1993). Las enzimas PC1 y PC2 se distribuyen en tejido nervioso, 

médula suprarrenal e hipófisis. Braks en 1992, clonó el cDNA de la PC2 del Xenopus laevis 

y reportó una gran homología con la de mamífero, lo que indica un alto grado de conservación 

de esta enzima durante la evolución de los vertebrados. Estas enzimas procesan otras 

prohormonas y se ha reportado colocalización en neuronas productoras de la hormona liberadora 

de tirotropina en téctum óptico y tallo cerebral del Xenopus laevis (Hutton 1990; Pu, 1995). 

LIBERACION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES 

La liberación de estos péptidos ha sido estudiada en experimentos in vitro en rebanadas 

de diferentes regiones cerebrales (Iversen y col., 1978; Bayón y col., 1978; Osborne y col., 1978). 

Todos estos trabajos han mostrado que la liberación inducida por pulsos despolarizantes de 

potasio es un proceso dependiente de calcio por lo que se presupone que estos neuropéptidos se 

comportan como otros neurotransmisores del sistema nervioso central (SNC). En este punto, 

hemos reportado que la liberación de encefalinas en los ganglios periesofágicos del caracol Helix 

aspersa, es dependiente de calcio y se puede provocar mediante estímulos despolarizantes con alto 
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potasio (Pellicer y col., 1993). 

DISTRIBUCION DE LOS PRECURSORES OPIOIDES Y SUS DERIVADOS. 

Los péptidos derivados de la POMC se han encontrado en concentraciones altas en la 

glándula hipófisis por medio de técnicas de radioinmunoensayo e inniunohistoquímica (Bloom 

y col., 1977; Mendelsohn y col., 1979). En el cerebro, estos péptidos se producen en los somas 

neuronales del núcleo basal media' hipotalámico y en sus proyecciones que están ampliamente 

distribuidas en diferentes áreas del SNC incluyendo al sistema límbico y al tallo cerebral. El 

efecto postraduccional de los precursores es diferente para la hipófisis y para el cerebro: la 

hormona adrenocorticotrópica (ACTH) y la f3-lipotropina son los productos principales en la 

hipófisis humana. En el cerebro son la a-melanocito estimulante (a-MSH) y la BE (Watson y 

Akil, 1980; Zakarian y Smyth, 1982). La POMC es la única de los tres precursores de los 

péptidos opioides que da origen a otros péptidos que no tienen propiedades opioides. 

La proencefalina-A de mamífero contiene 7 zonas en donde se encuentra la secuencia de 

las encefalinas; 6 son para ME y 1 para LE (Gubler y col., 1982; Comb y col., 1982). Este 

precursor se aisló primero de la médula adrenal (Yang y col., 1980) y posteriormente de otros 

tejidos como son el nervioso y el tracto gastrointestinal. En el SNC, los derivados de la PEF 

están más ampliamente distribuidos que la BE. 

La prodinorfina contiene la secuencia de la LE en la porción amino terminal (NH2) 

(Kakidaniy col., 1982). Existen evidencias de que en el sistema nigro estriatal, la LE que 

contienen las neuronas de esta región proviene de la Prodinorfma (Zamir y col., 1984). La 

inmunorreactividad a dinorfinas se ha encontrado especialmente en el área hipotalámica, 
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principalmente en las neuronas que contienen vasopresina del núcleo magnocelular y que 

proyectan a la neurohipófisis (Watson y col., 1977 y 1981; Weber y col., 1981). Estudios de 

inmunocitoquímica con microscopía electrónica demuestran que en neuronas del núcleo 

magnocelular la dinorfina 1-8 que contienen, está en las mismas vesículas que la vasopresina y 

la vasopresina asociada a la neurofisina (Weber y col., 1981). Estos reportes de coliberación 

sugieren un mecanismo de modulación opioidérgica sobre la liberación de vasopresina, 

La inmunorreactividad a dinorfinas se ha encontrado también en tallo cerebral, amígdala 

cerebral y tracto gastrointestinal. Los estudios inmunohistoquí micos de distribución anatómica 

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

poblaciones neuronales en el cerebro (Khachaturian y col., 1985). La POMC se expresa en células 

diferentes a las que presentan inmunorreactividad a las encefalinas (Bloom y col., 1977; Rossier 

y col., 1977). La proencefalina A y la prodinorfina han sido mapeadas utilizando antisueros 

dirigidos contra secuencias específicas para cada precursor y se han encontrado algunas 

diferencias y similitudes en su localización. 

RECEPTORES DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES 

El descubrimiento de los receptores estereoespecíficos a la morfina precedió al aislamiento 

y caracterización de las endorfinas, que son sus ligandos endógenos. Desde 1954, Beckett y Casy 

(1954) presentaron la hipótesis de que las drogas opiaceas ejercen sus efectos vía un receptor 

específico. Esta hipótesis se fundamentó en los datos de la estructura, actividad y 

estereoespecificidad de los compuestos conocidos. Sin embargo, no fue hasta 1973 en que se 

pudieron marcar los sitios de unión estereoespecífica con ligandos apropiados en membranas 
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cerebrales (Terenius, 1973; Pert y Snyder, 1973; Sirnon et al., 1973). El desarrollo de los ligandos 

y bioensayos permitieron los estudios de afinidad de unión a receptor de los extractos de cerebro 

e hipófisis, (Terenius y Wahlstrom, 1974; Hughes, 1975; Hughes y COL, 1975; Pasternak et al., 

1982). La existencia de clases separadas de receptores fue propuesta primero por Martín y col. 

en 1976, con base en las diferentes respuestas fisiológicas obtenidas al probar diversos tipos de 

opiáceos en la preparación de perro espinal crónico. Ellos propusieron tres tipos de receptores: 

l para los compuestos como la morfina, x para las drogas como la cetociclazocina, y a para las 

drogas como la N-alilnormetazocina. Además de estos tipos de receptores, Kosterlitz, y col. 

(1979) aportaron evidencias sobre un cuarto tipo de receptor al que denominaron delta (6). Los 

resultados de los experimentos farmacológicos fueron corroborados con ensayos de unión a 

receptor, y los estudios de autorradiografía demostraron que los receptores II, 6, K, son distintos 

sitios de unión, que se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC de diferentes especies 

animales (Chang y col., 1979; Chang y Cuatrecasas, 1979; Pert y col., 1974; Bonnet y col., 1981; 

Lewis y col., 1982; Ninkowic y col., 1981; Martín, 1983). Estos estudios y los de desplazamiento 

competitivo son de gran importancia para establecer la especificidad funcional de cada tipo de 

receptor. Gracias a esto, se han podido desarrollar ligandos selectivos para cada uno de ellos. 

Por ejemplo, ligandos que causen analgesia, pero no depresión respiratoria. 

La morfina se une principalmente al receptor pt y es antagonizada por la naloxona (Chang 

y Cuatrecasas 1979). Se han identificado 2 tipos de receptores 1.1: 1.1 1 de alta afinidad que se une 

a morfina y a los opioides, y ji  2 de baja afinidad que se une principalmente a la morfina 

(Pasternak, 1982). Las encefalinas muestran una afinidad preferencial por los receptores 3 (Lord 

y col., 1977). Estos receptores tienen un papel importante en la depresión respiratoria (Freye y 
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col., 1982) y parecen no mediar la analgesia; las deltorfinas, péptidos opioides descubiertos en 

la piel de los anfibios tienen una alta afinidad y selectividad por el receptor 8 (Erspamer, 1980; 

Richter y col., 1990). Los receptores K se han postulado para las drogas del tipo de la ketazocina, 

su acción analgésica es pobre y disminuye o suprime el síndrome de abstinencia (Martín y col., 

1976). Cuando el péptido crece en longitud hacia el carboxilo (C0011)-terminal de la LE se va 

perdiendo la selectividad a los receptores 8 y se va incrementando la selectividad a los 

(Paterson y col., 1983); así la dinorfína, la a- y 0-neoendorfina son agonistas x. Los receptores 

menos conocidos son los a; sin embargo, son los que tienen más interés para la psiquiatría clínica 

ya que las drogas agonistas a tienen potentes efectos psícomiméticos. La existencia de los 

receptores e han sido propuestos para la BE, en contraste con los ligandos clásicos y 6, que 

tienen una alta potencia en el conducto deferente de la rata. 

Desde 1992, se presentaron importantes progresos en el conocimiento de las características 

moleculares de los diferentes tipos de receptores, por la donación de sus cDNAs y sus genes. Los 

receptores opioides pueden ahora ser clasificados por su estructura genómica y las homologías 

de sus secuencias. Estos genes proveen evidencias de la existencia de los receptores la, x y 8. 

La donación del receptor opioide 8 dió corno resultado la identificación de las subfarnilias de 

genes de los diferentes receptores opioides. Kiefer y col. (1992) y Evans y col. (1993), en 

diferentes trabajos describieron subtipos de cDNAs de las bibliotecas de expresión celular en la 

célula NG108-15. Estas células manifiestan sitios de unión similares a los encontrados en el 

cerebro, pero los niveles de mRNA son más de 100 veces más altos. Los cDNAs de éstas, 

despliegan secuencias virtualmente idénticas a las encontradas en las donas de cDNAs del 

cerebro. Estas secuencias de los receptores 3 codifican proteínas con siete dominios hidrofóbicos 
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transmembranales y presentan gran homología con las subfamilias de receptores a somatostatina 

y otros neuropéptidos acoplados a proteínas G. El receptor donado representa al subtipo 6,. El 

receptor S humano es codificado por un gene que contiene un intrón localizado en el cromosoma 

1p34.descripción 

Receptores p.: 

Con la utilización de estrategias parecidas a las que se Ligaron para donar los receptores 

8, como son el uso de preparaciones de receptores purificadas y la microsecuenciación de 

proteínas, se donaron los receptores a opioides µ (Fukuda y col., 1993; Chen y col., 1993; Wang 

y col., 1993; Thompson y col., 1993). Estos receptores tienen una alta afinidad a la morfina. El 

gen que codifica al receptor 1.1 tiene más de 50kb, e intrones con varios dominios funcionales 

separados; está localizado en el cromosoma humano 6q25. 

Receptores K: 

La descripción de la donación de los receptores opiaceos x de ratón y de rata (Yasuda 

y col., 1993; Chen y col., 1993b; Meng y col., 1993; Minami y col., 1993) se hizo a partir de 

las mismas estrategias de donación que para los S y vi. Previamente, G. Bell (citado en Yasuda 

y col., 1993) había caracterizado los cDNAs como donas ORPHAN (huérfanas) identificadas en 

investigaciones de receptores de somatostatina. Este receptor tiene una alta afinidad por los 

péptidos derivados de la prodinorfina. El receptor humano K es codificado por un intrón 

contenido en un gen del cromosoma 8. Pasternak y Standifer (citado en Uhl y col., 1994) con 

oligonucleótidos complementarios inversos (antisense) describieron una dona KORB que presenta 

inhibición de la analgesia K específica en vivo, sugiriendo que esta clona codifica un verdadero 

subtipo de receptor x. 
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Receptor c: 

Una posible segunda subfamilia genética puede ser la del receptor E, identificado por 

estudios de homología genética para receptores 8, (citado en Uhl y col., 1994). Se describe un 

grupo de intrones de genes humanos que codifican homólogos de la familia de receptores, en 

donde la secuencia de amino ácidos presenta una homología del 36-39%, con respecto a los 

receptores 	8, ic que es menor a la homología que hay entre estos últimos (60-70%). Estos 

productos de genes unen í3-endorfina y tienen las características del receptor c descrito 

previamente, con una afinidad para la P-endorfina un poco más que la nanomolar sugerida en los 

estudios de unión a receptor E. El gen está localizado en el cromosoma 10q 11.2-21.1 en 

humanos (tabla II). 

RECEPTORES EN LA GLANDULA 111P0FISIS 

Los agonistas de los receptores opioides tienen efectos amplios sobre la liberación de las 

hormonas, incrementan la liberación de la prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH), 

POMC y corticoesteroides; Así mismo, disminuyen la liberación de la hormona luteinizante (LH), 

oxitocina (OXY) y arginina vasopresina (AVP) (Mansour y col,, 1995). 

Simantov y Snyder (1977) y Lightman col. (1983) reportaron la existencia de receptores 

opioides en el lóbulo neural y principalmente sobre los pituicitos. Bunn y col. (1985) reportaron 

por autorradiografía la existencia de receptores K, en los pituicitos de la neurohipófisis de rata. 

Herkenham y col. (1986) en estudios de unión a receptor en rebanadas de hipófisis de rata, con 

radioligandos antagonistas pi, 8, x, concluyen que el único receptor existente en la hipófisis es 

de tipo K, y está en las terminaciones nerviosas y en los pituicitos de la neurohipófisis. 
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7TM acoplado a 
proteína G 

Intrónica 

7TM acoplado a 
proteína G 

7TM acoplado a 
proteína G 

Intrónica 	 Intrónica 

398 	 372 	 380 

DAMGO 
	

DPDPE 
	

U50488 
Morfina 
	

DSLET 
	

DYN A (1-17) 
CTOP 
	

Naltrindol 
	

nBNI 

Acoplado a prot. G 	Acoplado a prot. G 	Acoplado a prot. G 

TABLA 11 

CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES CLONADOS 

Mu 	 Delta Kappa 

Familia genética 

Organización genética 

Tamaño del inRNA 

Características de enlace 

Traducción de la señal 

inhibitoria 
cAMP 

Número de sitios de 
glicosilación 	 5 

inhibitoria 	 inhibitoria 
cAMP 	 L cAMP 

2 	 2 

Distribución del mRNA 	Tálamo 
Estriado 
Locus coerulcus 
Núcleo del tracto 
solitario 

Corteza 
Estriado 
Reticular lateral 

Hipotálamo 
Núcleo acum bens 
Substancia negra 
Arca tegmental 

ven. 
Núcleo del tracto 
solitario 

Los receptores opioides donados tienen propiedades similares de unión a receptor en 
homogenados de cerebro. Se presentan dos agonistas y un antagonista que se une a cada uno de los 
receptores donados. Las áreas anatómicas enlistadas son ejemplos de las regiones que presentan 
altos niveles de expresión del mRNA de los receptores 1,8, KrAbreviaciones: 7TM, siete 
transmembrana, CTOP, D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Om-Thr-Pen-Thr; DAMGO, D-Ala2-MePhe4-Gly-or-
encefalina; DPDPE, d-Pene D-Pen'-encefalina, DSLET, D-Seé-D-Leu5-encefalina; U50488, 3,4,-
dichloro-N42-(1-pyrrolidiny1)-cyclohexyllbenzene acetamide; DYN A (1-17), dinorfina A (1-17); y 

norbinaltorfimine. Modificada de Mansour y col., (1995). 

15 



Los péptidos opioides inhiben la liberación de OXY y VP de la terminales en la 

neurohipófisis (Clarke y col., 1979), esta inhibición se relaciona con los receptores k (Iversen y 

col., 1980). En la hipófisis denervada, después de cuatro semanas hay una pérdida de solo el 7% 

en la unión a receptor. Esto sugiere que hay una pérdida de los receptores en las terminaciones 

nerviosas, pero está enmascarada por una regulación a la alza de los receptores de los pituicitos. 

Por otro lado Van Leewen y col., (1983), en un estudio de microscopia electrónica, 

demostró terminales leu-encefalinérgicas "tipo sinapsis" (sin engrosamiento de la membrana en 

los sitios de contacto, pero con vesículas) sobre los pituicitos del lóbulo neural. 

Hasta el momento se puede decir que las evidencias sugieren que hay dos formas de 

interacción entre los péptidos opioides y los receptores K, una sobre los receptores de las 

terminales y la de los pituicitos "tipo sinapsis", y otra de forma paracrina. Aunque la LE tiene 

una baja afinidad por los receptores K, puede ser que se libere en grandes concentraciones 

fisiológicamente activas en los receptores de los contactos "tipo sinapsis". 

Bzdega y col. (1993), en estudios de hibridización in situ para receptor 8, localizan el 

RNAm en algunos núcleos del cerebro de la rata y principalmente en la adenohipófisis y la 

glándula pineal, Ellos mencionan que la hipófisis y la pineal están fuera de la barrera hemato 

encefálica por lo que los opioides endógenos podrían llegar vía sanguinea o de forma paracrina, 

y actuar inhibiendo la liberación de la hormona luteinizante y estimulando la secreción de 

prolactina. 

FISIOLOGIA DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES 

Actualmente se tienen bastantes evidencias de que los péptidos opioides actúan como 
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substancias neurotransmisoras o neuromoduladoras ya que cumplen con las siguientes 

características: 

a) Se sintetizan en las neuronas. 

b) Se encuentran en terminales sinápticas dentro de vesículas o gránulos de secreción, 

c) Se liberan por despolarización eléctrica y con altas concentraciones de potasio. Su liberación 

es calcio dependiente y está asociada a gránulos de secreción. 

d) Al ser aplicados exógenamente producen efectos similares a los provocados por los péptidos 

opioides endógenos. 

e) Una vez que ejercen su acción se ha observado su inactivación por peptidasas que los 

hidrolizan. 

Estos criterios son los que han sido propuestos para identificar a cualquier substancia que 

se considere como neurotransmisora. Desde su descubrimiento, las encefalinas y las endorfinas, 

que son péptidos endógenos con propiedades parecidas a la morfina, han sido examinadas por 

sus cualidades analgésicas. Sin embargo, gracias a las numerosas investigaciones realizadas desde 

la década pasada se ha establecido la participación de estos péptidos en muchas otras funciones, 

como en los procesos de modulación de la información sensorial, en la fisiopatología del estrés, 

en la regulación de los sistemas cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, renal y 

neuroendócrino, en la termorregulación, en la regulación de la ingesta de alimentos e hidratación, 

en la regulación de funciones como la conducta sexual, la locomoción, el crecimiento, memoria 

y aprendizaje, y su participación en desórdenes mentales y neurológicos como la esquizofrenia 

y la epileptogénesis. De manera reciente se les ha relacionado también con el sistema 

inmunológico y el desarrollo del cáncer (ver revisión de Olson y col. 1989 y 1994). 
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LOS PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA F1LOGENETICA 

Los péptidos opioides y sus receptores se han encontrado no sólo en los mamíferos sino 

también en muchos otros organismos a lo largo de la escala filogenética, desde organismos 

unicelulares (Leroith y col., 1982), pasando por invertebrados, protocordados, y vertebrados hasta 

el hombre. (Leung y Stefano, 1984; Gustafsson y col., 1986; Cone y Goldstein, 1983; Takahashi 

y col., 1984; Pestarino, 1975; Bayón y col., 1980; Bayón y col., 1980b; Brauth, 1984, entre 

otros). 	Los primeros estudios sugirieron que los péptidos opioides y sus receptores se 

encontraban únicamente en los mamíferos (Pert y col., 1974). Sin embargo, estudios posteriores 

hicieron evidente que estos péptidos tenían una amplia distribución filogenética. Los péptidos 

opioideS se han identificado con estudios inmunohistoquitnicos, aislados y secuenciados en 

diferentes especies de invertebrados y vertebrados (Gustafsson y col., 1986; Leung y Stefano, 

1984; Santoro y col., 1985; León-Olea y col., 1987). Los resultados de investigaciones sobre el 

comportamiento, la fisiología y la farmacología en moluscos muestran que los péptidos opioides 

endógenos así como los antagonistas y agonistas exógenos semejan las acciones de los opioides 

encontrados en los mamíferos (Josefssony Johansson, 1979; Kavaliers y Flirst, 1986; Kavaliers 

y col., 1985). Por los estudios de unión estereoespecífica de alta afinidad para ligandos opioides 

con propiedades similares a las del tejido nervioso se ha encontrado que éstos están presentes en 

vertebrados inferiores, moluscos y otras especies de invertebrados (Stefano y col., 1980; Stefano 

y col., 1982). Estas observaciones implican que hubo un desarrollo evolutivo temprano y una 

continuidad filogenética de los péptidos opioides y sus receptores. Además los estudios de Zipser 

y col. (1985), efectuados por cruzamiento molecular, sugieren que los receptores opiáceos han 

permanecido estables a través de la escala evolutiva. 
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PEPTIDOS OPIOIDES EN ANFIBIOS 

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

encuentran en organismos en todos los niveles de la escala filogenética; sin embargo, es hasta 

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

son estructuralmente homólogas a las de los mamíferos (Martens y col., 1985). En 1984, Martens 

y Herbert, 1984), econtraron, por medio de técnicas de biología molecular que en La rana Xenopus 

laevis la estructura primaria de los principales exones de los genes de la proencefalina codifican 

7 secuencias de ME, pero ninguna secuencia de LE. Las posiciones de la ME dentro de la 

secuencia de la pro-encefalina son las mismas que en la secuencia de la pro-encefalina de 

mamíferos, pero el lugar que le correspondería a la LE está ocupado por una copia de ME. Por 

lo tanto, en la pro-encefalina del Xenopus laevis no está contenida la secuencia de la LE, y la LE 

que se encuentra en éste puede provenir de la prodinorfina (Fig. 2). 

La presencia de POMC y sus derivados se ha encontrado en el lóbulo neurointermedio 

de la hipófisis de la rana Xenopus laevis y la Rana rudibunda (Vaudry y col., 1984). Leboulenger 

y col., (1984) demostraron la presencia de encefalinas en los gránulos cromafines de la rana. Con 

la técnica de cromatografía de filtración en gel sobre extractos ácidos de cerebro de Buffo 

marinos se encontraron ME, LE, y heptapéptido libres. La dinorfina (1-13) está presente en la 

hipófisis, cerebro y médula espinal del sapo Buffo inarinus (Kilpatrick y col., 1983). Asai y col., 

(1988) con técnicas de radioinmunoanálisis (RIA), demostraron que en el Ambystoma n►exicanum 

el contenido de encefalinas en la hipófisis total es mucho mayor que la contenida en el 

telencéfalo de la rata y con una proporción de 2.2 de ME por 1 de LE (pinol por g de tejido), 

la proporción es diferente para lo encontrado en mamíferos que es de 4 ME por 1 LE (5). Ellos 
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Figura 2. Representación esquemática de la estructura y procesamiento de la proencefalina 
bovina) (arriba) y la del Xenopu.s. laevis (abajo). Se indican los aminoácidos únicos o en pares, 
que sirven como sitios de procesamiento. Se ilustran también los intermediarios que han sido 
aislados y caracterizados por métodos bioquímicos de uno o más tejidos de bovino. En el 
Xenopus, no se han aislado péptidos intermediarios, tampoco se conoce la secuencia amino 
terminal de la proencefalina. Nótese la ausencia de la secuencia de la LE en la proencefalina del 
Xenopus. Este esquema (original) tomado del trabajo de Merchentaler y col., (1989), es una 
modificación de los trabajos de Kilpatrick y col., (1983) y Maderdrut y col., (1986). La secuencia 
de los aminoácidos de la proencefalina se tomó del trabajo de Martens y Herbert, (1984). 

cuantificaron la concentración de las encefalinas (LE y ME) en tres regiones cerebrales 

(telencéfalo, diencéfalo y rombencéfalo) y en la glándula hipófisis. La proporción ME:LE fue de 

9:1 en las regiones cerebrales y de 2:1 en la glándula hipófisis. Posteriormente también en 

nuestro laboratorio se llevó a cabo la distribución de encefalinas en el cerebro del axolotl por 

medio de técnicas inmunohistoquímicas. Encontramos una distribución similar a la de los 
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mamíferos y otros vertebrados (Tabla 111). En telencéfalo, la concentración de fibras y neuronas 

inmunorreactivas a encefalinas fue principalmente en el complejo estrioamigdalino y en la región 

septal. El diencéfalo fue la estructura cerebral en donde hubo una mayor concentración de 

neuronas y fibras inmunorreactivas a encefalinas principalmente en los núcleos preópticos, en el 

epitálamo, en los núcleos habenulares, en la parte ventral del tálamo. 	En los núcleos 

hipotalámicos; en el mesencéfalo, se encontraron fibras 1R en el tectum y en el tegmentum, 

así como neuronas IR aisladas. En los núcleos interpedunculares fibras y neuronas IR. En el 

TABLA 111. 
Distribución de neuronas y fibras inmunorreactivas a LE y ME 

en el sistema nervioso central del axolott (Ambystoma moricanum) 
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Núcleos habenulares 0 +++ 0 +++ 

Núcleo preóptico A ++++ • 4+4+ 

Núcleos tal/0110S A +++4. • ++++ 
Núcleos hipotalámicos Ill ++++ E ++4+ 

Mesenciffalo  _ 

Tectum a 4+ a 4+ 

Tegmentum . 4+ . 4+ 

Istmo O ++ 0 ++ 

Cerebelo 0 + 0 + 

Rombenciteb 

Médula oblongada 
Zona sensorial O + 0 + 

Formación reticular 
„ ++ • +4 

Zona motora 
. 4•4 a +++ 

_ 

Notaciones: Neuronas inmunorreactivas (NIR). O = cero neuronas por corte, ' * de 1-5, • a 5-10. 

II* 10 o más neuronal. 
Fibras inmunorreactivas (FIR). Densidad; escasa (+), ligera (44), densa (4++), y muy densa 
(+++•) 
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rombencéfalo, la médula oblongada presenta en sus tres zonas: sensorial, formación reticular y 

motora fibras IR tanto para LE como para ME. En el límite de la formación reticular y en la 

zona motora a nivel del núcleo del VII nervio craneal existen grupos de neuronas IR a LE y en 

el núcleo del fascículo solitario (Sanchéz-Islas y col,, 1993). 

Actualmente se llevan a cabo, estudios inmunohistoquímicos de los péptidos opioides, 

en la ontogenia del axolotl, desde la formación del sistema nervioso hasta la larva de tres meses 

de edad. Estos estudios han demostrado IR a encefalinas desde estadios muy tempranos de la 

formación del SNC del axolotl (Sanchez-Islas y col., 1994 y 1996). 

Dores y col., (1993), detectaron la presencia de ME y LE en extractos ácidos de cerebro 

de la salamandra del A. tigrinum, por medio de la técnica de RIA y 'PLC; la proporción fué de 

80 de ME para 1 de LE.' Esta observación sugiere que la LE detectada puede derivarse de otro 

precursor diferente a la proencefalina. El octapéptido (MERGL) y el heptapéptido (MERF) no 

fueron detectados. Por lo anterior, la ME es el péptido principal que se libera del gen de la 

proencefalina en estos urodelos y apoya el hecho de que la proencefalina de los urodelos como 

la de los anuros no contenga la secuencia de la LE. En este trabajo se detectaron también dos 

derivados de la prodinorfina; la cc-neoendorfina y dinorfina B(1-13). No se encontró ni dinorfina 

A(1-17) ni la dinorfina A(1-8). Ellos mencionan que la dinorfina A de los anfibios es 

significativamente diferente a la dinorfina de los mamíferos. 

Los receptores opiáceos también se han encontrado en el SNC de los anfibios (Buatti y 

Pasternak, 1977; Ruegg y col., 1981; Simon y col., 1984 y 1985), en donde se ha demostrado que 

existen sitios de unión tipo mu, delta y kappa. Deviche y Moore (1989), caracterizaron y 

describieron la distribución de estos tres tipos de receptores en la hipófisis y cerebro del anfibio 
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urodelo Taricha granulosa encontrando muchas similitudes con los mamíferos y otros 

vertebrados. 

DISTRIBUCION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES EN LA GLANI)ULA 111P0FISIS. 

Se ha reportado la existencia y las posibles funciones de los péptidos opioides en la 

glándula hipófisis de diferentes especies (Bentley y Wallis, 1986; Bloom y col., 1977; Rossier 

y col., 1979). Se ha observado que su distribución en los diferentes lóbulos hipofisiarios varía 

en especies distintas y también durante el desarrollo. Las encefalinas y las dinorfinas se 

encuentran en el lóbulo neural, tanto en aves como en mamíferos (Cone y Goldstein, 1983; 

Goldstein y Ghazarossian, 1980; Bayón y col., 1980), La dinorfina y la BE se han localizado en 

el lóbulo intermedio (Cone y Goldstein, 1983; Goldstein y Ghazarossian, 1980; Martens y col., 

1985; Bayón y col., 1980). Sin embargo, existe cierta controversia en la existencia de la dinorfina 

en el lóbulo anterior de la hipófisis. Así, Schwenk y col. (1987), reportan altas concentraciones 

de este péptido en el lóbulo anterior de la rata; sin embargo, Goldstein y Ghazarossian, (1980), 

reportan muy pequeñas cantidades de dinorfina en el lóbulo anterior de este animal y no existe 

en el del Buffo marinus (Cone y Goldstein, 1983). El único reporte de la existencia de encefalinas 

en la meta-adenohipófisis, que corresponde al lóbulo intermedio en los mamíferos, es el de Dores 

y col. en la lamprea (1984). Nosotros hemos realizado estudios inmunohistoquímicos de la 

distribución de los péptidos opioides en el hipotálamo y la hipófisis del A, mexicanum adulto 

neoténico, y reportamos que existe inmunorreactividad (IR) a LE, ME, BE y Din (1-8) con una 

distribución característica: La 1R-LE se encuentra en neuronas del hipotálamo cercanas al 

infundibulum, en fibras de la neurohipófisis y en células de la adenohipófisis, la IR-BE está 
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presente en todas las células del lóbulo intermedio, en algunas células del lóbulo anterior, y en 

algunas neuronas del hipotálamo; la 1R-Dinorfina en fibras de la neurohipófisis, y en neuronas 

del hipotálamo; la 1R-ME, en fibras de la neurohipófisis y en neuronas del hipotálamo (León-Otea 

y col., 1986 y 1989). 

LOS PEPTIDOS OPIOIDES Y SU RELACION CON LA NEUROENDOCRINOLOGIA 

Existen evidencias de una modulación opioidérgica en la secreción de hormonas 

hipofisiarias en el hombre y en los vertebrados inferiores. Se ha visto que en el hombre estos 

péptidos juegan un papel importante con respecto a la liberación de gonadotropinas, 

oxitocina y vasopresina. El control opioidérgico sobre las gonadotropinas en el hombre es 

posiblemente de carácter inhibitorio. Esto es consistente con el hecho de que las mujeres con 

adicción al opio presentan amenorrea, (Gailden y col., 1964). Con agonistas y antagonistas 

opioides se han visto efectos sobre la hormona luteinizante (LH) y la folículo estimulante (FSH). 

Estos efectos son más notables sobre la LH y su magnitud varía dependiendo de la fase 

menstrual, a dosis bajas de naloxona incrementan su concentración (Rapen y col., 1981; 

Ellingboe y col., 1982), tienen su máximo efecto en la mitad de la fase luteínica (Ovigley y Yen, 

1980; Blankstein y col., 1981) y su efecto mínimo en el inicio de la fase folicular. Se ha sugerido 

que el control opioidérgico sobre la LH es mediado por la modulación de la hormona liberadora 

de gonadotropina hipotalámica (GnRH), ya que la naloxona no induce la liberación de la LH 

cuando existe daño hipotalámico (Blankstein y col., 1981). Algunos estudios hechos en rata han 

postulado que la secreción de la GnRH es mediada por la interacción de neuronas opioidérgicas 

y catecolaminérgicas (Kalra y Kalra, 1984). También se ha reportado que la naloxona previene 
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la elevación de la prolactina asociada con el ejercicio vigoroso. Además, los niveles de BE en 

el plasma se elevan con el ejercicio (Colt y col., 1981); esto sugiere que la amenorrea de las 

atletas se debe a un efecto del incremento tónico de los opioides sobre la función hipotalámica. 

La acción de los péptidos endógenos sobre la liberación de la ACTH parece estar mediada a 

través del hipotálamo y de otras áreas cerebrales, ya que los opioides no alteran la liberación de 

la ACTH de la hipófisis cuando se aplican directamente (Buckingham y Cooper, 1984). Algunas 

disfunciones en el eje hipotálamo-hipófisis-adrenales alteran la sensibilidad a los opioides, como 

la enfermedad de Addison que se asocia a un incremento en la supresión de la ACT1-1 en 

respuesta a la aplicación de análogos de las encefalinas (Allolio y col., 1982). En la enfermedad 

de Cushing y en el síndrome de Nelson, el efecto inhibitorio de los agonistas opioides sobre la 

liberación de ACTH presenta una resistencia variable (Gaillard y col., 1981). La coexistencia de 

la dinorfina y la vasopresina en las vesículas neurosecretoras de las neuronas magnocelulares ha 

hecho de interés el estudio de las posibles funciones de los péptidos derivados de la dinorfina en 

las funciones neurohipofisiarias. Los agonistas K producen diuresis en los animales con 

hidratación normal (Slizgi y Ludens, 1982; Leander, 1983). Este efecto se debe probablemente 

a la inhibición de la liberación de la vasopresina en la neurohipófisis (Iversen y col., 1980; 

Grossman y col., 1980). La especificidad de la dinorfina por los receptores ic, además de la 

colocalización de la dinorfina-vasopresina ha planteado el concepto de que hay autorreceptores 

kappa sobre las neuronas magnocelulares (Leander, 1983). Esto se ha propuesto ya que los 

péptidos derivados de la dinorfina al ser co-liberados con la vasopresina ocupan estos 

autorreceptores y provocan un efecto inhibitorio sobre la liberación posterior de vasopresina por 

la célula (Martin y Voigt, 1981). Lightman y col. (1983) han demostrado un aspecto de esta 
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hipótesis ya que han encontrado que en la neurohipófisis existen este tipo de receptores que están 

en los pituicitos gliales liberadores, así corno sobre terminales neurosecretoras, por lo que el 

efecto de los opioides sobre la liberación de la vasopresina dependería de la interacción axón 

pituicito. Se ha propuesto también que la liberación de la hormona de crecimiento es estimulada 

por la administración de BE y morfina (Rivier y col., 1977; Bruní y col., 1977; Chihara y col., 

1978). Sin embargo, el estudio de los efectos de los opioides en el sistema neuroendócrino ha 

sido dificil de evaluar, los resultados más consistentes son los obtenidos sobre las hormonas del 

lóbulo anterior como la hormona de crecimiento y la prolactina, hecho en el que muchos 

investigadores están de acuerdo ya que la BE es eficiente como factor liberador de ambas 

hormonas a nivel hipotalámico. Por otra parte la presencia de péptidos opioides en hipotálamo, 

hipófisis, sistema límbico, sistema nervioso autónomo y médula adrenal sugieren que estos 

péptidos están involucrados en los procesos y respuestas fisiológicas del estrés. 
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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS GENERALES DEL 

AXOLOTL Ambystoma mexicanum,. 

Clasificación Taxonómica. (Weichert y Presch, 198 1 ), 

Reino 

Phylurn 

Subphylum 

Superclase 

Clase 

Orden 

Suborden 

Especie  

Animal 

Chordata 

Vertebrata 

Tetrapoda 

Anfibia 

Urodela (Caudata) 

Ambystomoidea 

Aniby,stoma niexicanum (Siredon mexicanum) 

Durante la evolución de los vertebrados, es en la clase de los anfibios donde se encuentra 

la etapa de transición entre la respiración por medio de branquias en el agua a la respiración 

pulmonar, y el desplazamiento mediante la natación hacia la locomoción. Los anfibios son 

organismos que durante su vida larvaria son acuáticos y durante su vida adulta son terrestres. Este 

cambio de medio ambiente está asociado a cambios morfológicos y fisiológicos importantes que 

permiten al animal adaptarse a medios tan diferentes. El axolotl es un anfibio neoténico obligado 

inducible, esto quiere decir que no sufre metamorfosis a menos que se induzca 

experimentalmente, por ejemplo mediante la administración de tetrayodotironina (T4) lo que 

desencadena una serie de eventos metabólicos que producen la transformación. El axolotl además 

llega a la madurez sexual en estado larvario y se reproduce conservando su morfología de larva 
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(Smith y Smith, 1971). Existen diferentes subespecies de Ambystoma t'in- kiwi:1m; sin embargo, 

la más conocida es la del axolotl obscuro del Lago de Xochimilco y la del Ambystoma lig1111111i1 

que se encuentra en los Estados Unidos, suroeste de Canadá, y en la ciudades de Puebla y 

Michoacán. El cuerpo de la larva está formado por cabeza, tronco y cola. Anatómicamente se 

parece mucho a su forma adulta, las branquias están en la parte lateral y posterior de la cabeza 

y presenta dos pares de extremidades débiles en el tronco. En el estado adulto se conoce como 

salamandra y pierde las branquias, sus extremidades se adaptan para la locomoción y desaparecen 

las aletas dorsal y ventral. El género Ambystoma es intermedio entre las especies de Urodelos 

y Anuros de la clase de los anfibios. Se parece a los peces, pero su cerebro está organizado en 

un plano mayor, lo cual hace posible su comparación con los reptiles y mamíferos, Desde los 

estudios de Herrick se sabe que el SNC contiene ya representadas las partes del SNC de los 

vertebrados "superiores" como son: telencéfalo, en donde sobresale el tamaño de los ventrículos; 

el diencéfalo, el cual se divide en tálamo, hipotálamo y epitálamo; el mesencéfalo con colículos 

superior e inferior y la división de tectum y tegmentum, y el rombencéfalo (Herrick, 1948), (Fig. 

3). 

GLANDULA H1POFISIARIA 

La hipófisis del axolotl está situada por debajo de la parte ventral del mesencéfalo, mide 

de diámetro anteco-posterior de 2.3 a 2.7 mm y de diámetro lateral de 2 a 2.5 mm; está formada 

por 3 lóbulos: el lóbulo posterior o neurohipófisis (LN), el lóbulo anterior o adenohipófisis (LA) 

y el lóbulo intermedio (U). El lóbulo nervioso se divide en tres regiones: la más rostral es la 

eminencia media, que forma parte de la pared del hipotálamo y está en aposición con la 
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Figura 3. Fotomontaje de un corte parasagital (10µ), del cerebro e hipófisis del axoloil 
Ambysioma mexicanum, se muestran las diferentes estructuras cerebrales y la hipófisis (tinción 
de Nissl). Esquema de la hipófisis (abajo), donde se muestran sus diferentes lóbulos: anterior 
(LA), intermedio (U) y neural (LN), y la relación con la eminencia media (EM), el infundíbulo 
(1) y el hipotálamo (HIP). 

adenohipófisis y conectada con ella por medio de los vasos portales. La eminencia media se 

continua con la neurohipófisis, la cual está formada por pituicitos y terminaciones nerviosas 

provenientes del hipotálamo, de las neuronas magnocelulares neurosecretoras del núcleo 

supraóptico y paraventricular y del núcleo preóptico en donde se origina el tracto hipotálamo 

hipofisiario, pasa por la eminencia media y llega al lóbulo nervioso en donde forma un neuropilo 

denso, menos abundante en el lóbulo intermedio y algunas de estas fibras penetran al lóbulo 
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anterior, terminando en pequeños bulbos que descansan sobre las células glandulares. El lóbulo 

nervioso es una hoja bastante delgada de epitelio invaginado que forma la pared posterior dorsal 

del amplio infundíbulo, este epitelio forma cordones irregulares y en el eje de cada uno de ellos 

hay un asa capilar, que está formada por axones y sus terminales. Este lóbulo sirve para el 

control nervioso de la actividad endócrina. El lóbulo intermedio está bien diferenciado. El lóbulo 

anterior en el caso del axolotl es la porción más caudal, está formado por cordones de células 

glandulares dispuestos entre los espacios vasculares. Las hormonas secretadas en la adenohipófisis 

o pars distalis son seis: ACTH, prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH), hormona 

estimulante de la tiroides (TSH), hormona folículo estimulante (FSH) y hormona luteinizante 

(LH), la LH y FSH también llamadas gonadotrópicas. En anfibios, reptiles y pájaros la 

distribución de las células secretorias difiere entre la parte rostral y la caudal: ACTH y PRL 

predominan en la región rostral, GH en la caudal. La FSH, LH y TSH son hormonas 

glicopeptídicas compuestas por una subunidad a y otra p. La subunidad a es idéntica en su 

secuencia de amino ácidos para las tres hormonas y difieren en la subunidad a  (contra la cual 

se hacen los anticuerpos) y tienen otras secuencias que son especie específicas. Tanto las células 

que producen ACTH como las células PRL tienen dos o tres tipos de células estructuralmente 

distintas. Las células PRL y LH pueden secretar estas dos hormonas. También un solo tipo de 

célula puede producir y secretar dos o más clases de hormonas. Con las tinciones de rutina la 

adenohipófísis tiene células cromófobas, dos tipos de acidófílas y cuatro tipos de basófilas. En 

los anfibios, el lóbulo intermendio secreta principalmente la hormona melanocito estimulante 

(MSH) que proviene del precursor proopiomelanocortina que da origen a la ACTH y a la 13-

endorfina entre otras. Con tinciones de rutina se ha observado que tiene células cromófobas y 
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basófilas (Mikami, 1992). 

METAMORFOSIS 

Del griego meta ptc-ra, cambio y morfon po(pqm, forma. Con el término metamorfosis se 

hace referencia a la serie de profundas modificaciones morfológicas, estructurales y fisiológicas 

que presentan algunos animales a lo largo de su desarrollo desde el estado larvario hasta la fase 

definitiva o adulta. Aunque el fenómeno se da en diferentes grupos zoológicos, incluidos ciertos 

gusanos, crustáceos e incluso peces como la anguila, el término se aplica más específicamente 

a las transformaciones que acontecen en diversos órdenes de insectos y entre los anfibios. Se 

verifican en un periodo corto y en ella se forman nuevos órganos y tejidos, propios del estado 

adulto, y se destruyen otros que sólo son funcionales durante la vida larvaria. 

La metamorfosis en los anfibios (El término "Anfibio" del griego amphi = de uno y otro 

lado bios = vida) indica dos modos de vida completamente diferentes para estos individuos. La 

larva es acuática y el adulto es terrestre en mayor o menor grado. Estos cambios van 

acompañados de transformaciones en la estructura y la función del cuerpo para hacer frente a las 

demandas del nuevo medio ambiente. Estos cambios son de tres tipos:regresión de las estructuras 

y funciones que son necesarias para el estado larvario; transformación de las estructuras larvarias 

en formas útiles para el estado adulto y desarrollo de novo de estructuras y funciones esenciales 

en el adulto, que no estaban presentes en la larva. Estos cambios son más notables en los anuros 

(ranas y sapos), cuyas larvas, carentes de extremidades tras la eclosión del huevo, están provistos 

de cola, branquias y una especie de pico corneo, adaptados para la vida acuática, rasgos que 

perderán en el curso de la metamorfosis. Al mismo tiempo, inducidas por la acción de la 
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hormona tiroidea, tendrán lugar notables transformaciones que afectarán a todo el organismo, 

como son el desarrollo de las extremidades, la osificación del esqueleto y la aparición de los 

pulmones, para su adaptación a la vida terrestre. Además de modificaciones en el aparato 

circulatorio, digestivo, sistema nervioso etc. 

La ventaja evolutiva que la metamorfosis confiere a los animales que la poseen estriba 

en la capacidad de éstos para vivir en medios ecológicos distintos a lo largo de su vida , lo que 

garantiza, en mayor medida, la supervivencia de la especie ante posibles cambios en el entorno 

o en el clima. 

La metamorfosis en los urodelos está menos estudiada que en los anuros. Los cambios 

son menos obvios, como la persistencia de la cola. Cuvier en 1828, describe al Ambystoma 

mexicanum como una larva de salamandra desconocida. Estudios posteriores en el siglo XIX 

demostraron que muchos urodelos pueden llegar a ser sexualmente maduros y permanecer en 

estado larvario, a lo que se llamó neotenia. 

Existen salamandras que raramente presentan metamorfosis y se clasifican como 

neoténicas obligadas. Son neoténicas facultátivas, las que pueden presentar metamorfosis en su 

medio natural o en el laboratorio. Las neoténicas obligadas como P.anguinus y Necturus spp. no 

son sensibles a dosis masivas de hormonas tiroideas aún cuando tienen glándula tiroides 

funcional. Algunas especies no presentan metamorfosis en su medio natural, pero bajo 

condiciones de laboratorio y aplicación de hormonas tiroideas pueden presentar metamorfosis. 

Norris, (1978) las describe como neoténicas obligadas inducibles; en este grupo se incluye al 

Ambysioma inexicanum. 

En las especies facultativas como el Ambystoma ligrinuin, la metamorfosis se presenta 

32 



naturalmente cuando viven en aguas templadas; en cambio, cuando viven en aguas frías presentan 

metamorfosis únicamente bajo condiciones de laboratorio (Jenkin, 1970). Por lo que algunas 

especies pueden presentar la metamorfosis de forma autónoma dependiendo de las condiciones 

ambientales y endócrinas. La neotenia es más frecuente en clima frío; cuando las condiciones 

terrestres son adversas y cuando en el agua no hay predadores (Sprules, 1974) 

ASPECTOS ENDOCRINOS EN RELACION CON LA METAMORFOSIS 

Gundernatsch, en 1912, observó que la ingestión de tejido tifoideo de caballo por las 

larvas de la rana causaba una metamorfosis prematura. Esta importantísima observación dió inicio 

a la endocrinología experimental, 

La metamorfosis 'es un proceso de una gran complejidad, así como, de un alto nivel de 

integración endocrina. 

Se ha demostrado en los últimos años la participación del eje hipotálamo-hipófisis-tiroides 

en la metamorfosis de los anuros, cualquiera que sea la razón ecológica de mantener la neotenia 

es evidente que involucra algunas modificaciones en este sistema. 

La secreción de T4 es regulada por la secreción de la hormona estimulante de la tiroides 

en la hipofisis (TSH). Las celulas productoras de TSH en la hipofisis se desarrollan y son 

funcionales en el estado de larva, antes de la metamorfosis; sin embargo, esta hormona no se 

secreta en cantidades detectables hasta después de la metamorfosis. .La a relacion de la TSH y la 

TH se puede detectar inmediatamente después de la metamorfosis. La TSH a su vez es regulada 

por el hipotálamo vía la eminencia media, por medio de la hormona liberadora de tirotrofina 

(TRH). 
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Los cambios complejos que constituyen la metamorfosis son iniciados y regulados por las 

hormonas tiroideas (Rosenkilde 1979, Galton 1988, Rosenkilde y Ussing,1990). En el axolotl, las 

células TSI-1 y la glándula tiroides se desarrollan al mismo tiempo que las patas delanteras 

(Pehlemann 1974). La maduración del SNC coincide con la formación de las patas traceras, En 

los animales neoténicos se encuentra una baja actividad de la glImdula tiroides (Darras y Kühn, 

1984) y una pobre respuesta en los tejidos periféricos (Harris, 1956), (Norris y Platt, 1974). La 

baja actividad de las hormonas tiroideas puede estar ocasionada por una falta de maduración 

hipotalámica (que se da hasta la metamorfosis) que ha su vez causa una falla en la liberación de 

TRH, o ausencia de los receptores a TSH (Etkin, 1965). En el axolotl entre 30 y 60 día post 

eclosión tiene una elevación de tiroxina de entre 20 y 40 nM (Rosenkilde y col., 1982). Este 

período, en donde se forman las patas, corresponde al período de metamorfosis en las especies 

que sí se transforman. Después de este período, los niveles séricos de tiroxina vuelven a estar 

bajos del orden de 2-6 nM. Este pico de tiroxina no es capaz de inducir la metamorfosis, puede 

ser por una deficiente habilidad para desiodinar la tiroxina (T4) en triyodotironina (T3) que es 

biológicamente más activa, por una deficiencia en los receptores a la hormona en los tejidos 

periféricos o en algunos mecanismos celulares post-receptores (Rosenkilde y col. 1982). El 

incremento en la enzima 5.-desiodinasa (5'D), que convierte la T4 en T3 y el número de 

receptores de TU requieren un período de activación por la T4, tiempo que puede ser la clave 

para que el axolotl evada la metamorfosis y permanezca como animal acuatico neoténico. 

ASPECTOS ENDOCRINOS DE LA NEOTENIA 

La neotenia resulta de una disfunción de uno o más de los constituyentes del sistema 
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endócrino. Por ejemplo; ausencia de la sensibilidad a las hormonas tiroideas en los tejidos de la 

larva; bajos niveles de actividad en el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides, que resulta en uno o más 

de lo siguiente: inhabilidad de la tiroides para secretar hormonas, pérdida de la respuesta de la 

tiroides a la estimulación de la hormona TSH ó de la hipófisis para secretaria, anormalidades 

hipotalámicas para liberar la TRH, secreción de altas cantidades de la hormona de crecimiento 

o prolactina, que tienen un efecto antagonista sobre la TH a nivel de tejidos (Dodd y Dodd, 

1976). Es interesante mencionar que la inyección de un antisuero contra prolactina o 

somatotrofina en anfibios neoténicos facultativos produce la capacidad para metamorfosearse. 

En los anfibios neoténicos obligados, parecen tener una insensibilidad de los tejidos a la TH. La 

captación de 1131  por la glándula tiroides está reducida (Harris, 1956; Norris and Patt, 1974). Sin 

embargo, pueden responder a la administración exógena de las hormonas tiroideas para iniciar 

la metamorfosis. Regard (1974) describió la estructura de la tiroides y encontró signos de 

estimulación hipofisiaria en algunas células, ausencia en otras y en un tercer tipo de células 

signos de una estimulación intermedia. 

Las evidencias indican que en los anfibios urodelos neoténicos facultativos la actividad 

del eje TRH-TSH-TH es muy baja y la mayoría de los autores sugieren la existencia de un 

defecto a nivel hipotalámico (Etkin, 1965). La glándula tiroides en el A. mexicanum neoténico 

no tiene una deficiencia de hormonas tiroideas y están presentes en cantidades comparables con 

las de la Rana rudihunda (Kuhn y col,, 1985). En los individuos neoténicos tigrinwn y 

mexicanum hay efectivamente una falta de respuesta a la estimulación de la glándula tiroides por 

la TSH, lo cual podría explicar la neotenia. Sin embargo, es posible inducir la metamorfosis con 

TSH de mamífero (Norris y col., 1973; Taurog, 1974; Regard y Taurog, 1977; Larras y col., 
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1982) después de esta estimulación las concentraciones en plasma de T3 y T4 aumentan (Norris 

y Col., 1981; Larras-Regard, 1985). Se ha demostrado que los estractos de hipófisis de axolotl 

neoténico pueden lograr la liberación de T4 en Rana rudihunda, siendo estos un poco menos 

efectivos que los extractos del mismo anfibio. Cuando se inyectan extractos de la mitad de la 

adenohipófisis intravenosamente, los niveles de T4 se incrementan 9 veces (Darras y Kuhn, 

1983). Estos datos sugieren que los ajolotes permanecen neoténicos ya que no pueden liberar la 

TSH que contienen. 

Es ampliamente conocido que la prolactina es un factor de crecimiento en los anfibios, 

pero para que se inicie el proceso de metamorfosis se necesita la actividad de la glándula tiroides 

(Dodd y Dodd, 1976; Norris, 1978; Rosenkilde, 1979; Kikuyama y col., 1980). Existe una 

interacción entre la prolactina y las hormonas tiroideas que parece actuar a nivel periférico. La 

prolactina es capaz de inhibir el efecto metamórfico de T4 y de TSH en el A. tigrinum (Platt, 

1976; Larras y Regard, 1985). Sin embargo, en el A. mexicanum, una inyección de 5 mU de TSH 

bovina, causa un incremento de la T4 y este incremento no se inhibe con un pretratamiento de 

prolactina (Darras y Kuhn, 1984). En la interación de estas hormonas y de su regulación puede 

estar la respuesta al fenómeno de la neotenia. 

36 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En estudios previos encontramos inmunorreactividad para LE y para la BE en la 

adenohipófisis del axolotl A. inexicanuin, así como inmunorreactividad para ME y dinorfina en 

fibras de la neurohipófisis (León-Olea y col., 1986; León-Olea y col., 1991). Por otro lado existen 

evidencias contradictorias sobre los efectos que los péptidos opioides ejercen en la función 

neuroendócrina. Entre los resultados más claros están los efectos de la BE sobre la prolactina 

y la hormona del crecimiento. Se ha demostrado que la BE es un liberador de ambas hormonas 

(Holaday y Loh, 1981), y así mismo que inhibe la liberación de la oxitocina (Clarke y col., 

1979), también se han encontrado efectos contradictorios sobre la vasopresina, ya que unos 

grupos han reportado que este péptido estimula su liberación (Van Vugt y col., 1980; Weitzman 

y col., 1977), otros que la inhiben (Iversen y col., 1978; Van Wimersma y col., 1979 y 1981) o 

que no tiene efecto (Reid y col., 1981). Esto sugiere que los péptidos opioides tienen un papel 

ya sea como hormonas o como factores inhibidores o liberadores sobre otras hormonas. 

En anfibios se han llevado a cabo estudios sobre el efecto que tienen las hormonas 

neurohipofisiarias en la neotenia. Se ha observado que la prolactina antagoniza los efectos de 

la tiroxina en la metamorfosis de muchos anfibios (Etkin y Gana, 1967; Gona y Gona, 1976; 

Bern y col., 1967). En el ajolote Ambystoma tigrinum los niveles de prolactina son más altos en 

su estado neoténico que en adultos no neoténicos o en larvas jóvenes (Morris y col., 1973). El 

bloqueo en la secreción de la prolactina en A. tigrinum acelera la metamorfosis artificialmente 

inducida por tiroxina (Platt, 1976). La oxitocina inhibe la acción de la prolactina y acelera la 
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metamorfosis artificialmente inducida (Platt y Licause, 1980). De lo anterior se puede inferir que 

las hormonas neurohipofisiarias tienen un efecto sobre la neotenia. 

Para dilucidar una parte del papel que juegan los péptidos opioides en el Ambystoma 

nos proponemos hacer un estudio con la ayuda de técnicas histológicas e inmunohistoquímicas 

de la distribución anatómica de estas substancias en la hipófisis en diferentes etapas de su 

desarrollo. La transformación al estado adulto se puede inducir artificialmente, provocando la 

metamorfosis. Esto nos permite estudiar la distribución de estos péptidos antes, durante y después 

de la metamorfosis. Ya que esta transformación no solamente abarca el paso del estado larvario 

al estado adulto, sino también es un cambio del medio ambiente acuático al medio ambiente 

terrestre, presupone cambios importantes en estas estructuras. 

OBJETIVOS Y METAS 

EL objetivo de esta tesis fue realizar, 	mediante técnicas histológicas e 

inmunohistoquímicas, un estudio ontogenético de la distribución anatómica de péptidos opioides 

en la hipófisis del axoloti Ambysimna mexicanuin y Ambystoma tigrinum. Los péptidos opioides 

estudiados fueron: Leu-encefalina (LE), Met-encefalina (ME), Met-encefalina Arg-Gli-Leu 

(MERGL), B-endorfina (BE), dinorfina 1-8 (Din 1-8), dinorfina A (Din A) y dinorfina B (Din 

B), así también las características morfológicas de las células que los contienen. Este estudio 

se llevó a cabo en el animal adulto neoténico, es decir, en el estado larvario con madurez sexual, 

y durante diferentes etapas de la metamorfosis inducida experimentalmente mediante la 
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administración de tetrayodotironina (T4), así como en el estado adulto o de salamandra. 

Metas: 

1. Caracterizar en etapas el proceso de metamorfosis, para encontrar posibles diferencias 

entre etapas, en la distribución de los péptidos opioides. 

2. Establecer la distribución anatómica de los péptidos opioides en la hipófisis del 

Ambystoma mexicanum en el estado de adulto neoténico, 

3. Establecer la distribución anatómica de los péptidos opioides en la hipófisis del 

Ambystoina mexicammi durante las subsecuentes estapas de la metamorfosis hasta el estado adulto 

o de salamandra. 

4. Determinar las relaciones anatómicas que existen entre los péptidos opioides, en las 

diferentes regiones de la hipófisis como su posible coexistencia dentro de la misma célula. 

5. Correlacionar el posible papel fisiológico que tienen los péptidos opioides con base 

en su distribución anatómica y en los cambios que se presentan durante su desarrollo. 

6. Comparar la distribución anatómica de los péptidos opioides en la hipófisis del 

Amhystoma mcxicanum en las diferentes etapas de su desarrollo con la distribución de estos 

péptidos en otras especies de la escala filogénetica. 

7. Con todo lo anterior, contribuir al conocimiento de los péptidos opioides, tanto en su 

filogenia y ontogenia como en sus relaciones anatómicas y funcionales. 
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MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron ajolotes Ambysioma mexicanum y Ambysioma iigrinum. Hembras y machos. 

Los A. inexicanimi se obtuvieron del Lago de Xochimilco y los A. tigrinum de la Laguna del 

Carmen en Tlaxcala o de Perote Puebla. Todos los animales, tuvieron un periodo de adaptación 

al acuario de por lo menos una semana. Se mantuvieron en un cuarto con un ciclo de 10 horas 

de luz y 14 de obscuridad. Se colocaron en peceras cuyas dimensiones eran de 60 x 30 x 30 cm, 

a las que se les adaptaron filtros de cascada con carbón activado, un sistema de aireación y agua 

desclorinada. Se mantuvieron a una temperatura de entre 18 y 20°C. La alimentación fué a base 

de peces pequeños, pedazos pequeños de hígado de pollo, daphnias y artemia salina, Las 

salamandras se mantuvieron en cajas de acrílico tranparente de 35 x 25 cm. con una playa de 

arena de 7 cm de altura y del otro lado agua declorinada con una altura de 5 cm. 

Se realizaron los siguientes experimentos: 

Experimento piloto de metamorfosis (#1). 

Experimentos de metamorfosis para inmunohistoquímica (#2, #3). 

Experimeto de coexistencia (#4). 

Experimento con antagonistas de los receptores opioides (#5). 

Tinciones histológicas. 

Experimento piloto de metamorfosis (#1). 

Este experimento tuvo dos objetivos: 1. Determinar la dosis de T4 adecuada para lograr 

la metamorfosis en un tiempo en el que se pudieran distinguir los cambios morfológicos que 

suceden durante este proceso. 2. Escoger las estructuras anatómicas que sirvieron como 
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parámetros para diferenciar las etapas de la metamorfosis. 

Para este grupo se utilizaron A. iigrinunt (n=11) y A. mak:mitin, (n-7), con un promedio 

de peso de 57 g y una longitud de entre 17 y 23 cm. El día que se inició el experimento, se 

sacrificaron un nuaicanum y un tigrinum (control testigo) para corroborar la distribución de los 

péptidos opioides en al adulto neoténico, descrita en antecedentes. Para ello se utilizó la técnica 

de inmunohistoquímica que se describe posteriormente, 

Se formaron dos grupos de A. tigrinum de 5 animales cada uno. A el primer grupo se le 

manipuló (se pesaron y midieron) y a los del segundo grupo se les inyectó una dosis de 100 lig 

de tretrayodotironina (T4), (L-Tiroxina Pentahidratada Sigma t-2501), en 200 tl de solución 

salina intraperitoneal (i.p,). A los 6 Ainexicamun restantes se les inyectó T4 a diferentes dosis: 

2 animales con 10 lig y 2 con 40 pg en 100 111 de solución salina i.p., y 2 con 100 lig en 200 

pl i.p. Todos los animales se midieron y pesaron diariamente. 

Las estructuras anatómicas que se midieron fueron: altura de la aleta dorsal, tomada 

verticalmenente en la parte media de la aleta; altura de la aleta ventral, tomada también en la 

parte media de la aleta; altura de la cola, tomada verticalmente a la mitad de la longitud de la 

aleta ventral, incluyendo las alturas de las dietas ventral y dorsal en ese punto; para determinar 

la longitud de las branquias siempre se midieron la superior, media, e inferior del lado izquierdo. 

Estas medidas se hicieron la parte superior de las branquias hasta su unión con la cabeza. Se 

incluyeron también el peso corporal del animal, el cual se seca previamente para quitar el exceso 

de agua; la longitud total, tomada de la comisura bucal a la parte posterior de la cola; longitud 

cola-cloaca, medida desde donde termina la cloaca a la parte posterior de la cola; perímetro de 

la cintura, medida en círculo sobre el abdomen en la parte media entre las extremidades; ancho 
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de la cabeza, tomado con un vernier rostralmente al inicio de la branquia superior; y distancia 

entre los ojos, distancia entre las comisuras internas de los ojos. (Fig. 4). 
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Figura 4. 
Sitios anatómicos y puntos de medición en donde se registraron los cambios durante las distintas 
etapas de la metamorfosis (ver texto). 

De los resultados obtenidos de este primer experimento se escogieron los parámetros que 

consideramos como los mejores indicadores de la metamorfosis. Estos, son los que se 

cuantificaron y sirvieron para determinar las diferentes etapas de la metamorfosis, y fueron los 

los siguientes: regresión de la aleta ventral, la regresión de la aleta dorsal, la reabsorción de la 
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branquia superior y la pérdida de peso corporal. 

La dosis de T4 que resultó ser la más adecuada para producir la metamorfosis fué la de 

100vig, que equivaló a ,-z-;2.5 pig de T4, por gramo de peso y fué la que se utilizó en los 

experimentos siguientes. 

Experimentos de nietamorfosis para itimunohistoquímica (#2 y #3): 

Los experimentos siguientes se llevaron a cabo de la manera que se expone a 

continuación: 

Cada experimento estuvo compuesto por dos grupos de animales adultos neoténicos de 

uno y otro sexo. 

Grupo 1. Controles: 

Control testigo: Animales no tratados, que se sacrificaron el día que se inició el experimento. 

Control manipulado: Animales que únicamente se midieron y pesaron. 

Control vehículo: Animales que fueron inyéctados con 100 Id de solución salina (vehículo). 

Grupo II. Experimentales: 

Animales a los que se administró la T4 a dosis de 2.5 mg disueltos en 4µl de sol. salina 

por cada gramo de peso de los axolotl. De estos animales se formaron 4 subgrupos: 

Etapa L Se sacrificaron cuando terminó la regresión de la aleta ventral (AV=0), 

Etapa II. En el grupo de A. tigrinum se sacrificaron con AV=0 y AD=O. En el grupo de A. 

mexicanwn se sacrificaron con AV=0 y cuando la regresión de la aleta dorsal fué de entre el 40 

y 50 % y la reabsorción de las branquias fué de entre el 40 y 60 %, ya que, en este grupo la 

reabsorción de la aleta dorsal termina al mismo tiempo o un poco después de la reabsorción total 
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de las branquias. 

Etapa III. Estos animales se sacrificaron cuando las branquias se reabsorbieron por completo, 

con la fusión de la abertura braquial, reabsorción total de la aleta dorsal y ventral, cambio en 

la posición de los ojos y la tendencia a mantener la cabeza fuera del agua. 

Etapa IV. Este subgrupo fué de animales con morfología de adultos (salamandras), los cuales 

se sacrificaron 10 días o más, después de la etapa III (tabla III). 

En el experimento 2, se utilizaron A. tigrinum (n=26) con un promedio de peso de 48.23g 

2 para cada control y 20 experimentales. 

El experimento 3, se llevó a cabo con A. mexicanum (n=34), 4 para cada uno de los 

controles y 22 experimentales. En este caso se utilizaron animales jóvenes (un año aprox.) con 

un promedio de peso 31.26 g. 

Los animales de cada etapa se sometieron al procedimiento inmunohistoquímico 

para los péptidos opioides que se describe posteriormente. 

Experimento de coexistencia (#4): 

Para este experimento se utilizaron A. inexicanum (n=4); 2 adultos neoténicos y 2 

salamandras con 10 días de postmetamorfosis (Etapa IV). En donde además de los anticuerpos 

para los péptidos opioides se utilizaron anticuerpos contra algunas hormonas hipofisiarias como: 

ACTH, prolactina, hormona de crecimiento (GH) y el factor liberador de LH. Se realizaron 

experimentos de inmunohistoquímica de doble marcaje con el fin de ver si había coexistencia con 

alguna de estas hormonas y los péptidos opioides, y si estas hormonas tenían algun cambio en 

su distribución en la hipófisis de la salamandra. 
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Procedimiento Ininunolaistoquímico: 

Los animales se anestesiaron por inmersión (10 a 15 min) en 1000 nil de benzocaina (.02 

%) en agua desclorinada. Se perfundieron por vía intra-cardíaca, primero con 100 ml de solución 

salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M pH 7.4, y posteriormente con 300 ml de solución 

fijadora de paraformaldehido al 4% en PBS 0.1 M pH 7.4. La disección del cerebro y la hipófisis 

se llevó a cabo por la parte dorsal cle la cabeza. Se removió el cartílago craneal y se expuso el 

tejido cerebral, posteriormente se extrajo el cerebro y la hipófisis. Se postfijaron de 3 a 12 horas 

en la misma solución, después de la cual las piezas se equilibraron en concentraciones crecientes 

de sacarosa de 12%, 16% y 18%. Se mantuvieron hasta su procesamiento. Finalmente se 

incluyeron en un medio de montaje (Tissue Tek, Miles Lab.) para cortarse. 

Corte y Montaje: 

Para el proceso de corte el tejido se congeló rápidamente (-20 °C). Se realizaron cortes 

parasagitales de 15 pim de espesor, del cerebro y la hipófisis, con un crióstato a temperatura de 

-16 a -18 °C. Se montaron directamente en portaobjetos previamente gelatinados con una solución 

de gelatina-cromalúmina. 

El montaje fué de la siguiente manera: se numeraron los portaobjetos, entre 20 y 24, y 

cada corte se montó en diferente portaobjetos, en forma consecutiva iniciando nuevamente con 

el primer portaobjetos hasta obtener 3 o 4 cortes en cada uno de los portaobjetos. De esta manera 

se obtuvieron cortes seriados en distintos portaobjetos que fueron incubados con diferentes 

anticuerpos y controles para que fueran comparados. 
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Metodo indirecto de Intntittoiltioreseeneia: 

1. Se dejaron secar las laminillas por 30 minutos. 

2. Se incubaron con un primer anticuerpo (Ac), en una camara húmeda a 4 °C por 24 h. 

3. Se lavaron con PBS tritón (0.03 ?/0 Tritón X-100 en PBS). 

4. Se incubaron con un segundo Ac. en una cámara húmeda a 37 °C por 2 h (IGg 

hecho en cabra contra conejo conjugado a isotiocianato de fluoresceína o rodamina (Lab. 

ICN) a una dilución de 1:100. 

5. Se lavó el tejido con PB. 

6. Se montaron con glicerina. 

En los experimentos de coexistencia, se repitió la técnica desde el paso 2 utilizando un 

anticuerpo diferente al primero. En la segunda incubación se utilizó un segundo anticuerpo 

conjugado a otro marcador fluorescente como el isotiocianato de fluoresceína, rodamina o el 

Texas red. 

Se llevaron a cabo diferentes controles para determinar la especificidad de los anticuerpos 

en condiciones inmunohistoquímicas. Los controles fueron: a)omisión del anticuerpo primario, 

b)omisión del segundo anticuerpo, c)preadsorción del anticuerpo primario con un exceso (10'4  M) 

de su péptido sintético específico, d)control buffer (todo el experimento se comió únicamente 

con PBS tritón para ver 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 

especificamente positivas. 

En los experimentos de coexistencia no se realizaron preadsorciones de los anticuerpos 
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antihormonas. 

Antisueros: 

Los antisueros anti- LE y ME y MERGL fueron elaborados en el Laboratorio de Analisis 

Químicos del IMP. En la tabla IV se resumen sus características de inmunorreactividad cruzada 

mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA). 

TABLA IV 
INMUNORREACTIVIDAD CRUZADA DE I,OS ANTICUERPOS DE 

LE, ME y OCTA por RIA 

Péptido 	 % de reactividad cruzada Anticuerpo 
ME LE MERGL 

Met-(o)-encefalina 	 100.00 <0.01 <0.01 
Met-encefalina 	 2.90 3.83 <0.01 
Leu-encefulina 	 0.01 100.00 <0.01 
Met-encefalina-Arg 	 0.76 0.53 <0.01 
Leu-encefalina-Arg 	 <0.01 4.33 <0.01 
Met-encefalina-Arg-Fen 	<0.01 0.37 <0.01 
Met-encefalina-Arg-Gli-Leu 	<0.01 <0.01 100.00 
Dinorfina (1-8) 	 <0.0 I <0.01 <0.01 
a-Endorfina 	 <0.01 <0.01 <0.01 
p-Endorfina 	 <0.01 <0.01 <0.01 
y-Endorfina 	 <0.01 <0.01 <0.0 

Los anticuerpos fueron obtenidos usando el método de inmunización y caracterización 
descrito previamente (Vindrola y col., 1981). Los estándares fueron obtenidos de los 
Laboratorios Peninsula. Modificada de Asai y col. 1995. 

El anticuerpo de prolactina fué desarrollado en conejo en el laboratorio de la Dra. Clapp, 

tiene una DM50 de 12 ng (RIA), y es 10 veces más específico para la prolactina 23 K que para 

el fragmento amino terminal 16 Kd. Los demás anticuerpos y los péptidos utilizados fueron de 

marcas comerciales (ICN y Peninsula Labs.) con características de especificidad y afinidad 

controladas. 
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Para determinar la dilución óptima de trabajo se realizaron experimentos en los que se 

utilizaron diluciones crecientes de los diferentes antisueros resultando esto en una disminución 

gradual hasta la desaparición de la tinción inmunólogica. En la tabla V se muestran los péptidos 

sintéticos, los anticuerpos las diluciones utilizadas. 

TABLA 
DILUCIONES DE LOS ANTICUERPOS Y PEPTIDOS UTILIZADOS 

Péptidos sintéticos 
	

Anticuerpos 	 Dilución 

Leu-encefalina 
	

Anti-Leu-encefalinan 
	

1:100 
Met-encefalina 
	

Anti-Met-eneefalina 
	

1:100 
Met-encefalina-Arg-Gly-Leu 

	
Anti-Met-encefalina-Arg-Gly-Leu 1:200 

Dinorfina (1-8) 
	

Anti-Dinorfina A (1-8) 
	

1:50 
Dinorfina A (1-17) 
	

Anti-Dinorfina A (1-17) 
	

1:50 
Dinorfina 13 (Ritnorfina) 

	
Anti-Dinorfina 13 
	

1:50 
Beta-endorfina 
	

Anti- Beta-endorfina 
	

1:100 
Anti-ACTI-1 
	

1:50 
Anti-PRL 
	

1:100 
Anti-G1-1 
	

1:50 
Anti-L1-1R1-1 
	

1:50 
Anticuerpo IgG (1141) hecho en cabra 
contra conejo y conjugado a isotiocia- 
nato de fluorescelna o de rodarnina. 	1:100 

Tinciones histológicas. 

Con el objeto de conocer y comparar la morfologia de las diferentes células de los lóbulos 

hipofisiarios y su distribución se realizaron diferentes tinciones: Nissl, Hematoxilina-eosina (H-E), 

y la tincion de Kikui y Miki (1995), modificada de Heidenhain. Las células se clasifican en 

cromófobas y cromófilas (acidófilas y basófilas) dependiendo de la afinidad que tengan por los 

colorantes y que se correlaciona al tipo de hormona que sintetiza. Se utilizaron A. tncxicanum 

(n=4) adultos neoténicos y una salamandra los cuales previa antestesia por inmersión en la 

solución de benzocaina (2%), se fijaron por perfusión intracardíaca, con los fijadores 
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recomendados para cada una de las técnicas. Se incluyeron en parafina, excepto los que se tiñeron 

con la técnica de Nissl que se cortaron por congelación. Se hicieron cortes longitudinales seriados 

de 6 µm de espesor. 

Experimento con antagonistas de los receptores opioides (115): 

Este experimento se llevó a cabo en un grupo de A. mexicanum (11 = 16) con un peso 

promedio de 65.21g. Tuvo por objeto determinar el papel que juegan los péptidos opioides sobre 

la neotenia. Se utilizaron antagonistas de los receptores opioides como son: La Naltrexona que 

es un antagonista no específico pero con un efecto principalmente p  (Zukin y col., 1982); el 

Naltrindol que es un antagonista no peptídico altamente selectivo a los receptores 3, y se puede 

administrar periféricamente (Portoghese y col,, 1988) y la Nor-Binaltorfimida, antagonista K 

altamente selectivo (Portoghese y col., 1987). Las dosis utilizadas para cada antagonista fueron 

de 0.1, 10 y 30 1.1M, para cada uno. Se aplicaron inyecciones diárias (30 pil) en la cavidad craneal 

enmedio de la porción rostral de los lóbulos olfatorios con una jeringa Hamilton. Se utilizaron 

3 animales para cada antagonista, uno para cada dosis. Los controles fueron: dos animales 

inyectados con solución salina y dos que fueron inyectados con T4 2.5 lig por g. Además tres 

animales se les aplicó un agonista K, el U50-488 (Lahiti y col., 1982), a las mismas dosis antes 

mencionadas. Todos los animales se midieron y pesaron cada tercer día y se llevó un registro de 

las mediciones como en los experimentos anteriores. En estos animales no se siguió el 

procedimiento de inmunohistoquíniica. 
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Analisis de los resultados 

La observación se llevó a cabo en un microscopio Leitz, con una lámpara de vapor de 

mercurio de 50 W y bloque de filtros 1-2 que tiene un rango de excitación u.v. azul, un filtro 

excitador entre la banda 450 a 490 pm para el isotiocianato de fluoresceina y para el de rodamina 

un bloque de filtros N-2 con un rango de exitación u. v. verde, un filtro excitador en la banda 

530-560 pm. Se tomaron fotomicrografias con el dispositivo para fotografías del microscopio 

y una cámara Leitz de 35 mm. Se utilizaron películas Ektachrome 400 y Ektar 25 para las 

fotomicrografias en color y T MAX 100 y 400 ASA y Tri X pan 400 ASA para blanco y negro 

con película. Se realizaron análisis cualitativos, topológicos y comparativos de la 

inmunorreactividad encontrada en la hipófisis de los diferentes grupos de animales. 
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Figura 5. Fotografías del Axoloti (Ambystoma n'exhuman). A. Adulto neoténico, que presenta 
las características de la larva como es la presencia de las branquias (T). B. La salamandra. Nótese 
la pérdida de las branquias y la presencia de los párpados (t). 

RESULTADOS 

La primera parte de los resultados se refiere a los cambios anatómicos que presentaron 

los distintos grupos de ajolotes durante la metamorfosis. En la segunda parte se muestran los 

cambios en la distribución de la inmunorreactividad a los péptidos opioides en cada una de las 

etapas de la metamorfosis. 
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Experimento 1, Piloto. 

El experimento piloto estuvo formado por tres grupos de ajolotes: A. /nexicanwn (A. 

n'ex.) inducido con la administración de T4 (n=6), A. tigrinum con metamorfosis espontánea (A. 

t. esp) (n=5) y A. tigrinwn con metamorfosis inducida con la administración de T4 (A. t. ind) 

(n=5). Los ajolotes del grupo A. ntex. inducidos con las dosis de 10 y 40 pig de T4, no 

presentaron el proceso de metamorfosis hasta el día 36 después de la inyección de T4, por lo que 

para los experimentos siguientes se utilizó la dosis de 100 vtg que en estos animales equivalió 

a 7.t2.5 It.g por g de peso. El grupo que llamamos de metamorfosis espontánea fue el grupo 

manipulado (medido y pesado) que presentó el proceso de metamorfosis espontáneamente. En 

este grupo uno de los ajolotes no presentó metamorfosis y uno más murió después de la 

reabsorción de la aleta ventral. 

En la tabla VI se muestran los días promedio que tardan en reabsorberse las aletas 

ventrales, las dorsales y las branquias, en los distintos grupos de animales del experimento piloto. 

Se muestra también el peso promedio que tuvieron los animales el día en que se inició el 

experimento (Pi) y el peso en la etapa 111 (PF). 

En las figuras 6, 7 y 8, se muestra los días que tardan en reabsorberse las diferentes 

estructuras anatómicas y su comparación entre los diferentes grupos (Fig. 6, 7 y 8). 

En las figuras 9, 10 y 11, se graficaron los porcentajes de la longitud de las estructuras 

anatómicas medidas a travel del tiempo hasta su reabsorción total, para cada grupo. En la figura 

12 se graficaron los pesos promedio de los diferentes grupos hasta llegar a la etapa III 

(reabsorción total de aletas y branquias). La figura 13 muestra la diferencia del promedio de los 

pesos iniciales y finales de cada grupo. 
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TABLA VI. 

Experimento 41, Piloto: 

A. n►cx. 	 A. 1. esp. 	 A. t. ind. 
(n=2) 	 (n=5) 	 (n=5) 

AVo= 	11 días 	 13.25 días 	8.8 días 
ADo= 	26.5 días 	 25.33 días 	15.6 días 
ABo= 	28 días 	 26.33 días 	16 días 
Pi= 	53.85 g 	 71.75 g 	 48.94 g 
Pf = 	35.6 g 	 48.43 g 	 35.94g 

En esta tabla se muestra los días promedio que tardan en reabsorberse las 
estructuras anatómicas de los distintos grupos de animales en el experimento piloto: la 
aleta ventral (AVo), etapa II; la aleta dorsal (ADo), y cuando el animal tiene 
reabsorción total de aletas y branquias (ABo) que consideramos como etapa III. Se 
muestra también el peso promedio inicial del grupo (Pi) y el peso final (Pf), tomado el 
día que presenta ABo, o sea, la metamorfosis total. 

El experimento piloto mostró que los parámetros anatómicos más adecuados para 

determinar las diferentes etapas de la metamorfosis fueron: la regresión de la aleta dorsal, 

regresión de la aleta ventral, la reabsorción de la branquia superior y la pérdida de peso corporal. 

Además, en los primeros experimentos se midieron: el ancho total de la aleta, la cual disminuye 

en relación a la reabsorción de la aleta ventral y dorsal; la longitud de las branquias superior, 

media, e inferior izquierdas, las cuales se reabsorben al mismo tiempo, por lo que se tomó en 

cuenta únicamente la medida de la branquia superior; la longitud total no se modifica al igual 

que la longitud cola-cloaca; el perímetro de la cintura está en relación con la ingesta de 
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Etapa 1 Grupo Piloto 
Aleta ventral = O 

A. mex 	A. t. esp A. t. ind. 

Figura 6. La gráfica muestra los días (x) que toma el proceso de reabsorción total de la aleta 
ventral. El análisis de varianza (ANOVA) mostró una diferencia significativa (*) únicamente entre 
el grupo de A. tigrinum con metamorfosis espontánea (n=5) y el A. tigrinum con metamorfosis 
inducida (n=5). p.5. 0.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A. n'ex.; A. tigrinum con metamorfosis 
espontánea, A. 1. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, A. 1. ind.. 
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Grupo Piloto 
Aleta dorsal = O 
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A. mex 	A. t. esp 	A. t. ind. 

Figura 7. La gráfica muestra los días (x) que toma el proceso de reabsorción total de la aleta 
dorsal. El análisis de varianza (ANOVA) mostró diferencias significativas (*) entre el grupo A. 
mex y el A. t. ind., y entre el A. t. esp y el A. 1. ind.. p5.0.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A. 
mex.; A. tigrimun con metamorfosis espontánea, A. I. esp.; A. ligrinum con metamorfosis 
inducida, A. 1. ind. 
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Etapa III Grupo Piloto 
Aletas y branquias = O 
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A. mex 	A. t. esp 	A. t. ind. 

Figura 8. La gráfica muestra los días (x) que toma el proceso de reabsorción total de aletas 
(ventrales y dorsales) y branquias, es decir, la metamorfosis total. El análisis de varianza 
(ANOVA) mostró una diferencia significativa (*) entre el grupo A. t. ind. y los grupos A. mex. 

y A. t. esp. p50.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con metamorfosis 

espontánea, A. t. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, A. t. ind. 
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Figura 9. Gráfica del porcentaje de la longitud promedio de las aletas ventrales hasta llegar a la 
etapa III, para cada uno de los grupos A. mcx., A. t. esp. y A. t. ind. Además se graficaron un 
animal del grupo de los A. t. espontáneo y uno del A. mex. inducido con una dosis de 10 lig de 
T4 que no presentaron el proceso de metamorfosis (A. t. con. y A. mex. con.), Nótese que estos 
dos últimos no presentaron la reabsorción total de la aleta ventral. No se graficaron los errores 
estándar por claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mcx.; A. ligrinum con metamorfosis 
espontánea, A. t. esp.; A. gigrinum con metamorfosis inducida, A. 1. ind. 
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Figura 10, Gráfica del porcentaje de la longitud promedio de las aletas dorsales hasta llegar a 
la etapa III de cada uno de los grupos A. mex., A. 1. esp. y A. t. ind. Además se graficaron un 
animal del grupo de los A. t. espontáneo y uno del A. mex. inducido con una dosis de 10 lig de 
T4 que no presentaron el proceso de metamorfosis (A. t. con. y A. mex. con.). No se graficaron 
los errores estándar, por claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con 
metamorfosis espontánea, A. t. esp.; A. iigrinum con metamorfosis inducida, A. t. ind. 
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Branquia Grupo Piloto 
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Figura 11. Gráfica del porcentaje de la longitud promedio de las branquias superiores hasta la 
etapa III, para cada grupo A. mex., A. t. esp. y A. t,ind. Además se graficaron un animal del 
grupo de los A. t. espontáneo y uno del A. mex. inducido con una dosis de 10 lig de T4 que no 
presentaron el proceso de metamorfosis (A. i. con. y A. mcx. con.). No se graficaron los errores 
estándar por claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con metamorfosis 
espontánea, A. 1. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, A. t. ind, 
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Figura 12. Gráfica del porcentaje del peso promedio hasta llegar a la etapa 11.I de cada uno de 
los grupos A. mex., A. 1. esp. y A. 1. ind. Además se graficaron un animal del grupo de los A. t, 
espontáneo y uno del A. mex. inducido con una dosis de 10 in de. T4 que no presentaron el 
proceso de metamorfosis (A. t. con. y A. mex. con.). No se graficaron los errores estándar por 
claridad. Abreviaciones: A. mexicanwn, A. mex.; A. iigrinlilli con metamorfosis espontánea, A. t. 
esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, A. t. ind. 
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Grupo Piloto 
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A. mex. 	A. 1. esp. 	A. 1. ind. 

Figura 13. Esta gráfica muestra los pesos iniciales (Pi) y los pesos finales (Pf) en los tres 
grupos: A. mex., A. 1. esp. y A. 1, ind., que presentaron los animales en el proceso de 
metamorfosis hasta la etapa III. El grupo A. t. ind. tuvo una diferencia significativa p= 0.018 (*) 
para la t pareada entre el peso inicial y el peso final. 	0.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A. 
mex.; A. tigrinum con metamorfosis espontánea, A. t. esp.; A. tigrinum con metamorfosis 
inducida, A. 1. ind. 
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alimentos, por lo que no se consideró como parámetro de la metamorfosis; el ancho de la cabeza 

y la distancia entre los ojos, disminuyeron significativamente, pero no se consideraron por 

presentar dificultad para la medición, lo que causó un gran estrés al animal además de un mayor 

tiempo de manipulación (Fig. 4). 

A partir de las mediciones anteriores-se dividió la metamorfosis en cuatro etapas descritas 

previamente en material y método y que se resumen en la tabla VII. 

Tabla VII. 

Etapas de la metamorfosis. 

Etapa 1. 	Cuando la reabsorción de la aleta ventral es total (AV=0). 

Etapa 11. 	En el grupo de A. tigrinum la aleta dorsal llega a O antes de que las branquias se reabsorban 
completamente, por lo tanto, esta etapa es cuando tiene reabsorción total de la aleta ventral y reabsorción 
total de la aleta dorsal (AV=0 y AD=0). En el grupo de A. tnexicanum la reabsorción de la aleta dorsal en 
algunos animales termina al mismo tiempo o un poco después de la reabsorción total de las branquias, por lo 
que los parámetros fueron AV=0 y reabsorción de la aleta dorsal de entre el 40 y 50 % ; la reabsorción de las 
branquias fué de entre el 40 y 60 %. 

Etapa III. 	Se caracterizó por presentar reabsorción total de las aletas dorsal y ventral, de las branquias; 
la fusión de la abertura braquial; cambio en la posición de los ojos, y la tendencia a mantener la cabeza fuera 
del agua, 

Etapa IV. 	Esta etapa se caracterizó por que los animales presentaban el fenotipo de adulto, es decir, 
salamandras, las cuales se sacrificaron 10 días o más, después de la etapa HL 

Experimento #2 

En este experimento se utilizó un grupo de A. tigrinum (n=26). De este grupo inicial los 

controles testigo (n=2) fueron sacrificados el primer día del experimento; los controles 

manipulado (n=2) y vehículo (n=2) iniciaron el proceso de metamorfosis siguiendo los mismos 

parámetros de la metamorfosis espontánea hasta convertirse en salamandras. De los 20 inducidos 
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con T4, se obtuvieron cinco para la etapa I; cuatro para la etapa II; dos para la etapa III, y tres 

para la etapa IV. Se tuvo una mortalidad del 23 % (6 de 26). En la tabla VIII se muestran las 

características de los animales sacrificados en las diferentes etapas de la metamorfosis para el 

grupo de A. tigrinum, 

Tabla VIII. 

Experimento #2, grupo A. ligrinum. 

Etapa I 	Etapa II 	Etapa 111 	Etapa IV 	(x) grupo 
(n=5) 	(n=4) 	(n=2) 	(n-3) 	n = 1 4 

AVo= 	8.2 días 	8.25 días 	10.25 días 	9.75 días 	9.11 días 
ADo= 	32.62 % 	12.5 días 	16.75 días 	17.5 días 	15,58 días (n=9) 
ABo= 	35.16 % 	14.81 % 	17.5 días 	18 	días 	17.75 días (n=5) 
Pi= 	44.93 g 	45.07 g 	50.07 g 	53.6 g 	48.23 g 
Pf = 	38.83 g 	36.15 g 	37.47 g 	31.67 	21.92 g (n=2) 

En la tabla se muestran las características de los animales sacrificados en las 
diferentes etapas de la metamorfosis para el grupo de A. ligrinum. En la etapa I no se ha 
llegado a ADo ni a ABo, por lo que se pone el % de la longitud de las estructuras en ese 
momento, lo mismo sucede con ABo en la etapa II. El peso inicial corresponde al peso que 
tenían al empezar el experimento. El peso final corresponde al peso de los animales el día 
que fueron sacrificados. En la columna de promedios (x), se descuentan los animales que se 
sacrificaron en cada etapa. 

Experimento # 3. 

Se utilizaron A. inexicanuin (n=28), dos para cada control y 22 experimentales (inducidos 

con T4). Los controles testigo (n=2) se sacrificaron y se realizaron los experimentos de 

inmunohistoquímica cuyos resultados se describen posteriormente. Los controles vehículo (n=2) 
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y manipulado (n=2) no presentaron el proceso de metamorfosis y se sacrificaron uno de cada 

control el día 15 postinyección y otro el día que se perfundieron los animales del grupo III para 

inmunohistoquímica. De los 22 inducidos con T4, cuatro no presentaron el proceso de 

metamorfosis (18 %). Por lo que se obtuvieron: cinco para la etapa 1; cinco para la etapa II, 

cuatro para la etapa III y dos para la etapa IV. Con una mortalidad del 17.85 % (5 de 28). En 

la tabla IX se muestran las características de los animales sacrificados en las diferentes etapas de 

la metamorfosis para el grupo de de A. inexicanum. 

Tabla IX. 

Experimento #3, grupo A. mexicanum. 

Etapa I 
	

Etapa II 	Etapa III 
	

Etapa IV 	(x) grupo 

perfusión 	(n=5) 	(n=5) 	(n=4) 	(n=2) 	(n=16) 
AVo= 	7.8 días 	Idías 	10,25 días 	9. días 	8.76 días 
ADo= 	72.71 % 	51.85 % 	20,5 días 	18 días 	19.2 días (n=6) 
ABo= 	65.51 % 	42.18 % 	18.25 días 	18 días 	17.62 días (n=6) 
Pi= 	28.5 g 	30.9 g 	32.2 g 	33.4 g 	31.25 g 
Pf = 	24.58 g 	24.8 g 	21.67 g 	21.25 g 	21.25 g (n=2) 

En la tabla se muestran las características de los animales sacrificados en las 
diferentes etapas de la metamorfosis para el grupo de A. 1TICXiCallliiii. En la etapa I no se ha 
llegado a ADo ni a ABo, por lo que se pone el % de la longitud de las estructuras en ese 
momento, lo mismo sucede con ABo en la etapa 11. El peso inicial corresponde al peso que 
tenían al comenzar el experimento. El peso final corresponde al peso de los animales el día 
que fueron sacrificados. En la columna de promedios (x), se descuentan los animales que se 
sacrificaron en cada etapa. 

En resumen, el desarrollo de la metamorfosis evaluado por los cambios en las estructuras 

anatómicas externas de los Ambysiontas 	un y MeXiCaMilil durante la metamorfosis inducida 
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por T4 inducida son: después de un periodo de 2 a 4 días de la aplicación de la T4 se inicia la 

reabsorción de la aleta ventral la cual llegó a O en el A. mcx. en 9.88 días en promedio (se 

promedió el grupo A. u:o:kalium del experimento piloto y del experimento 43, tabla VI y IX), 

y en el A. llgrinum con un promedio de 8.9 días (se promedió el grupo A. tigrl►ttr ►► 1 del 

experimento piloto y del experimento #2, tabla VI y VIII). Al mismo tiempo se inicia la 

reabsorción de la aleta dorsal, que llega a O en los A. incxicanum. a los 22.81 días en promedio 

(tabla VI y IX), y en el A. tigrinum a los 16.77 días en promedio (tabla VI y VIII), antes de la 

reabsorción total de las branquias en esta especie. En el mexicanm, la reabsorción total de las 

branquias ocurre al mismo tiempo que la reabsorción de la aleta dorsal, a los 22.81 días en 

promedio. En algunos animales, la aleta dorsal se reabsorbe después de las branquias. En el A. 

iigrinum la reabsorción total de las branquias es a los 16.88 días en promedio. Posteriormente se 

cierra la abertura braquial. Antes de la reabsorción total de las branquias, la distancia entre los 

ojos se reduce y aparecen los párpados. El peso corporal disminuye en relación directa al peso 

inicial, los animales más pesados pierden más peso que los menos pesados, con una pérdida de 

entre 10 y 26.30 g. 

Experimento #5, Antagonistas de los receptores opioides. 

Con respecto al grupo en el que se utilizaron antagonistas de los receptores opioides, los 

ajolotes no presentaron el proceso de metamorfosis con la administración de naltrexona, 

naltrindol, y nor-binaltorfimida a dosis de 0.1, 10 y 30 µM y por la vía de administración 

utilizada (intracraneal), a excepción de los controles inyectados con T4, que tuvieron un curso 

similar al descrito anteriormente para la metamorfosis del A. ►►rex, 
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Resultados de la innumollistoquímica a péptidos opioides en las diferentes etapas de la 

metamorfosis. 

En los ajolotes control manipulado (medido y pesado) y vehículo (inyectado con vehículo, 

medido y pesado), del grupo de los A. tigrinuni se presentó la metamorfosis espontáneamente, 

iniciándose en tiempos distintos. Estos animales siguieron el mismo proceso de la metamorfosis 

espontánea descritos en el experimento piloto, por lo que, se dejó que llegaran a salamandras y 

se consideraron como de la etapa IV. Los animales del grupo control testigo (sacrificados sin 

ningun tratamiento el día que inició el experimento de metamorfosis), la inmunorreactividad a los 

diferentes péptidos opioides no presentó diferencias comparada con la del adulto neoténico del 

A. mexicanum. 

Los animales controles del grupo de los A. mexicanuni no presentaron metamorfosis (nos 

referimos al control manipulado y al control vehículo). La inmunohistoquimica para los diferentes 

péptidos opioides fué igual a la del adulto neoténico y al control testigo de los A. tigrinum. La 

inmunorreactividad para los péptidos opioides en la hipófisis de estos animales fue la siguiente: 

Nota: La densidad de fibras inmunorreactivas se clasificó cualitativamente en densidad alta = 

(+++), densidad media = (++), densidad baja (+). La morfología de las fibras en todos los casos 

fué de fibras delgadas con varicosidades y fuertemente inmunorreactivas. 

IR a LE: 

Se localizó en las células del lóbulo anterior (adenohipófisis) (Las figuras que a 

continuación se describen se encuentran publicadas en el trabajo León-Alea y col., 1991, anexo 

a esta tesis), (Fig. 1A, pag. 414). En la eminencia media se encontraron fibras IR con 

varicosidades y una densidad (+++) (Fig. 1E, pag. 414). En el lóbulo nervioso encontramos una 
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densidad (+) de fibras IR. Las células del lóbulo anterior fueron de dos tipos; columnares y 

ovoides. Sus tamaños de 32 a 40 pm en su diámetro mayor, y de 6 a 10pm en el diámetro menor. 

Las células presentaron por lo menos un polo hacia los espacios sinusoidales (Fig. 2A, pag. 415). 

y su núcleo (20 X 4 pm.) se situó en el polo opuesto. En ocasiones los dos polos de las células 

estuvieron en contacto con los espacios sinusoidales (Fig. 3, pag, 415). La IR se encontró 

únicamente dentro del citoplasma. El lóbulo intermedio no presentó IR a LE (Fig. 1 A, pag. 414). 

IR a ME: 

Las células adenohipofisiarias, en contraposición con lo descrito para LE, no presentaron 

IR a ME (Fig. 5A pag. 414). En EM se encontraron fibras IR (+++), (Fig. 5C pag. 417). En el 

lóbulo nervioso se encontró una densidad (+) de fibras IR. No se encontró IR en el lóbulo 

intermedio. 

IR a BE: 

Todas las células del lóbulo intermedio fueron IR a BE (Fig. 1B, pag.414). En la 

adenohipófisis se encontraron células IR a BE, principalmente en el pedículo (parte rostral) y en 

la porción caudal del lóbulo (Fig. 1F, pag.-414). No hubo IR en las fibras de la EM ni en la 

neurohipófisis. La morfología y el tamaño de las células IR a BE fueron similares a las descritas 

para las células IR a LE (Fig. 2B, pag. 415). No hubo coexistencia de la IR a LE y a BE en las 

células del lóbulo anterior (Fig. 1 y Fig. 4 pag. 414 y 416), (ver discusión del trabajo León-Otea 

y Col., 1991, pag.417-418). 
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IR a Din 1-8: 

Se encontró una densidad (+++) de fibras 1R en la neurohipófisis y una densidad (++) en 

la EM (Fig. 6A y B, pag. 418). No se observó IR a dinorfina (1-8) en el lóbulo anterior ni en el 

intermedio. 

IR a MERGL: 

La distribución de la IR a MERGL fué la misma que la IR a BE, es decir, existen células 

IR en el lóbulo intermedio y, en el lóbulo anterior algunas células son IR, localizadas 

principalmente en el pedículo (Fig. 14A). La IR a MERGL se presentó también en las fibras de 

la eminencia media con una densidad de (+++) (Fig. 14C) y en fibras del lóbulo neural con una 

densidad de (+), a diferencia de la IR a BE que no presentó fibras IR en la eminencia media y 

lóbulo neural (Fig. 19A y ID. 

IR a Din A: 

Existen fibras IR (++) en la eminencia media y lóbulo neural (+++) (Fig. 18B), 

IR a Din B: 

Tiene la misma distribución que la Din A, con fibras IR en la eminencia media (++) y en 

el lóbulo neural (+-H-), (Fig. 18C). 

Etapa 1. 

Con los animales que se sacrificaron en esta etapa se realizaron cuatro experimentos de 
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inmunohistoquímica dos de A. ligrinum y dos de A. rnexicanum. No se encontraron diferencias 

en la inmunorreactividad a los diferentes péptidos opioides en la hipófisis, entre una especie y 

otra. 

IR a LE: 

En esta etapa, la IR a LE en el lóbulo anterior se encontró disminuida o ausente (Fig. 

15C). Las fibras IR en EM y en LN se conservaron con las mismas características que el adulto 

neoténico (Fig. 15A). En el lóbulo intermedio se observó IR de poca intensidad en las células de 

la periferia del lóbulo (Fig. 15C y D). 

IR a ME: 

En la etapa 1 la adenohipófisis presentó IR baja en algunas células a nivel del pedículo 

(Fig. 16B), con la misma distribución que las células IR a BE, MERGL y a las células IR a 

ACTH o cromófobas. En LI también hubo células IR de intensidad baja, con la misma 

distribución de las células IR de MERGL y BE en este lóbulo (Fig. 14A y 19A). La IR en la 

fibras de la eminencia medía y del lóbulo neural fueron de las mismas características que en el 

animal neoténico (Fig. 16B y F). 

IR a BE: 

La IR a BE en todos los lóbulos hipofisiarios y en la eminencia media es igual a la 

descrita para el animal neoténico (Fig. 19A). 
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IR a MERGL 

En el lóbulo neural hubo una densidad de (14) de fibras IR y en la eminencia media una 

densidad (+++), sin cambios con respecto al adulto neoténico (Fig. 14C). Las células IR del 

lóbulo intermedio se situaron en la periferia adyacentes a los vasos portales de la EM y del LN 

(Fig. 14 B). Estas células tienen una forma alargada, uno de sus polos termina en un 

ensanchamiento y son fuertemente inmunorreactivas. Su diámetro mayor fué de entre 27 y 35 p.. 

En la adenohipófisis las células IR situadas en el pedículo tuvieron las mismas características que 

en el animal neoténico (Fig. 14A). 

IR a Din 1-8, Din A y Din B: 

En la etapa I la IR a estos péptidos no presentó cambios con respecto a la IR descrita para 

el adulto neoténico (Fig. 18A, B y C, respectivamente). 

Etapa II 

Para esta etapa se llevaron a cabo cuatro experimentos inmunohistoquímicos dos en A. 

mexicanum y dos en A. tigr•inum. 

IR a LE: 

En esta etapa la IR a LE en adenohipófisis se presentó con las mismas características que 

en el animal neoténico (Fig. 15E y comparar con fotomicrografía A). Además, se encontraron 

células IR en la periferia del lóbulo intermedio y fibras IR en eminencia media y lóbulo neural 
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(Fig, 15E (T). En uno de los A. mexicanum, la IR fué negativa en las células de la adenohipófisis 

y del lóbulo intermedio, corno en la etapa III y IV (Fig. 15G). 

IR a ME: 

En esta etapa, la IR a ME presentó un aumento en la intensidad de la IR de las mismas 

células que tuvieron una IR de intensidad baja en la etapa I, nos referimos a las células del 

pedículo adenohipofisiario (Fig. 16E* , comparar con Fig. I 6BIIII) y a las células IR de la periferia 

del lóbulo intermedio (Fig. 16C (t), D (T) comparar con B (LI*). Las fibras IR en LN y en la 

eminencia media se mantuvieron sin cambios (Fig 16F). 

IR a BE: 

La IR a BE continuó con las mismas características que en el animal neoténico y que en 

la etapa I (Fig. 19A). 

IR a MERGL: 

La IR se encontró con la misma distribución y características que en la etapa I (Fig. I 4A). 

IR a Din 1-8, Din A y Din B: 

Se observó la misma distribución y características descrita en las etapas anteriores (Fig. 

18A, B y C, respectivamente). 
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Etapa 111 

Esta etapa se caracterizó por la reabsorción total de las branquias y las aletas. Son 

animales con morfología de adultos ó salamandras. Se llevaron a cabo siete experimentos 

inmunobistoquimicos, cuatro con A. mexicanum y tres con A. tigrinum. 

IR a LE: 

En esta etapa en dos de los A. mexicanum se observó una disminución importante de la 

IR en las células adenohipofisiarias (como en la etapa I, Fig. 15C), y en otros dos, ausencia total 

de la IR (Fig. 15G). Las células del lóbulo intermedio no mostraron IR. La IR en el lóbulo neural 

y en la eminencia media tuvieron las mismas características que el adulto neoténico (Fig. 15G 
• 

y 15A). En los ajolotes A. tigrinum, la IR de las células adenohipofisiarias fué de muy baja a 

negativa, lo mismo que para el lóbulo intermedio, y también se conservó la IR en las fibras de 

eminencia media y lóbulo neural. 

IR a ME: 

En esta etapa, dos de los animales de cada especie presentaron IR a ME en el lóbulo 

anterior y lóbulo intermedio con las mismas características que en la etapa I, es decir, células con 

IR muy baja en adenohipófisis y lóbulo intermedio, y fibras IR con densidad (+) en neurohipófisis 

y fibras IR (+++) en la eminencia media (Fig. 16B). En los tres animales restantes, la IR 

únicamente se presentó en lóbulo neural y eminencia media con las mismas características que 

en el animal neoténico, es decir, negativa en el lóbulo anterior (Fig. 16A). 
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La IR a MERGL, BE y dinorfinas no presentó cambios aparentes en su distribución en 

hipófisis con respecto al adulto neoténico, 

Etapa IV 

Estos animales tuvieron 10 días o más después de que alcanzaron la morfología de adulto 

o salamandra. En esta etapa se realizaron cuatro experimentos inmunohistoquímicos uno en A. 

mexicanum y tres en A. tigrinum. Las salamandras de la especie A. mexicanum presentaron una 

alta mortalidad por lo que únicamente tuvimos un animal que duró más de 10 días. 

IR a LE 

En todos los experimentos de esta etapa la IR de las células adenohipofisiaras fué 

negativa, se conservó la IR en las fibras de la neurohipófisis con un discreto aumento en la 

densidad sin llegar a pasar de la clasificación de densidad baja (+). En la eminencia media 

también se conservó la IR en fibras con las mismas características que en el neoténico (Fig 15G 

y H)• 

La IR a los demás péptidos opioides estudiados se presentó con las mismas características 

que en el adulto neoténico (Fig. 20, 14A, 16A, 17B, 18A, B y C, y 19A y B). 

El objetivo de esta tesis no contempló la distribución de los péptidos opioides en el 

hipotálamo; sin embargo, ya que existe una relación estrecha, anatómica y funcional entre estas 

estructuras, se describen algunos datos, 

En los núcleos ventrales hipotalámicos se encontró IR para todos los antisueros de 
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péptidos opioides estudiados. Existe IR para LE y ME en algunas neuronas subependimarias, 

bipolares o monopolares y en ocasiones se pudo ver una prolongación IR que iba hacia el 

infundíbulo y otra de sus prolongaciones hacia la parte ventral hipotalámica; también fibras IR 

abundantes sobre todo en la zona ventral (Pig. 15F y FI, 16Fy G). 

La distribución de la IR a péptidos opioides en otras estructuras cerebrales, durante el 

proceso de la metamorfosis, se conserva como en el estado larvario (tabla III). Sin embargo, en 

las diferentes etapas de la metamorfosis da la impresión de aumentar o disminuir el número de 

neuronas inmunorreactivas y/ó la intensidad de la IR. 

En la figura 20, se muestran esquemas de la hipófisis y el hipotálamo, con la distribución 

de la IR a los péptidos opioides en el A. mexicanum y en el A. tigrinuni desde la etapa de adulto 

neoténico hasta la etapa IV. Se muestra también la distribución de la IR a prolactina y ACTFI en 

el adulto neoténico y en la salamandra. 
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Figura 14. 
Inmunorreactividad a MERGL en la hipófisis e hipotálamo del A. mexicanum y del A. iigrinum, 
durante el proceso de metamorfosis. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipófisis e 
hipotálamo, de 15 la de espesor. A. Fotomontaje donde se muestra la distribución de las células 
IR en el lóbulo anterior, principalmente en la zona del pedículo (parte rostral) (t), y en el lóbulo 
intermedio con células IR distribuidas en todo el lóbulo y en la eminencia media, fibras IR (+++), 
(100 X). B. Etapa I. En esta fotomicrografia se muestra el lóbulo intermedio, en donde las células 
IR se distribuyen en la periferia adyacentes a los vasos portales de la eminencia media y del 
lóbulo neural (100 X). C, Se muestra la eminencia media con fibras IR (E++) (t). D. La 
fotomicrografía muestra la parte ventral hipotalámica, con fibras IR (-4-4-i--) y neuronas IR (T). 
Abreviaciones: lóbulo anterior (LA): lóbulo intermedio (L1); lóbulo neural (LN); eminencia media 
(EM); infundíbulo (I); hipotálamo (Hip); densidad alta (+44); densidad media (4---f--); densidad baja 

(+). 
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Figura 15. 
Inmunorreactividad a LE en hipófisis del A. mexicanum y del A. figrinum, durante el proceso de 
metamorfosis. Fotomicrografías de cortes parasagilales de hipófisis e hipotálamo, de 15 pi de 
espesor. A. Adulto neoténico. Se muestran las células IR en el lóbulo anterior con una 
distribución homogénea. Nótese que en el lóbulo intermedio no hay células IR. La eminencia 
media con fibras IR (4-4-+), (40 X). B. Amplificación de las células IR del lóbulo anterior. Tienen 
forma ovoide con el citoplasma fuertemente IR a LE y se disponen en vecindad de los sinusoides 
hipofisiarios (S), (400 X). C. Etapa 1. Se muestra el lóbulo anterior con ausencia de IR (comparar 
con A.). En el lóbulo intermedio se observan células con IR baja que se distribuyen en la 
periferia del lóbulo. En la eminencia media se observan fibras IR (+++), (100 X). D. Se muestra 
una amplificación de las células IR del lóbulo intermedio (•) y las fibras IR de la eminencia 
media (t). E. Etapa H. Se observa nuevamente una gran cantidad de células IR en el lóbulo 
anterior y células IR en el lóbulo intermedio con IR más intensa que en la etapa I, (t). F. En esta 
fotomicrografía se muestra un grupo de neuronas IR situadas en la parte ventral hipotalámica 
(circunventriculares). Estas neuronas tienen una prolongación que termina en un ensanchamiento 
en el infundíbulo (t); algunas de ellas son bipolares, su otra prolongación se dirige hacia la parte 
ventral hipotalámica (400 X). G. Etapa 111-IV. La fotomicrografia muestra el lóbulo anterior y 
el intermedio con ausencia total de IR. En la eminencia media se conserva la IR en las fibras 
(+++). H. Etapa III-IV. En la eminencia media se muestran fibras IR con una densidad de (+++) 
y una neurona IR (r) en el hipotálamo, con su prolongación hacia el infundíbulo (250 X). 
Abreviaciones: lóbulo anterior (LA): lóbulo intermedio (L1); lóbulo neural (LN); eminencia media 
(EM); infundíbulo (I); hipotálamo (Hip); densidad alta (+++); densidad media (++); densidad baja 
(+). 
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Figura 16. 
Inmunorreactividad a ME en hipófisis del A. inexicanum y del A. tigrinum, durante el proceso 
de metamorfosis. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipófisis e hipotálamo, de 15 la de 
espesor. A. En el animal adulto neoténico únicamente existe IR en fibras del lóbulo neural (+) 
y en fibras de la EM con una densidad de (+++). 13. Etapa I. Nótese que existen células con IR 
en el pedículo del lóbulo anterior (II) y en las células de la periferia del lóbulo intermedio (*); 
se conserva la IR de las fibras de la eminencia media. C. Etapa II. Fotomicrografía que muestra 
el lóbulo intermedio con células IR que se distribuyen en la periferia del lóbulo, adyacentes a 
los vasos portales de la EM y del lóbulo neural (t) (100 X). D. Se muestra una amplificación 
de una de las células IR del lóbulo intermedio (t) con su citoplasma fuertemente IR, está situada 
en la vecindad de los vasos portales (250 X). E. En esta fotomicrografía se muestra el pedículo 
del lóbulo anterior con células IR, corresponde también a la etapa II (100 X). F, Se muestra la 
eminencia media con fibras IR (+++), una neurona IR en el hipotálamo situada en la pared 
infundibular (t) (250 X). Esta distribución no cambia durante el proceso de metamorfosis. G. 
Fotomicrografía que muestra un grupo de neuronas IR situadas en la parte ventral hipotalámica 
(circunventriculares). Estas neuronas tienen una prolongación que termina en un ensanchamiento 
en el infundíbulo (t), algunas de estas neuronas son bipolares y su otra prolongación se dirige 
hacia la parte ventral hipotalámica. En la parte inferior de la fotomicrografía se muestra (t) una 
célula subependimaria con su prolongación hacia el neuropilo de la parte ventral hipotalámica 
(250 X). Abreviaciones: lóbulo anterior (LA): lóbulo intermedio (LI); lóbulo neural (LN); 
eminencia media (EM); infundíbulo (1); hipotálamo (Hip); densidad alta (+++); densidad inedia 
(++); densidad baja (+). 
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Figura 17. 
Inmunorreactividad a LE y ME en hipófisis de las salamandras (etapa IV) del A. mexicanum y 
del A. figrinum. Fotomicrografías de cortes parasagitales de hipófisis e hipotálamo, de 15 It de 
espesor. A. En esta fotomicrografía se muestra un corte de hipófisis procesado con el anticuerpo 
para LE. Nótese la ausencia total de IR en el lóbulo anterior y en el lóbulo intermedio. En la 
eminiencia media se conservan las fibras IR con una densidad de (+++), (16 X). 13. Se muestra 
un corte procesado con el anticuerpo para ME con ausencia de IR tanto en el lóbulo intermedio 
como en el lóbulo anterior. En la eminencia media se conservan las fibras IR con una densidad 
de (+++), (16 X). Abreviaciones: lóbulo anterior (LA); lóbulo intermedio (LI); lóbulo neural 
(LN); eminencia media (EM); infundíbulo (I); hipotálamo (Hip); densidad alta (+++); densidad 
media (±+); densidad baja (+). 
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Figura 18. 
lnmunorreactividad a Din 1-8~ Din A y Din B en hipófisis del A. n1exicanum y del A. tigrinun1. Fotomicrografias de cortes 
parasagitales de hipófisis, de 15 J.l de espesor. A, B y C, muestran la IR a Din 1-8, Din A y Din B respectivamente, en fibras del 
lóbulo neural y de la eminencia media con una densidad de (+++). La IR a estos péptidos opioides no presenta cambios en las 
diferentes etapas de la metamorfosis. Nótese que no existe IR para ninguna de las dinorfinas en el lóbulo anterior ni en el lóbulo 
intermedio (A., 250 X, B. y C., 100 X). D. Fotomicrografia que muestra IR a Din B, en el tectum mesencefáJico de la salamandra, 
se observan fibras IR con una densidad de(+++), (250 X). Abreviaciones: lóbulo anterior (LA): lóbulo intermedio (LI)~ lóbulo neural 
(LN); eminencia media (EM); infundíbulo (I); tectum mesencefá1ico (TEC); densidad alta(+++); densidad media(++); densidad baja 
(+). 





TABLA X. 
Efecto de la preadsorción directa y cruzada de los anticuerpos de LE, ME, MERGL, BE y 
Din 1-8, con los péptidos sintéticos LE, ME, MERGL, BE Y DIN (1-8) homólogos sobre 
la intensidad de la fluorescencia. 

ANTISUEROS 	 PEPTIDOS 

LE ME MERGL BE DIN 1-8 

Anti-LE ...... +-I-- +++ +++ ++- 
Anti-M E 444- ..... +-I-- +++ ++-1- 
Anti-MERGL +++ +-I-- --- +-FI- +++ 
Anti-BE +++ +-H- +-- +++ ++4- 
Anti-Din 1-8 +++ +++ 1 	1 	I +-f-+ 

Notaciones: máxima fluorescencia, (+++); disminución parcial de la fluorescencia,(44.) 
ausencia de fluorescencia, (---). 

Especificidad de los anticuerpos para los péptidos opioides. 

En todos los experimentos de inmunohistoquimica, que no se incubaron con el anticuerpo 

primario, no se presentó fluorescencia (control de omisión del anticuerpo primario), lo mismo 

ocurrió cuando se omitió el segundo anticuerpo, (omisión del segundo anticuerpo). Los resultados 

de la preadsorción de los anticuerpos primarios con un exceso (10' M) de su péptido sintético 

especifico se resumen en la tabla X. En el control para la fluorescencia nativa (control buffer), 

únicamente se observó fluorescencia en ciertas vesículas o pequeñas gotas cercanas a las paredes 

ventriculares con una fluorescencia amarillenta. 

Resultados de los experimentos de coexistencia: 

En los animales neoténicos y en las salamandras fué clara la coexistencia de BE y ACTI-1 

en las mismas células y con la misma distribución anatómica. La IR se presentó en todas las 
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células del lóbulo intermedio y en algunas células del lóbulo anterior, principalmente en el 

pedículo y otras en la parte ventral y posterior del lóbulo (Fig. 19A, B y C). No hubo IR en la 

eminencia media ni en el lóbulo neural. La distribución de las células IR a MERGL fué similar 

a la de la BE y ACTH (comparar con Fig. 14A), la diferencia estuvo en que la IR en fibras de 

la eminencia media y en el lóbulo neural es negativa para BE y ACTI-I. Estos péptidos (BE, 

ACTH y MERGL) no coexisten con las células IR a LE y ME en el lóbulo intermedio, ya que, 

en el adulto neoténico y en la salamandra no existe IR en estos lóbulos y en el caso de la 

salamandra desaparece la IR a LE y ME. Sin embargo, con estos experimentos no se pudo 

esclarecer si hubo coexistencia de MERGL, LE y ME en las fibras IR de la eminencia media y 

del lóbulo neural. 

En cuanto a la IR a prolactina y LE (Fig. 21A, B y D, E) se distribuyeron en la zona 

media y ventral del lóbulo anterior; sin embargo, no se encontraron células que tuvieran una 

coexistencia clara de ambos péptidos en los animales neoténicos. En la salamandra la IR a LE 

desaparece en el lóbulo anterior mientras que la IR a prolactina se conserva sin cambios 

aparentes. 

La IR a LHRH estuvo en las fibras de la EM (+++) y lóbulo neural (+). No existe IR en 

células del lóbulo intermedio ni en el lóbulo anterior, como era de esperarse. Se encontró IR en 

diferentes grupos de neuronas y fibras gruesas en la parte ventral del cerebro, desde el telencéfalo 

hasta la eminencia media y el lóbulo neural. Las neuronas positivas fueron bipolares y grandes 

(XXII), localizadas principalmente en el órgano paraventricular y en el septum medial (Fig. 22A, 

B, C y D). 
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Figura 19. 
Inmunorreactividad a BE y ACTI-1 en la hipófisis del A. mexicanwn y del A. ligrinUni, durante 
el proceso de metamorfosis. Fotomicrografías de cortes parasagitales de 15 pi de espesor. A. Corte 
de un axolotl adulto neoténico donde se muestra la distribución de las células IR a BE en el 
lóbulo anterior, principalmente en la zona del pedículo (parte rastra!), y en algunas células en la 
parte media y caudal de este lóbulo. Todas las células del lóbulo intermedio son IR. No hay IR 
en la eminencia media ni en el lóbulo neural (16 X). 13. Se muestra un corte de la hipófisis de 
la salamandra (etapa IV) con IR a BE, la distribución de la IR no cambia en todo el proceso de 
la metamorfosis ni en la salamandra (40 X). C. Se muestra la distribución de las células IR a 
ACTU nótese que ésta, es igual a la distribución de la IR a BE (100 X), Abreviaciones: lóbulo 
anterior (LA): lóbulo intermedio (LI); lóbulo neural (LN); eminencia media (EM); infundíbulo 
(I); hipotálamo (Flip). 
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Figura 21. 
Distribución de la inmunorreactividad a LE, PRL y ACTH en la hipófisis del A. inexicanuin y 

A. tigrinum. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipófisis e hipotálamo, de 15 pi de 
espesor, de animales adultos neoténicos. A. Se muestra la distribución de la IR a LE que se 
encuentra distribuida homogéneamente en células del lóbulo anterior. B. Se observa la 
distribución de las células IR a PRL en el lóbulo anterior, las cuales ocupan una gran parte de 
la parte media y ventral del lóbulo; nótese que algunas zonas IR a PRL parecen coincidir con la 
IR a LE mientras que otras no. C. Se muestra la distribución de las células IR a ACTH en el 
lóbulo anterior, principalmente en la zona del pedículo; no muestra correspondencia con la 
distribución a PRL y LE. En las células del lóbulo intermedio únicamente hay IR a ACTH, es 
negativo para LE y PRL (A, B, C, 40 X). D, E y F. un mayor aumento de la zona del pedículo 
del lóbulo anterior donde se observan las características mencionadas anteriormente, Nótese que 
no hay IR en fibras de la eminencia medía para prolactina ni para ACTII, (D, E y F, 100 X). 
Abreviaciones: lóbulo anterior (LA); lóbulo intermedio (U); lóbulo nema! (LN); eminencia media 
(EM); infundíbulo (1); hipotálamo (Hip); prolactina (PRL). 
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Figura 22. 
Ininunorreactividad a LHRI71 en cerebro e hipófisis del Ambystoma. inexicanuin y Ambystoina 
tigrinum. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipófisis y cerebro, de 15 p. de espesor,. 
A. Se muestran fibras gruesas IR en el lóbulo neural con con una densidad de (+), (250 X). 13. 
Del mismo corte de A, se muestran las fibras IR en la eminencia media con una densidad de 
(+++); no existe IR en el lóbulo intermedio ni en el lóbulo anterior. C. Fibras IR y neuronas (XX 
II de diámetro mayor) bipolares situadas en el órgano paraventricular, (II), (100 X). D. Se muestra 
un aumento mayor de la neurona bipolar de C. (400 X). Abreviaciones: lóbulo anterior (LA); 
lóbulo intermedio (LI); lóbulo neural (LN); eminencia media (FM); infundíbulo (I); comisura 
anterior (CA); densidad alta (+++); densidad media (1-4-); densidad baja (+). 
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Figura 20. 
Esquemas que muestran la distribución que tiene la IR a los péptidos opioides en la hipófisis e hipotálamo de A. mexicanum y A. 
tigrinum adulto neoténico y en las diferentes etapas del proceso de metamorfosis_ Abreviaciones: Leucina-encefalina, LE; Metionina-
encefalina, ME; Merionina-encefalina-Arg-Gli-Leu, MERGL; Beta-endorfina, BE; Dinorfina 1-8; Dinorfina A; Dinorfina B, Din; 
Prolactina, PRL; Hormona adenocorticotrófica, ACTH; Lóbulo neural, LN; Lóbulo intermedio, LI; Lóbulo anterior, LA; Infundíbulo, 
I; Eminencia media, EM; Hipotálamo, RIP; células IR (o), células con inmunorreactividad baja (o) y fibras IR (líneas onduladas --). 
representan fibras IR. 
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Con las tinciones histológicas de FI-E y la modificada de Heidenhain (Kikui y Miki, 1995) 

se pudo observar que las células gonadotroficas (LH y RFI) que son células y basofilicas, y las 

células IR a LE tienen una distribución similar. Las células cromófobas o con una acidofilia leve 

tuvieron la misma distribución que las ACTI1/ BE positivas. 
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DISCUSION 

Esta tesis muestra los cambios en la IR a varios péptidos opioides (LE, ME, MERGL, BE, 

Din 1-8, Din A, Din B) en células y fibras situadas en los lóbulos de la hipófisis, de dos especies 

de Ambystoma (tigrinum y mexicanum) durante las distintas etapas de la metamorfosis, 

espontánea o inducida. 

Comenzaré esta discusión puntualizando cuáles fueron los parámetros anatómicos 

escogidos para delimitar las etapas de cambios morfológicos que culminan con la transformación 

de la larva en salamandra. La metamorfosis en los Ambystomas ha sido descrita en múltiples 

trabajos (Velasco, 1879). Sin embargo, de su sistematización en etapas tenemos únicamente la 

referencia del trabajo de Norman (1985), para el A. tigrinum, a diferencia de los anuros en los 

que existe una amplia categorización de la etapas de la metamorfosis (Dod y Dod, 1976). Para 

el A. tigrinum, Norman (1985) divide a la metamorfosis en siete estadios o etapas como se 

muestra en la tabla XI, tomada de su trabajo original. 

Tabla XI. 

ETAPAS DE LA METAMORFOSIS DE LA SALAMANDRA TIGRE 
Ambystoma tigriniun 

Etapas 	 Definición 

Cociente de la aleta ventral entre la dorsal = 40 % ó más. 
Ii 	 Aleta ventral x 100/aleta dorsal = 25 
III 	 Aleta ventral x 100/aleta dorsal = 10 
IV 	 Altura de la aleta ventral (O %). 
V 	 Aleta dorsal x 100/(altura de la cola y aleta ventral) = 25 
VI 	 Aleta dorsal x 100/ altura de la cola = 10 
VII 	 Longitud de las branquias (0 %) 
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En nuestros primeros experimentos se midieron: la altura de la cola, la cual disminuye 

en relación a la reabsorción de la aleta ventral y dorsal; la longitud de las branquias superior, 

media, e inferior izquierdas, las cuales se reabsorben al mismo tiempo, por lo que, se tomó en 

cuenta únicamente la medida de la branquia superior; la longitud total (tornada de la nariz a la 

cola) no se modifica, al igual que la longitud cola-cloaca; el perímetro de la cintura, está en 

relación con la ingesta de alimentos, por lo que no se consideró como parámetro de la 

metamorfosis; el ancho de la cabeza y la distancia entre los ojos disminuyeron, pero no se 

consideraron por presentar dificultad para la medición, y causar un gran estrés al animal, además 

de un mayor tiempo de manipulación. En esta tesis eliminamos algunos de estos parámetros que 

inicialmente fueron tomados en cuenta y que posteriormente no fueron relevantes para la división 

en las diferentes etapas. Nosotros decidimos utilizar las medidas de la aleta dorsal, de la aleta 

ventral, la branquia superior y el peso corporal, ya que, estas estructuras son las que presentan 

los cambios morfológicos más ostensibles y su reabsorción se encuentra acotada temporalmente. 

Las diferencias fundamentales entre nuestras etapas de clasificación y las de Norman (1985) son 

en cuanto a la gradación del proceso, aunque esencialmente se trata de los mismos parámetros, 

excepto que el no toma en cuenta la reabsorción de las branquias hasta la etapa VII o reabsorción 

total. 

La medición de los parámetros anatómicos utilizados para delimitar las etapas de la 

metamorfosis del A. tigrinum y del A. incxicanwn nos permitió establecer que en el A. mexicanum 

la reabsorción total de la aleta dorsal termina al mismo tiempo o un poco después de la 

reabsorción total de las branquias, por lo que se clasificaron como de la etapa II a los A. 
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mexicanum que tenían una reabsorción de entre el 40% y el 50% de la aleta dorsal y la 

reabsorción de las branquias de entre el 40% y 60%, a diferencia del A. iigrinum en los cuales 

se tomó corno parámetro de clasificación la reabsorción total de la aleta dorsal (AD— 0). 

Con respecto a la inducción de la metamorfosis, se ha reportado (Darras y Kühn, 1984) 

que la aplicación de T4 a una dosis de 101.tg por animal, produjo a las cinco semanas, la 

reabsorción de las branquias en un 75% y la disminución del 55% en la altura de la cola. En el 

caso de nuestro experimento piloto, la dosis única de 10 Mg por animal, produjo a los 36 días de 

su inyección, la reabsorción de entre el 10% y 20% en branquias y aletas, respectivamente. Estos 

mismos resultados se obtuvieron en los animales controles, es decir, no inducidos. En otros 

experimentos Jacobs y col. (1988) indujeron la metamorfosis con una dosis de 20 lig de T4, la 

que aplicaron nuevamente en el día 28, ya que no se había llevado a cabo la metamorfosis. Con 

este esquema de aplicación de T4 (40 lig totales) la reabsorción de las branquias tomó 79 días. 

En nuestro experimento piloto se utilizaron dosis de 10 y 40 MC (dosis única), las que hasta el 

día 36 posterior a su administración no produjeron metamorfosis, por lo que se decidió utilizar 

una dosis única de 100 1.1g con la que si se llegó a la reabsorción total de branquias y aletas en 

un promedio de 28 días para el A. mexicanum (tabla VI) y de 16 días para el A. tigrinum (tabla 

VI). A partir de este experimento se calculó una dosis de 2.5 MC• por g de peso con lo que 

logramos inducir el proceso de metamorfosis de manera homogénea. 

En los experimentos posteriores se logró la reabsorción total de branquias y aletas en un 

promedio de 19.2 días para el A. mexicanurn (tabla IX) y de 17.75 días en el A. tigrinum (tabla 

VIII). 

La duración de la metamorfosis está en relación directa a la dosis de T4, y al peso del 
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animal. En los animales del grupo piloto, con un peso inicial promedio de 53.85 g y una dosis 

de 100 lig de T4 (no ajustada al peso), llegaron a la etapa 111 en 28 días, Los animales del grupo 

A. mexicanum (experimento .113), con un peso inicial promedio de 31.25 g y una dosis de T4 de 

2,5 pg por g, llegaron a la etapa 111 en 19.2 días promedio. De estos grupos se obtuvieron los 

primeros animales que presentaron los parámetros morfológicos de cada etapa y se sacrificaron. 

Estos animales fueron generalmente los menos pesados (tabla IX ver peso inicial promedio de 

cada etapa), lo mismo ocurrió con el grupo A. tigrinum (tabla VIII), Los animales jóvenes y 

menos pesados presentaron una metamorfosis acelerada, por lo que sugerimos una dosis menor 

para obtener una metamorfosis gradual. 

Norris y Platt (1974) mencionan, que los animales sexualmente maduros (adulto 

neoténico) tienen una sensibilidad levemente disminuida a la T4 en los tejidos periféricos, lo que 

ocasionaría que a esta hormona le llevara un mayor tiempo para iniciar su efecto. Estos resultados 

podrían explicar el retraso que encontramos en la duración de la metamorfosis. 

El desarrollo de la metamorfosis, evaluado por los cambios en las estructuras anatómicas 

externas de los Ambystomas tigrinum y lnexicanum durante la metamorfosis inducida, es un 

proceso gradual. Este se inicia después de un periodo de 2 a 4 días de la aplicación de la T4, este 

lapso podría deberse a por lo menos dos factores: la sensibilización de los tejidos a la hormona, 

que incluye el efecto intracelular, es decir, la latencia de acción de la hormona en la maquinaria 

celular, y la formación de receptores (Galton, 1988 y 1989). 

La metamorfosis no consiste únicamente en el cambio de las estructuras anatómicas 

externas, sino que, conlleva la maduración o transformación de los diferentes órganos para la 

adaptación al nuevo medio ambiente. Estos cambios son de tres tipos principalmente: regresión 
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de las estructuras y funciones que tienen significado únicamentente en la larva; transformación 

de las estructuras larvarias en la forma adecuada para su uso en el adulto y desarrollo de novo, 

de estructuras y funciones esenciales en el adulto, que no estaban presentes en la larva. Por lo 

que, dividir la metamorfosis con base en los cambios externos más aparentes no resulta ser lo 

más adecuado. Sin embargo, no se tiene conocimiento exacto de todos los cambios, y sería una 

lista inmensa tornar en cuenta por ejemplo: niveles de hormonas tiroideas (Larras-Regard y col., 

1981) y otras hormonas, cambios en la piel (Kemp 1961), cambios en la producción de urea 

(Munro, 1953), cambios en las estructuras renales (Fox, 1970), incremento en la producción de 

proteínas sanguíneas (Hahn 1962). También se debería considerar la maduración de la 

hemoglobina (Benbassat, 1970; Turner, 1988) maduración y cambios en el sistema nervioso, 

algunos asociados a las estructuras de neoformación como son, la columna motora lateral de la 

médula espinal dorsal, por el desarrollo de las extremidades (Beaudoin, 1956), y la maduración 

de otras estructuras cerebrales como el hipotálamo a expensas de las hormonas tiroideas (Etkin, 

1965), o de la somatotropina y prolactina (Hunt y Jacobson, 1971), entre muchos otros. 

Para los objetivos de esta tesis la división en etapas con base en los cambios de las 

estructura anatómicas externas resultó ser lo idóneo. 

El objetivo principal de esta tesis fue el de analizar la IR de los péptidos opioides 

contenidos en la hipófisis de estos Ambystomas, y sus posibles cambios durante el proceso de 

metamorfosis. A continuación consideraremos y discutiremos los hallazgos inmunohistoquímicos. 

En los ajolotes adultos neoténicos (A. mexicanum y A. tigrinwn) nuestros resultados 
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muestran la presencia de fibras IR a LE en el lóbulo neural y en la eminencia media de la 

hipófisis del axolotl. Estos resultados coinciden con los reportados en aves, en mamíferos, así 

corno en otros anfibios (Bayón y col., 1980b; Watson y col. 1977; Merchenthaler, 1989). En el 

lóbulo anterior encontramos gran cantidad de células IR a LE (Fig. 15A). Este hecho no se ha 

reportado en otros vertebrados a excepción del trabajo de Tramu y Leonardelli (1979), en el que 

reportan la existencia de IR a LE en la adenohipófisis del conejillo de Indias. Otro reporte es el 

de Dores y col. (1984), en el que describen IR a encefalinas en células de la meta-adenohipófisis 

de la lamprea, que coincide con la IR a ACTH y alfa-MSH. Este hecho no es comparable con 

el del axolotl, ya que la meta-adenohipófisis de la lamprea corresponde anatómicamente al lóbulo 

intermedio de los vertebrados superiores. Estos autores mencionan que muy probablemente las 

encefalinas encontradas en este sitio sean el producto de la degradación de un precursor común 

de la ACTH y la MSH que es la proopiomelanocortina, que también contiene a la BE, y ésta a 

su vez contiene la secuencia de la ME. 

En los animales adultos neoténicos, no encontramos IR a ME en las células del lóbulo 

anterior, a pesar de que este anticuerpo tiene un cruzamiento del 3.83% en condiciones de RIA, 

Asai y col., 1995). Sin embargo, en las mismas rebanadas, se presentó una intensa IR a ME, en 

las fibras de la eminencia media, el lóbulo neural, y en neuronas del hipotálamo y en otros 

núcleos cerebrales (Fig. 16F, G y tabla III). Esta coincide con lo reportado en otros vertebrados 

(Bayón y col., 1978; Watson y col., 1978). La LE puede provenir de dos precursores: la 

proencefalina A, o la prodinorfina o proencefalina B (Noda y col., 1982; Gluber y col., 1982; 

Comb y col., 1982; Kakidani y col., 1982). Nosotros pensamos que en esta especie la LE 

encontrada en las células del lóbulo anterior proviene de la prodinorfina, por varias evidencias: 
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a) Martens y Herbert (1984) secuenciaron al gen que codifica la proencefalina A en la nula 

Xenopus laevis que es un anfibio Urodelo, y encontraron que no existía la secuencia de la LE 

y en su lugar contenía la secuencia de la ME, con un total de 7 secuencias de ME y ninguna de 

LE. Este puede ser el caso del axolotl en donde la proencefalina A, no contiene la secuencia de 

la LE y ésta se genere exclusivamente a partir de la prodinorfina. b) No encontramos IR a ME, 

que también proviene de la proencefalina. Dores y col, (1993) reportaron que en experimentos 

realizados con extractos ácidos de cerebro del A. tigrinum, y utilizando técnicas de 

radioinmunoensayo específicas para detectar las encefalinas, seguidas de un análisis de 

cromatografia líquida de alta presión (HPLC) de fase reversa, detectaron picos de auténtica ME 

y LE. Sin embargo, la proporción molar de ME:LE en el cerebro de este anfibio fue 

aproximadamente de 80:1. Ellos sugieren al igual que nosotros que la LE detectada puede 

provenir de un precursor diferente a la proencefalina y éste pueda ser la prodinorfina. Para aclarar 

este hecho, llevamos a cabo experimentos con anticuerpos para dinorfina A (1-8), dinorfina A 

(1-17) y dinorfina B (rimorfina). Nuestros resultados mostraron IR únicamente en fibras del 

lóbulo neural, eminencia media (Fig. 18A, B y C), neuronas en el hipotálamo y otros núcleos 

cerebrales para estos tres anticuerpos, principalmente para la dinorfina B (Fig. 18D). No 

encontramos IR a ninguna de las dinorfinas en las células del lóbulo anterior (fig. 16) en ninguna 

de las etapas de la metamorfosis. Esto sugiere que la prodinorfina se degrada hasta sus 

componentes de bajo peso molecular, en contraste con lo reportado para ratas en donde los 

componentes de bajo peso molecular de la prodinorfina se encontraron en el lóbulo nervioso 

(Seizinger y col,, 1984). Coincidentemente en el lóbulo anterior de la rana no se encontró 

dinorfina (Cone y Goldstein, 1982), Asai y col. (1988), por medio de las técnicas de 
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cromatografía de filtración molecular aplicadas en el cerebro e hipófisis del axolotl, encontraron 

que en la generación de la LE no participan intermediarios estables de alto peso molecular y ésta 

se encuentra generalmente en forma libre. El procesamiento de la prodinorfina en sus productos 

finales es específica para cada tejido (Seizinger y col., 1984). La conversión en productos de bajo 

peso molecular, como la LE, se presenta en algunos núcleos cerebrales, como en la substancia 

negra de los mamíferos (Zamir y col., 1984; Sei y Dores, 1990) y en otros anfibios (Sei y col., 

1989). Estos hechos no descartan la posibilidad de la existencia de otro precursor que de origen 

a la LE en estos anfibios. Recientemente Vindrola y col. (comunicación personal) encontraron 

que en extractos ácidos de cerebro e hipófisis del A. ligrinuin, la LE eluida en una cromatográfia 

de filtración molecular (Sephadex G-50) y posteriormente cuantificada por R1A, el pico que 

corresponde a la LE sintética aparece un poco después que la LE del A. tigrinum. Esta 

discrepancia se puede deber a la presencia de grupos sulfatos en la LE como se ha descrito 

anteriormente (Unsworth y col., 1982), ya que la presencia de al menos un radical sulfato, 

aumentaría aproximadamente 90 Daltones al peso de la LE. A este respecto podemos decir que 

las pruebas de especificidad del anticuerpo nos indican que es un anticuerpo altamente específico 

que reconoce al aminoácido carboxilo terminal (tabla IV y X). 

Con los datos anteriores podemos concluir que la IR a LE detectada en las células del 

lóbulo anterior de la hipófisis no proviene de la proencefalina, como en el caso del Xenopus, y 

sugieren que los precursores pudieran ser la prodinorfina, u otro precursor aún no identificado. 

La IR a MERGL en la hipófisis de los Ambystomas tnexicanum y tigrinum, sigue el 

mismo patrón de distribución que la BE, esto es, células IR en el lóbulo intermedio y en la 
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adenohipófisis, principalmente en la parte rostral. También existen fibras IR a MERGL en la 

eminencia media y en el lóbulo neural (Fig. 14A); a diferencia de la BE que no presenta IR en 

estas estructuras. Llama la atención que en diferentes núcleos cerebrales existe una gran densidad 

de fibras y neuronas IR a MERGL, ya que se ha reportado que no existe IR a este péptido en 

otros anfibios ni reptiles (Lindberg and White, 1986, Dores y col., 1993). Sin embargo, existe 

la posibilidad de que la secuencia de la MERGL esté presente en la proencefalina de este 

anfibio. Otra posibilidad es que este anticuerpo podría estar marcando un péptido similar. A este 

respecto, Dores y col. (1993) reportaron que en el cerebro del A. tigrinum, con la digestión 

enzimática de las fraciones del HPLC, con un tiempo de retención de entre 27 y 32.5 min. se  vió 

la presencia de un nuevo péptido un poco mayor a la MERGL, que no coeluye con la MERGL 

ni con el heptapéptido y tiene un tiempo de retención de 29.5, que es único en este anfibio. 

Con lo expuesto anteriormente, podemos concluir que existen similitudes en la secuencia 

de aminoácidos codificada por el gen de la proencefalina del Xenopus, en cuanto a que no existe 

la secuencia de la LE, y diferencias, como la presencia de un péptido de mayor peso molecular 

que la MERGL reportado por Dores y col. (1993). Discrepancias similares se han observado en 

las secuencias del gen que codifica para la proencefalina en los diferentes mamíferos. 

La distribución de la IR a BE en la hipófisis del axolotl adulto neoténico, sigue el mismo 

patrón que para las aves y mamíferos (Bloom y col. 1977). Es decir, no existe IR a BE en el 

lóbulo nervioso, ni en la eminencia media (Fig. 19A). La BE coexiste con la ACTH, BLPH y 

MSH ya que todas las células del lóbulo intermedio son IR a BE. Dichas células contienen a 

estas hormonas en los anfibios (Pezalla y col., 1978) y son péptidos que tienen un precursor 
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común. La IR a BE no coexiste con la IR a encefalinas (ver Fig. 4A, 13, Cy D del trabajo León-

°lea y col., 1991), lo que apoya el hecho de que provienen de diferentes precursores como en 

aves y mamíferos (Bloom y col., 1978; Rayón y col., 1980; Gramsch y col., 1979; Watson y col., 

1978) Esto sugiere que en los anfibios estos dos sistemas de péptidos opioides están separados, 

ya que no provienen de un precursor común y no se liberan de las mismas células. La 

distribución de la IR a BE en el pedículo del lóbulo anterior coincide con la distribución de las 

células corticotropas (Fig. 19A y C), como se ha reportado para mamíferos (Gramsch y col., 

1979; Watson y col., 1978) y otros anfibios (Dores y col., 1989, Olivereau y col., 1987). 

Con respecto a los cambios observados en la IR durante el proceso de la metamorfosis 

puntualizaremos lo siguiente: 

Para la IR a LE en la etapal encontramos la disminución o ausencia de ésta en las células 

del lóbulo anterior, con persistencia de fibras IR en la eminencia media y la aparición incipiente 

de IR en el lóbulo intermedio. La etapa II de la metamorfosis se caracterizó por un reencendido 

en la IR a LE en las células del lóbulo anterior, misma que vuelve a perderse en los animales con 

metamorfosis completa. Los puntos extremos, es decir, el estado larvario presenta IR a LE en la 

adenohipófisis y el estado adulto o salamandra, ausencia .Este hecho, en una primera instancia, 

nos llevó a pensar que la presencia de LE en las células adenohipofisiarias estaría jugando un 

papel en el mantenimiento de la neotenia, dado que, esta misma presencia se perdía en el estado 

adulto. La separación en etapas del proceso de metamorfosis nos permitió distinguir claramente 

una fase de pérdida de la IR a LE (etapa 1) seguida de la reaparición de la IR en la 

adenohipófisis (etapa II). Si bien no podernos encontrar un correlato morfofuncional a estos 
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hallazgos, estos hechos dejan entrever una acción más compleja no valorable con los métodos 

inmunohistoquirnicos utilizados en esta tesis. Esto nos ha llevado ha replantear el problema para 

puntualizar si se trata de una depleción por liberación durante la etapa I, o una falta de 

producción. Estos experimentos se llevan a cabo en la actualidad con técnicas de RIA y rebasan 

los objetivos de esta tesis. Al respecto se ha reportado (Cano-Martinez, 1995) la cuantificación 

de estos péptidos por el método de RIA, durante la metamorfosis inducida del A. mexicanum, en 

la hipófisis total. Los resultados del contenido de LE coinciden temporalmente con lo reportado 

en esta tesis, sin poder esclarecer, desgraciadamente su significado funcional. 

La IR a ME presenta un patrón distinto al de la LE en el transcurso de la metamorfosis. 

Durante el estado larvario no existe IR a este péptido en las células de la adenohipófisis y 

tampoco en el lóbulo intermedio (Fig. 16A). En la etapa I, se observa la presencia de IR poco 

intensa en los sitios antes descritos (Fig. 16B). En la etapa II, esta IR se presenta con una mayor 

intensidad en las células del lóbulo intermedio dispuestas periféricamente (Fig. 16C y D), y en 

las células de la parte rostral (pedículo) del lóbulo anterior, para volver a desaparecer al 

completarse la metamorfosis en la salamandra. (Fig. 17B). La IR a ME en las fibras de la 

eminencia media y del lóbulo neural se conserva tanto en la larva como en la salamandra, y no 

cambia durante la metamorfosis. 	Estos datos sugieren la activación del sistema de la 

proencefalina. Esta misma actividad cesa o disminuye en la salamandra. 

La IR a la MERGL durante la metamorfosis presenta una distribución similar a la de la 

BE con la diferencia que encontramos que presenta una redistribución de la IR en el lóbulo 
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intermedio hacia la periferia en la etapa 1 como se puede observar en la Fig. 14B. Esta 

redistribución se presenta también para la IR a LE y ME, de forma acentuada en la etapa 11 como 

se puede observar en la Fig. 15E y 16C. Estas imágenes sugieren una activación del gen que 

codifica para la proencefalina en estas células. En las etapas subsiguientes la distribución de la 

IR a MERGL se mantiene como en el adulto neoténico. 

La distribución de la IR a BE, Din 1-8, Din A y Din B, durante las diferentes etapas de 

la metamorfosis y en la salamandra se mantiene con las mismas características que en el estado 

larvario. Para la IR a ACTH y prolactina no se observaron cambios aparentes en su distribución 

en la larva y la salamandra. Llama la atención que la IR a ACTH y BE no cambia durante la 

metamorfosis, aunque en estas células se presenta concomitantemente, en la etapa II, IR a ME. 

Esto sugiere que las células adenocorticotropas durante la metamorfosis codifican el gen para la 

proencefalina; sin embargo, no podemos descartar que esta IR provenga de la ME contenida en 

la secuencia de la BE, ya que no se ha reportado que estos dos péptidos coexistan o se coliberen 

de las mismas células. 

Cano-Martínez (1995) ha reportado un incremento en la T3 durante etapas de la 

metamorfosis análogas a las reportadas en esta tesis. Para precisar, reporta un incremento 

importante en los niveles de T3, entre el estado larvario y la etapa I que continúa hasta la etapa 

II (etapa II-III de esta tesis), a partir de la cual parece alcanzar sus valores máximos (plateau), 

para posteriormente presentar, en la etapa III y hasta la etapa IV (etapa III de esta tesis), una 

ligera disminución. Esta curva muestra la actividad de una hormona ligada a altas demandas en 

los procesos metabólicos. Este hecho fue sugerido por Etkin en 1935. Desde entonces se ha 
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reportado por varios grupos el aumento de las hormonas tiroideas durante el proceso de 

metamorfosis tanto en los anuros (Weil, 1985; Weber y col., 1994, Niinuma y col., 1991) como 

en urodelos (Larras-Regard y col., 1981; Cano•Martínez, 1995). Existen otros reportes de las 

variaciones que presentan diferentes neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas durante el 

desarrollo de la metamorfosis (Norris y col., 1992; Carr y Norris, 1990, Schlesinger, 1981). Sin 

embargo, hasta el momento no es posible hacer un correlato morfofuncional. 

La presencia de la IR a LE en el estado larvario y su desaparición en la salamandra nos 

sugirió que este péptido pueda jugar un papel inhibitorio en el desarrollo de la metamorfosis o 

en el mantenimiento de la neotenia. Se ha reportado un efecto modulador opioidérgico sobre la 

dopamina (Haskins, 1981; Gudelsky y Porter, 1979; Morel y Pelletier, 1986; Meites y col., 

1979). A su vez la dopamina ejerce un efecto inhibitorio sobre la liberación de la prolactina, 

hormona que se ha asociado al mantenimiento de la neotenia (Darras y Kühn, 1984; Katt, 1976; 

Larras-Regard, 1985). En esta línea de pensamiento realizamos los experimentos con antagonistas 

de los opioides endógenos (naltrexona, binaltorfimida y naltrindol) con el objeto de tratar de 

precipitar la metamorfosis. Con las dosis y la vía de administración utilizadas, no fue posible 

precipitar la metamorfosis, lo que sugiere que los opioides endógenos no tienen un papel 

protagónico en el mantenimiento de la neotenia. Esto se presenta como un problema mucho más 

complejo, que encierra una integración hormonal que no se encuentra bien elucidada y que escapa 

a los objetivos de esta tesis, ya que para dar una explicación satisfactoria hay que establecer 

correlatos mas finos a nivel de interaccione's funcionales neuroendócrinas. 

Los experimentos de coexistencia demostraron que la BE y la ACTH se encuentran en 

las mismas células y regiones, como ya se mencionó anteriormente, esto es, en las células del 
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lóbulo intermedio que ha su vez son melanotropas y en las células de la porción rostral del lóbulo 

anterior o corticotropas. Estos resultados concuerdan con lo que se había demostrado para 

anfibios (Dores y col., 1993) y otras especies (Rayón y col., 1980 y 1980b; Gramsch y col., 

1979). 

Existe IR para LE, ME, MERGL, dinorfinas y para la LFIR.H, en las fibras de la 

eminencia media y el lóbulo neural. Con nuestros resultados no se puede dar una evidencia clara 

de coexistencia, ya que la IR es muy intensa sobre todo en el caso de la eminencia media y con 

los dos conjugados (rodamina y fluoresceína) se observó fluorescencia en las mismas fibras. Es 

necesario un examen a nivel de microscopía electrónica para asegurar estos hechos. Existen 

reportes de coexistencia de encefalinas y dinorfinas con oxitocina y vasopresina en estas fibras 

de la eminencia media y el lóbulo neural (Martín y Voigt, 1981; Watson y col., 1982). 

La IR a LE en las células del lóbulo anterior y la IR a prolactina parecen coincidir en 

algunas regiones del lóbulo anterior (Fig. A, B y D, E). Sin embargo no se encontraron células 

con doble marcaje. La distribución de la LE es más parecida a la distribución de las células 

gonadotropas (Mikami, 1992). Al respecto existen trabajos que reportan la coexistencia de LE 

y LH y FSH en adenohipófisis de conejillo de Indias (Tramu y Leonardelli, 1979), y la 

coexistencia de prodinorfina con LH y FSH, en mamíferos (Khachaturian y col., 1986). 

La existencia de IR a péptidos opioides en las células de los lóbulos intermedio y anterior 

de la hipófisis, así como, en fibras de la eminencia media y el lóbulo neural, y las variaciones 

de la IR a estos péptidos durante la metamorfosis sugiere una relación funcional moduladora, ya 

sea de forma parácrina o endócrina, con el proceso de maduración y desarrollo que implica la 

metamorfosis. 
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ABSTRACT 
An immunohistochemical study of opioid peptides in the hypophysis of the axolotl, 

Ambystoma mexicanum, was carried out with antisera against leu-enkephalin, beta-endorphin, 
met-enkephalin, and dynorphin A (1-8). We found leu-enkephalin immunoreactivity in some 
fibers of the neural lobo and the median eminence. In contrast to previous reports on mammals 
and other vertebrates, we found leu-enkephalin immunoreactivity in many cells scattered 
throughout the anterior lobe. As in other vertebrates, the beta-endorphin immunoreactivity 
was present in all the cells of the intermediate lobe and in a few cells of the anterior lobo. 
Met-enkephalin and dynorphin A (1-8) immunoreactivities were only present in the neural lobe 
and the median eminence. The presence of leu-enkephalin and beta-endorphin in the anterior 
lobo suggests that these peptides could be acting as hormones released from the hypophysis of 
the unmetamorphosed amphibian. 

Key words: opioid peptides, immunohistochemistry, dynorphin, hypophysis, amphibian 

Opioid peptides have been implicated not only in the 
codification and modulation of sensory afferent information 
processes, such as habituation and nociception, but also in 
systemic and metabolic responses such as stress, learning, 
and autonomic regulation (see review of Olson et al., '89). 
The distribution and functional meaning of leu-enkephalin 
(Leu-E), met-enkephalin (Met-E), beta-endorphin (BE), 
and dynorphin A (1-8) (DY 1.8) in the hypophysis of several 
species have been discussed elsewhere (Bloom et al., '77; 
Rossier et al., '79; Bentley and Wallis, '86). The enkephalins 
and dynorphin have been found in the neural lobe (NL) of 
the hypophysis of different organisms (Rayón et al., '80a; 
Goldstein and Ghazarossian, '80; Cone and Goldstein, '82). 
The presence of dynorphin and beta-endorphin in the 
intermediate lobo (IL) has also been reported (Bloom et al., 
'77; Rossier et al., '77; Fratta et al., '79; Gramsch et al., '79; 
Goldstein and Ghazarossian, '80; Cone and Goldstein, '82). 
There is controversial evidence for the existence of dynor-
phin in the anterior lobe (AL) of various species. Schwenk 
et al. ('89) reported high concentrations of DY (1-13) in the  

AL of the rat. However, Goldstein and Ghazarossian ('80) 
found only spare quantities of this peptide in the AL of the 
rat, and found no evidence for its presence in Bufo marinus 
(Cone and Goldstein, '82). The only existing report of Leu-E 
in the meta-adenohypophysis is that of Dores et al. ('84) in 
the lamprey. A recent work, using a radioimmunoassay 
technique (RIA) (Assai et al., '88), shows that in a neothenic 
amphibian, the Mexican axolotl—Ambystonta mexicanum—
the enkephalin content in the hypophysis is signiticantly 
higher than that mensured in the telencephalon. Biochemi-
cal techniques are suitable for assessing the presence of 
opioid peptides, but they do not give information about 
their distribution in the cells containing them. Therefore, 
we carried out an immunohistochemical study of the hy-
pophyseal gland of the axolotl, to determine the localization 
of cells and fibers irnmunoreactive (IR) te Leu-E, Met-E, 
BE, and DY. Moreover, since the adenohypophysis has a 
prominent peptide secretory activity, it may prove interest- 
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int; to study the features and the distribution uf the cells 
containing these opioid peptides, which niay be playing u 
hormonal function. 

I\ IRTE 	AND MET1.10DS 
Axolotls, A. mexicanum, were captured in the Lake uf 

Xochimilco in Mexico City. Thirty mole and feinale animals, 
weighing 80-120 g and measuring .18-.20 ni in length, 
were maintained in un open air aquarium at 18-20"C and 
subjected to an artificial day-night cycle (10 hours light/14 
hours darkness). The animals were anaesthetized by inhala-
tion of ethyl-ether and intracardially perfused with 4(.;; 
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pl 17.4, 4°C). 
The brains, with their hypophyses attached, were removed 
and post-fixed for 3 hours in the same solution. Then, the 
brains were equilibrated in successive sucrose solutions 
(12, 16, and 18%). Brains were cut in sagittal sections (10 
p,m) by means of a cryostat (Leitz, Wetzlar) at 16--18°C. 
Sections were mounted on gelatin-covered slides. 

Antibody characteristies 
Leu-E, Met-E, BE, and DY (1-8) antisera were used for 

the immunocytochemical experiments. The characteristics 
of the antisera were as follows. Under RIA conditions, the 
Leu-E antiserum crossreacts 6%, in a molar basis, with 
Met-E; 1.4% with DY (1-13); and less than 0.01% with 
alpha, gamma, and BE. Under immunohistochemical condi-
tions the Leu-E antiserum crossreacts completely with 
synthetic Leu-E, slightly with synthetic Met-E and UY 
(1-8), and not at all with BE. Under RIA conditions, the 
Met-E antiserum showed a 100% crossreactivity with 
Met(o)-E, 0.3% with Len-E, 0,2% with the heptapeptide 
Met-E-Arg-Phe, and less than 0.01% with Met-E-Arg, UY 
(1-13), DY(1-8), the octapeptide Met-E-Arg-Gly-Leu, alpha, 
gamma, and BE (Assai et al., '88). Immunohistochemically, 
this antiserum crossreacted completely with synthetic 
Met-E, slightly with synthetic Leu-E, and not at all with BE 
and UY. We used two kinds of BE antiserum: une was 
kindly supplied by Dr. Floycl Bloom and its radioimmunoas-
say characteristics have been described elsewhere (Bloom et 
al., '77), and the other was from a commercial brand ( ICN 

These antisera only recognize the carboxyl-terminal 
segment of the peptide, fully crossreacting with (13-LPI-D; 
no cross reaction is observed with pro-enkephalin A (Pro-
Enk-A) or pro-enkephalin B (Pro-Enk-13) -derived peptides. 
Immunohistochemically, both antisera behaved in a similar 
way, i.e., they crossreacted completely with synthetic BE 
and they did not crossreact at all with synthetic Leu-E, 
Met-E, or UY. We used two kinds of dynorphin A (1-8) 
antiserum: one was kindly supplied by Dr. ladarola and has 
been described elsewhere (ladarola et al., '86; Ruda et al., 
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'88), and the other was from a commercial brand ( Penin-
sula Lab.). Under immunohistochemical conditions, these 
antisera crossreacted completely with synthetic DY (1-8), 
slightly with synthetic Lea-E, and not at aall with Met-E or 
BE. The results of preadsorhing the antisera with synthetic 
peptides are summarized in 'rabie 1. 

IMMUNOILISTOCHEMICAL PROCEI)URE 
The consecative serial sections were incubated in each 

one of the antisera at 4°C under a humid atmosphere for 24 
hours, diluted in 0.1 M phosphate-buffered satine (PBS) 
containing 0.3€)1, Triton X-100. The dilutions for each 
antiserum were Leu-E 1:100, Met-E 1:100, BE 1:50, and 
DY (1-8) 1:500. Five or six slides in each experiment were 
chosen for the preaclsorption controls: that is, instead of the 
first antiserum a preadsorbed antibody with its respective 
synthetic peptide (the synthetic peptide had a concentra-
tion of 10' M) was used, and the following steps of the 
control experiments were the same as for the normal ones. 
Thus, after rinsing in PBS, the slides were incubated with a 
second antibody (goat antirabbit fluorescein isothiocyanate 
conjugate 1:100) in PBS-Triton for 2 hours at 37°C, rinsed 
again with PBS, and coverslipped with glycerine. The 
control experiments were performed as follows: 1) omission 
of primary antibody, 2) omission of the secondary antibody, 
3) preadsorption of' primary antibody with an excess, 10 ' 
M, of the respective synthetic peptide (Leu-E, Met-E, BE, 
and DY (1-8)), 4) control with buffer; i.e., in all the 
incubation steps only the buffer was used. The structures in 
which fluorescence was not observed after absorption in the 
control sections were considered specifically positive. The 
observations were mude in a fluorescence microseope (Leitz 
Laborlux 12) using suitable filters (12). Photomicrographs 
were taken using a 400 ASA film and the usual developing 
procedures were f'ollowed. 

RESULTS 
Len-E immunoreactivity 

Our results showed intenso Leu-E-Ilt cells scattered 
throughout the anterior lobs of the hypophysis (Fig. 1A). 
The median eminence also presente( a full pattern of 
Leu-E-IR fibers (Fig. 1E, arrow ). These fibers were located 
along the sume axis of the median eminence and presented 
varicosities. In the neural lobo we found a low density of 111 
Leu-E fibers. The cells in the anterior lobo luid a columnar 
shape, their longest axis being 32-40 p.m and the shortest 
orle being 6-10 1.t.m, The cells had one pule attached tu a 
sinusoid wall (Fig. 2A), and their elongated nucleus (20 x 4 
¡un) lay at the opposite pote. Sometitnes both pules were 
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Fig. 2. Parasagittal sections of the hypophysis id the asolot I. A: Cells 11-t tu 1.vu-E in the anterior lohe, 
Cells IIZ t BE in the anterior Iota,. No( ire the proxiinity of the 1U cells tu the sinusoid spnccs 	The 

rytoplasins uf the IR cella are strongly fluorescent , the intelei are not.Scate hará: A, 50 'int; II, 25 fin]. 

attached to sinusoid ‘valls (Fig. 3). Only the cytoplasm was 
irnmunoreactive (Figs. 1E, 2A, 3). No ',Kr-E-IR-positivo 
cells were found in the intermediate lobo (Fig. 1 A,C). 

BE immtmoreactivity 
All cells in the intermédiate lobo were tbund to be 

immunoreactive tu BE (Fig.. 113). In the AL oniy a t'ow cells 
showed BE inummoreactivity, The !atter cells were distrib-
uted in the pedido 1 Fig. 1 B,F) or were scattered in the rest 
of the gland. The morpholou and size of' the 13E-IR cells 
found in the AL were 	lo the Leu-E-11? cells described 
aboye (Fig. 213). I lowever, comparison of adjacent sections 
of the anterior hypophysis having Leu-E and 13E immuno-
reactivities showed that the immunoreactive cells do not 
overlap (Fig. 4A—D). We hacl no evidence for colocalization 
of' both peptides in the same. cell. However, it is diflicult tu 
ascertain the !atter observation, since the sections were not 
counterstained, and hence the cells without immunoreactiv-
ity were not clearly seen. Double-labeling studies are needed 
to confirm this issue. Also no BE-IR cells and fihers in the 
neural lobo and median eminence were found (Fig. 1 13,D, F). 
An interesting finding was that the BE-IR cells showed a 
distributiun similar to that of' corticotropic cells seen with 
the hematoxylin-eosin staining rnethod. 1 nterestingly, in 
Ambystoma tigrinum the distribution of' the corticotropic 
cells containing ACTI1 and Alpha-MS1-1 (Dores el. al ., '89h) 
resembles that of BE IR cells in A. prrexicanrinr. 

Met-E immunoreadivity 
The Met-E-IR liben; were restrieted tu the median eini-

nenee and some illiers in time mural lobe (Fig. 5A,C). These 

Fig. 3. Cell inununoreactive to Lett •E in the ¿Interior lobo of' the 
hypophysis oí' the a)ulotl. An elengated yen With hoth pides attached In 
sinusoid \valls ISi. Scale bar: 50 p.m. 

tibers Were located along the same zixis of the median 
eminence and showed varicosities. No Jvlet-E-IR eells and 
fibers were round lii the anterior iobe and in the intermecii-
ate 10130. Some non-specitic and lols,  iminunoreactivity WaS 
present in the anterior lobo dile 	erossreaetivity tu Leu-E. 
We round als() intense 	neurons ancl fihers in time 
hyp(tt halamus 1 Fig. 5A,13). 

Fig. 1. Parasagitt al sed 	oí the hypophysis ot" the axolot 1 nhosv- 
ing Leil-F, and BE irilniunoreactivíties The th rue phi itographs un the 
lett 	show iminunoreactivity 10 	;inri the une.. on t IP.' right 
( 	tu BE. In a pariorainie vieyv ti11 oito can s.ee situng inintunailu- 
oreseence in rnany cells of the anterior folie and in .!.wine iibers uf' the 
median entinene.e. There is nU 111~1110f1llart'SeenUf` III da' infITInt'dintu 
tole. A ingiaT 	 'PM ((7,E1 uC tete' ¿interior reweti 01.  (he  

affvnirhyl)ophy-sis 1 pv(itelei z-lows strong iininlinni'Vaill'ity in cells, ¿1:-; 
S'AA] :1S In lile',: 	nadtan nnlinelteü. The intiniinorear:tivity (o 131.: 
pre:ierit in all the cells 	111e inierritediate lobo and in sinne cells uf the 
anterior lohe 111,1)1. The mural and median erninence dei not leave.‘ 
ininiunothinrescenec to 	!BY'. Seale har: ‘1,11, 250 [un; (U), 100 
;lin: 



A 
	

B 
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A 

Fig, 5. Parasagittal section of the hypuphysis and hypothalainus ()I' 
the axolotí showing the distribution uf immunoreactivity tu Met 
There are inany intense IR tihers in the median minenee (set.. lower 
hoxed arca in A, eniarged in e t. There is no i 	noreacti vi ty in II, and 

DI' (1-8) immunoreadivity 
The distribution of' DY (1-8) inununoreactivity in the 

hypophysis was very similar to that for Met.-E. We found 
abundant DY t 1-8)-11Z fibers in the neural lohe and in the 
median eminente (Fig. 6). No immunoreactivity to DY 1-8) 
was found in the anterior and intermédiate lohes. However, 
there was 	Iow non-specitie fluorescente present in the 
anterior lobo. IVe fbund also 1)Y t1-8)-IR neu roas and fibers 
in the hypothalamus. The distribution of the immunoreac-
tivity to all peptides is shows in Figure 7. 

D1SCUSSION 
Our results show the presence 	Len-E IR cells in the 

anterior lotee of the hypophysis of Amhystonia /riexicanum. 
This pattern oí d ist ribution has not been deseribed in other 
vertehrates. I lowever, Leu-E 11? fibers in the NI., and ME 

Al,. In the hypot halamos (I- IYP), there are strongly IIt neurons and 
ti bers near the in fu ndihulu m 	(seo upper hoxed aren in A, enlarged in 

Scalo hars: A, 200 Jim; 	50 p.m. 

are ;liso found in other vert€.wate species (Rossier et al., 
'77; Bayún et al., '80a; Naik 	al., '81; Dores et al., '89a). 

II is remarkable that in the AL we did not fiad Met-E IR, 
suggesting that it might arise from a different, precursor 
(han Len-E. There is a low non-specific fluorescence in the 
AL that can be (IUO to crossreaction of the Met-E antiserum 
with Len-E. We disearded the possibility of the presence of 
Met -I': immunoreactivity, because olthough the Met-E an-
tiserum recognizes Leo-E, using the specific antihody, we 
did not fiad any Met-E IR in the AL. I lowever, this does not 
mean that tlw antisent m liad less affinity, since in the same 
tissue slices we found fibers in the NI, and median etni-
nence, and intense inmut noreactive cells and [niers in the 
hypot halamos. 

Since an enkephahn sequence (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) is 
contained in 11-1,111 and endorphin t 1{ossier et al., '77; 
Nakanishi et al., '79) caro has ti he taken so that enkepha- 

.1. 	Adjaeent parasmittal seet ion ( 1.5 pm ,  !,1111wHig t he ladl uf 
overlap lietweeit Len-E and IIE num u noreact 	ill the anterior lidie 
oí the hypophysis of the axolotl. A: Pedido region ;vitt' 111 	lett latid 
fihers tarrow) lo Lett-E. Notiee the rt,gion with no num u noreiiet ivny in 
the rostral parí uf the pediele ieireles 1.14: Group uf Ili (1,11:i tu 	hin 
correspontis to t1w n'Ilion with no IR tu Leu -I' n1 pina ograph 	'There' 
are al) I1 fibers in the median eininenee iiirrow 1. '1'111,  a.-:teri,,k inark.;  

enanective 	present iii hoth phnt(Traph,,,, that wa,,, tised as a 
reletent_l. pant tu compare the sectinns. 	LeteE IIZ cells mirrounding 
a suitisoid 15) tn 	middle part i1 the anterior folie. 1): The mira( 

intts4)-a1 surrouncled by tal BE In eelfs. The ¿u-iterisks un hotil piloto• 
niark ari artdart that. WI- 11H.'t1 as a reference point for 

vornpariscia. I'll(,tollraph I) waz,:taken with a long e):1).o.;ure tino. Scale 
h:ir .710 	nt 
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Fig. 6. Photornierographs showing IR to 1)Y (1-8). There are 
abur tina IR fibers in the neural lohe 1A) and in the mechan erninenee 

Scale bars: A, 10 luir, B. 50 ain. 

lin IR is not an artifact (fue tu crossreaction with a 
hy-product of 13-1,1311 or endorphin degradation. I t is known 
that the Leu-E sequence is mit contante(' in the II-1,1311am! 
endorphin precursor; therefore, the presence of Leu-E 
immunoreactivity in the anterior lohe of the axolotl is not a 
degradation product of pro-opiomelanocortin (1.30MC). A 
previous study (Dores et al., '8,1) reports enkephalin immu-
noreactivity in the meta-adenohypophysis uf the lamprey, 
svhich coincides with immunoreactive ACTII or alpha MSH, 
I3oth products, along with 11-LPH and BE, have a conmino 
precursor: POMC. Thus, the enkephalin immunoreactivity 
in the lamprey meta-acienohypophysis may alise from 
endorphin degradation. Furthermore, the meta-adenohy-
pophysis of t bis species corresponds with the intermediat e 
lob(' 	higher vert ebrates, 

Leu- E 

BE 

Met- E 

DY 

Fig. 7. Drawing oí' a parasiazittai section 01' the hypophysis 	die 
axolotlsoinmarizing the distrihotion IR to Leu-E, 13E, Met-E and DY 
(1-8) ceils 	and flhers 	). 

The peptide Leu-E can he obtaine(1 from either of two 
precursora: pro-enkephalin A or pro-enkephalin I3 (Com") et 
al., '82; Gubler et al., '82; Kakidani et al., '82; Noda et al., 
'82), \Ve helieve that in A. mexicanum the Leu-E found in 
the AL comes from the latter precursor. Furtherinore, it is 
possibk that Pro-Enk-A genes in lower vertebrales muy 
differ from those present in higher once. Martens and 
flerbert '811) described in Xenopus hwvis that the genes 
that codify for Pro-enk-A contain seven Met-E sequences, 
hut no Leu-E, This could also be the case for the axolotl, 
where the Pro-enk-A may not contain the Leo-E sequence: 
this peptide may be derived from Pro-enk-B-related end 
products. lo this sense, we could not fiad UY (1-8)-IR cells 
in the AL of the axolotl. This could be due to the fact that 
the antisera used to detect DY I 1-8 )-related material were 
directed al mammalian DY (1-8), and therefore were non-
specitic for amphibian DY (1-8), although we detected DY 
(1-8) immunoreactivity in liben; in the median eminente, 
ricura! lobe, and cella and fibers in the hypothalamus. An 
alternative explanation is that some of the Pro-Enk-B-
related material was cleaved tu yiel(1 Lett-E. Further studies 
have tu be done with alpha-neo-ertdorphin or dynorphin 11 
to clarify this point. Conversion uf dynorphin products tu 
Leu-Enk has beca show!' in the amphibian X. 	(Sei 
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al., '89). There is alsu evidence from stlldtes un manunals that 
P ro-en k-B end products can he processed tu yield I"-E (Zarnii- 
ot al., 	Seizinger et al. 1'8,111,h) found that in rats the low 
molecular weight components are localized in the NL. 

Cone and Goldstein ('82) found that in AL uf the Load 
Bufo marinus, there were negligible concentrations oí DY. 
In the rat anterior lobe, the findings are cora roversial. 
Schwenk et al. ('87 ) found high concentrations of DY (1-13), 
while Goldstein and Ghazarossian ('80) reported low guau-
tidos of DY (1-13) in the anterior lobe. Using inntinohis-
tochemical techniques, Watson et al. ( '81) did not fiad any 
immunoreactivity to DY (1.13) in the anterior lobe of' the 
rat. Seizinger et al. ('84b), in un ontogenic study of' rats, 
found that the concentration of pro-enk-B-derived peptides 
in the AL and IL of the hypophysis is much lower in the 
newborn animals than in the adults. In our results, the 
immunoreactivity tu DY (1-8) has a similar distribution lo 
Met-E; however, the fibers IR tu DY (1-8) in the NL are 
more abundunt. In the IL, our results differ from what has 
been found in other species (Goldstein and Ghazarossian, 
'80; Cone and Goldstein, '82). For instance, we did not finó 
DY (1-8) in the IL. The absence uf' DY (1-8) in the AL and II, 
ofaxolotl muy be an ontogenic feature, since this amphibian 
remains in a neotenic state throughout bife, that is, it 
reaches sexual maturity in a larval stage. Thus, the distribu-
tion of DY (1-8) might resemble that corresponding tu a 
newborn animal. 

The distribution of BE-IR cells is similar to that reported 
for birds and tnammals (Bloom et al., '77, '78; Gramsch et 
al., '79; Bayón et al, '80a). There are no BE-IR fibers in NL 
and ME. In AL we do not fiad coexistence of BE-IR and 
Leu-E IR cells; this supports the notion that they niay come 
from difFerent precursors. The main distribution of the 
immunoreactivity in the pedicle of' AL coincides with the 
distribution of the corticotropic cells (Kraicer et al., '85; 
Olivereau et al., '87; Dores et al., '89b). 

The existence of immunoreactivity tu Leu-E, Met-E, and 
DY (1-8) localized in fibers of the median eminence and 
neural lobe, which come from the hypothalamus, suggests 
that these peptides might have a regulatory function un the 
hypophyseal hormones, as has been shown in other species 
(Rossier et al., '79). The action of BE on hormone responses 
has been difficult to evaluate; some of the clearest results 
have been obtained in studies of the AL hormones, growth 
hormone and prolactin. Many researches in this respect 
have shown that BE is a very efficient releaser of both 
hormones at the hypothalamic levet (Holaday and Loh, '81). 
The fact that BE is localized in AL of the axolotl suggests 
that this peptide behaves as a hormone. 

The presence of Leu-E-IR eells in the AL, in contact with 
the hypophyseal sinusoide, sises interesting questions and 
possibilities. As Leu-E is very likely secreted as a hormone 
in the axoloti, which factors might control these cells? 
Leu-E coexists and is it or is it not cosecreted with other AL 
hormones? And, which are their physiological targets and 
functions? The fact that the axoloti reaches adulthood in un 
immature, non-metamorphosed stage makes the present 
finding relevant tu the study of opioid peptides in relation tu 
developmental biology. 
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