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RESUMEN

El estudio de los péptidos opioides, ha tenido una gran relevancia ya que estos péptidos
participan no solo en los mecanismos de la informacién nociceptiva y neuromodulacion, sino
también estan involucrados en procesos neurosecretores y hormonales relacionados con el
metabolismo y el desarrollo. Es en este sentido que resulta de gran importancia estudiar la
distribucion 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
distribucion anatomica que tienen los péptidos opioides tales como Leu-encefalina (LE), Met-
encefalina (ME), -endorfina (BE) y Dinorfina 1-8 (DIN 1-8) en la hipofisis del 4. mexicanum
adulto neoténico. Uno de los hallazgos importantes fue la existencia de LE en células de la
adenohipofisis, ya que no se habia reportado en otras especies de animales.

El objetivo de esta tesis fué realizar, con la ayuda de técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas, un estudio ontogénetico de la distribucion anatomica de los péptidos
opioides tales como: LE, ME, MERGL (Metinonina-encefalina Arg-Gli-Leu), BE, DIN -8, DIN
A y DIN B en la hipofisis del A.mexicanum durante la metamorfosis inducida experimentalmente
mediante la administracion de tetrayodotironina (T4), asi 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 Gnica de T4 intraperitoneal. Se obtuvieron animales en diferentes
etapas de la metamorfosis hasta el estado adulto de salamandra, en los que se realizaron técnicas
inmunohistoquimicas para detectar los diferentes péptidos opioides. Con los resultados obtenidos
se establecid la distribucion anatomica de los péptidos opioides en la hipéfisis de los Ambystomas
mexicanum y tigrinum en el estado de adulto neoténico y los cambios en su distribucion 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 16bulo intermedio y ¢l 16bulo anterior presento
variaciones que van desde la desaparicion en la etapa I, un aumento importante de {a IR en la
etapa II, para desaparecer nuevamente en las etapas IIl y 1V. La IR a los demas péptidos opioides
estudiados no presentd cambios aparentes durante el proceso de metamorfosis. La existencia de
IR a péptidos opioides en las células de los lobulos intermedio y anterior de la hipdfisis, asi
como, en fibras de la eminencia media y el lobulo neural, y las vartaciones de la IR a estos
péptidos durante la metamorfosis sugiere una relacion funcional moduladora, ya sea de forma

paracrina o endocrina, con el proceso de maduracion y desarrollo que implica la metamorfosts.



ABSTRACT

The study of opioid peptides is relevant since these substances not only participate in the
mechanisms of nociception and neuromodulation, but also in neurosecretory and hormonal
processes related to metabolism and development. In this sense, i1t 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 Ambystoma mexicanum. In a previous work,
the description of the anatomical distribution of opioid peptides such as leu-enkephalin (LE), met-
enkephalin (ME), 8-endorphin (BE) and dynorphin 1-8 (DIN 1-8) was reported in the hypophysis
on the adult neotenic A. mexicanum. 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
immunochemical 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
salamander (adult state). Metamorphosis was experimentally induced by a unique intraperitoneal
injection in two adult neotenic axolotl species: A. mexicanum and A. tigrinunm. Animals in
different stages of metamorphosis were obtained and immunohistochemical techniques were
carried out to localize different opioid peptides. With the results of these experiments, the
anatomical distribution of opioid peptides in hypophysis of A. mexicanum and A. tigrinum was
described in the neotenic adult stage, as well as the changes in their distribution in the different
stages of metamorphosis. Immunoreactivity (IR) to enkephalins (LE and ME) in cells of
intermediate and anterior hypophysial lobes presented changes that comprehend its absence in
stage I, an important increase in its intensity in stage II, followed by its disappearance in stages
I1I and IV. The other opiotd peptides included in this study did not present significant changes
during the process of metamorphosis. The existence of IR to opioid peptides in neurons of
anterior and intermediate hypophysial lobes, as well as in fibers of median eminence and neural
fobe, and the changes in IR intensity of these peptides during metamorphosis suggest a paracrine
or endocrine modulatory physiological role of these substances during maturation and

developmental processes involved in metamorphosis.



ANTECEDENTES

Desde épocas muy remotas, el hombre en su afan 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 clinicos de induccion de suefio llamé narcotina. Dos afios mas tarde
Sertuner purificé la narcotina y a esta substancia la denomind morphium, con la caracteristica
fundamental de ser un potente analgésico (Peset, [973). Esto abrié uno de los capitulos de mayor
importancia en la farmacologia y la fisiopatologia del dolor.

Fue hasta la década de los setenta cuando se aportaron evidencias del funcionamiento de
los opioides mediante la identificacion de los receptores estereoespecificos a la morfina, con el
uso de ligandos sintéticos como la naloxona tritiada. Estos trabajos se realizaron simultaneamente
por Terenius (1973) en Suiza, y Pert y Snyder (1973) en Baitimore. E! descubrimiento de los
receptores a opiaceos en el ileon de cobayo y en el conducto deferente del raton (Kosterlitz y
Waterfield, 1975); la existencia de estos receptores en las membranas de células nerviosas en
donde tienen efecto los opiaceos (Pert y Snyder, 1973; Pert y col., 1975; Terenius , 1973), la
revercion de los efectos de la morfina por la administracion de un antagonista, la naloxona (Akil
y col,, 1976), y la produccion de analgesia por estimulacion eléctrica de la substancia gris
periacueductal en la rata (Mayer y Liebeskind, 1974), entre otras observaciones, hicieron pensar
que habia substancias endégenas que mimetizaban las acciones de los derivados del opio. En
1975 Hughes, en experimentos realizados con homogenados de cerebro de cerdo, logré purificar
una substancia que reproducia los efectos de la morfina en las preparaciones bioldgicas del
conducto deferente del raton y el ileon del cobayo, produciendo la inhibicion de las contracciones

evocadas. Este efecto era revertido por la administracion de naloxona. El mismo grupo (Hughes
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y col., 1975), di6 la secuencia de aminoacidos que conforman los ohigopéptidos que llamaron
encefalinas y que consisten en pentapéptidos: la Metionina-encefalina (ME) v a la
Leucina-encefalina (LLE), cuyas secuencias son:
NH2-Tir-Gli-Gli-Fen-Met-COOH  para  la ME
NH2-Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-COOH  para la LE
En el mismo aiio, Goldstein y col., (1971) aislaron un péptido de la hipofisis de bovino
y de porcino que tenia también los efectos de la morfina. En 1976, se identifico la estructura de
este compuesto y fue llamado B-endorfina kBE), el cual corresponde al fragmento 61-91 de la
B-Lipotropina (BLPH), (Bradbury y col., 1976). Guillemin y col. (1976) determinaron la
estructura de la o y y endorfinas, aisladas del extracto de hipotalamo e hipoéfisis. Estos hallazgos
han sido corroborados por otros autores en varias especies de vertebrados. Hasta el momento se
conocen alrededor de 40 péptidos enddgenos que se unen a los mismos receptores que el opio,
son agonistas de la morfina y se sintetizan enddgenamente. 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 opiaceos.

PRECURSORES DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES.

Con ayuda de las técnicas de DNA recombinante y de la quimica de proteinas se ha
demostrado que todos los péptidos opioides provienen de tres proteinas precursoras inactivas que
son: la proopiomelanocortina (POMC) (Nakanishi y col., 1979), la Proencefalina A (PEF) (Comb
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 proteinas con sus péptidos derivados (Tabla



I) representan los tres sistemas opioides conocidos y que se distribuyen de manera diferente en
el SNC. Seglin su estructura, y como se observa en la Fig. 1, las tres moléculas precursoras de
péptidos opioides tienen varias caracteristicas en comun: a) peso molecular cercano a 30 000
daltons, b) un nimero similar de aminoacidos, entre 209 y 267, c) las secuencias correspondientes
a los péptidos biologicamente activos dentro de la secuencia del precursor estan limitadas en
ambos extremos por pares de aminoacidos basicos, y d) la region amino terminal es rica en
residuos de cisteina, no incluye aminoacidos de reconocimiento proteolitico tipico y esta
precedida por una secuencia sefial de naturaleza hidrofébica, Estas similitudes sugieren una
relacion evolutiva entre las tres diferentes proteinas precursoras. Ellas re'presentan una familia de
genes y productos de genes relacionados funcionalmente. Posiblemente el significado biologico
de los precursores de multihormonas es la produccion simultanea de péptidos activos los cuales
actuarian de una manera coordinada en respuesta a perturbaciones que dieran origen a un control

fisioldgico.

BIOSINTESIS DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES

Se ha establecido que los péptidos opioides biologicamente activos son sintetizados a
partir de grandes moléculas precursoras, que se procesan durante su transporte intracelular para
dar lugar a la molécula activa, como en el caso de las proteinas de exportacion y los
neuropéptidos (Steiner y col., 1980 y 1984). Este proceso biosintético incluye la transcripcion,
traducciéon en los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso (RER), transferencia de la
prohormona del RER al aparato de Golgi de-donde sale y se almacena en los granulos secretorios

previo a su liberacion por exocitosis. El procesamiento postraduccional de la promolécula ocurre
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Figura 1. Representacion esquematica del proceso proteolitico de las tres prohormonas que
contienen péptidos opioides. Estan sefialados los aminoacidos basicos ya sean sencillos o en
pares. Se ilustran unicamente los péptidos aislados y secuenciados en mamiferos. Esta figura es
una modificacion de los esquemas prévios publicados por Nakanishi y col., (1979) y Undenfriend

y Kilpatrick, (1983).



durante la migracion desde el RER hacia el exterior de la célula, con pasos individuales de
maduracton (hidrolisis, sulfatacion, glicosilacidn, amidacion, etc.), da origen a los péptidos
opioides, los cuales se encuentran localizados dentro de compartimientos intracelulares que
contienen los sistemas enzimaticos aproptados. Estos eventos originan a los productos bioactivos
y determinan el tipo de péptido que se va a producir, dando como consectiencia su potencia,
selectividad por el receptor, y funcion.

En el caso de las prohormonas y otras proteinas precursoras (progastrina, prosomatostatina,
proglucagon, provasopresina etc.) los sitios de romptmiento mas frecuentes son en los pares de
aminoacidos basicos (Arg-Arg, Arg-Lis, Li.s-Lis). Estos limitan a ambos lados a los péptidos
biolégicamente activos en la secuencia de la molécula precursora, sugiriendo la participacion de
enzimas del tipo. de la tripsina. Sin embargo, se ha observado que en algunos precursores estos
rompimientos proteoliticos no siempre se dan a nivel de pares de aminodcidos basicos, ni en
todos los sitios en donde existen aminoacidos basicos hay rupturas. En el caso de la POMC se
ha encontrado que la enzima o enzimas involucradas en su procesamiento estan en los granulos
de secrecion y presentan propiedades actl-tiol-arginil proteasa (Chang y col., 1982). También se
identifico una enzima del tipo de la catepsina D que rompe selectivamente a la BE hacia
v-endorfina (Graf y col., 1979).

La ruptura de la proencefalina a nivel de aminoacidos basicos se atribuyo a una enzima
de la familia de la kalicreina (Dores y col., 1984). La remocion de los aminoacidos basicos en
la region carboxilo terminal de los péptidos separados por la endopeptidasa se adjudico a una
carboxipeptidasa dependiente de cobalto (Fricker v Snyder, 1983).

Los péptidos derivados de la prodinorfina se generan por rompimientos a nivel de pares
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TABLA 1

FAMILIA DE PEPTIDOS OPIOIDES

B-Endorfina (ACTH) Proencefalina Prodinorfina
(porcina) (humana) (porcina)
Bf-Endorfina Met-encefalina Alfa-neco-cndorfina
Tir-Gli-Gli-Fen-Mct- Tir-Gli-Gli-Fen-Mect Tir-Gli-Gli-Pen-Leu-
Thr-Ser-Glu-Lis-Ser- Arg-Lis-Tir-Pro-his

Gin-Thr-Pro-Lecu-

Val-Thr-Leu-Fen-Lis-
Asn-Ala-lle-Val-Lis- I
Asn-Ala-His-Lis-

Lis-Gli-Gln H%
‘ Leu-cncefalina Beta-Neo-endorfing
H Tri-Gli-Gli-Fen-Leu Tir-Gli-Gli-Pen-Leu- “
Arg-Lis-Tir-Pro
Met-encefalina-8 Dinorfina A-(1-8) |
Tir-Gli-Gli-Pen-Mct Tir-Gli-Gli-Fen-Leu
Arg-Gli-Leu Arg-Arg-lle
Met-cncefalina-7 Dinorfina A-(1-17) H
Tir-Gli-Gli-Pen-Met- Tir-Gli-Gli-Fen-Leu
Arg-Fen Arg-Arg-lle-Arg-Pro I
Lis-Leu-Trp-Asp-
Asn-Gln h
Péptido E Dinorfina B-(1-13)
Tir-Gli-Gli-Fen-Met- Tir-Gli-Gli-Fen-Leu- '
Arg-Arg-Val-Gh-Arg- Arg-Arg-Gin-Fen-Lis- |
Pro-Glu-Trp-Trp-Met- Val-Val-Tir
Asp-Tir-Gln-Lis-Arg- |
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu

Principales péptidos opioides quc han sido extraidos y secuenciados de tejido nervioso. Como se ||
pucde ver en esta labla, cada uno dc los péptidos opioides derivan de una, o de mas moléculas
precursoras conocidas, la Proopiomelanocortina de donde provience la 3-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 aminoacidos basicos, por lo que se propone la participacion 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 participacion de una enzima del tipo de la tripsina.

Recientemente se ha demostrado que las enzimas de la familia de las subtilisinas como
la furina, y las prohormonas convertasas, PC1 y PC2, son capaces de procesar a los precursores
en los sitios de pares de aminoacidos basicos como lis-lis y en sitios monobasicos lis (Setdah
1992a y b; Vindrolay Linberg, 1993). Las enzimas PC1 y PC2 se distribuyen en tejido nervioso,
médula suprarrenal e hipofisis. Braks en 1992, clond el cDNA de la PC2 del Xenopus laevis
y reportd una gran homologia con la de mamifero, lo que indica un alto grado de conservacion
de esta enzima durante la evolucion de los vertebrados. Estas enzimas procesan otras
prohormonas y se ha reportado colocalizacion en neuronas productoras de la hormona liberadora

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

LIBERACION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES

La liberacion de estos péptidos ha sido estudiada en experimentos in vitro en rebanadas
de diferentes regiones cerebrales (Iversen y col., 1978; Bayon y col., 1978; Osborne y col., 1978).
Todos estos trabajos han mostrado que la liberacion 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 liberacion de encefalinas en los ganglios periesofagicos del caracol Helix

aspersa, es dependiente de calcio y se puede provocar mediante estimulos despolarizantes con alto



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
glandula hipéfisis por medio de técnicas de radioinmunoensayo e inmunohistoquimica (Bloom
y col., 1977, Mendelsohn y col., 1979). En el cerebro, estos péptidos se producen en los somas
neuronales del nlcleo basal medial hipotalamico y en sus proyecciones que estan ampliamente
distribuidas en diferentes areas del SNC incluyendo al sistema limbico y al tallo cerebral. El
efecto postraduccional de los precursores es diferente para la hipofisis y para el cerebro: la
hormona adrenocorticotrépica (ACTH) y la f-lipotropina son los productos principales en la
hipofisis 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 Ginica de los tres precursores de los
péptidos opioides que da origen a otros péptidos que no tienen propiedades opioides.

La proencefalina-A de mamifero contiene 7 zonas en donde se encuentra la secuencia de
las encefalinas; 6 son para ME y | para LE (Gubler y col., 1982; Comb y col., 1982). Este
precursor se aislo 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
estan mas ampliamente distribuidos que la BE,

La prodinorfina contiene la secuencia de la LE en la porcion amino terminal (NH2)
(Kakidaniy col., 1982). Existen evidencias de que en el sistema nigro estriatal, la LE que
contienen las neuronas de esta region proviene de la Prodinorfina (Zamir y col., 1984), La

inmunorreactividad a dinorfinas se ha encontrado especialmente en el area hipotalamica,



principalmente en las neuronas que contienen vasopresina del niicleo magnocelular y que
proyectan a la neurohipéfisis (Watson y col.,, 1977 y 1981; Weber y col,, 1981). Estudios de
inmunocitoquimica con microscopia electronica demuestran que en neuronas del nucleo
magnocelular la dinorfina 1-8 que contienen, esta en las mismas vesiculas que la vasopresina y
la vasopresina asociada a la neurofisina (Weber y col., 1981). Estos reportes de coliberacion
sugieren un mecanismo de modulacion opioidérgica sobre la liberacion de vasopresina.

La inmunorreactividad a dinorfinas se ha encontrado también en tallo cerebral, amigdala
cerebral y tracto gastrointestinal. Los estudios inmunohistoquimicos de distribucién anatémica
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 especificas para cada precursor y se han encontrado algunas

diferencias y similitudes en su localizacion,

RECEPTORES DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES

El descubrimiento de los receptores estereoespecificos a la morfina precedio al aislamiento
y caracterizacion de las endorfinas, que son sus ligandos endogenos. Desde 1954, Becketty Casy
(1954) presentaron la hipdtesis de que las drogas opiaceas ejercen sus efectos via un receptor
especifico. Esta hipotesis se fundamentd en los datos de la estructura, actividad vy
estereoespecificidad de los compuestos conocidos. Sin embargo, no fue hasta 1973 en que se

pudieron marcar los sitios de unidn estereoespecifica con ligandos apropiados en membranas
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cerebrales (Terenius, 1973; Pert y Snyder, 1973; Simon et al., 1973). El desarrollo de los ligandos
y bioensayos permitieron los estudios de afinidad de union a receptor de los extractos de cerebro
e hipofisis, (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 Martin y col.
en 1976, con base en las diferentes respuestas fisiologicas obtenidas al probar diversos tipos de
opidceos en la preparacion de perro espinal cronico. Ellos propusieron tres tipos de receptores:
u para los compuestos como {a morfina, x para las drogas como la cetociclazocina, y o para las
drogas como la N-alilnormetazocina. Ademas de estos tipos de receptores, Kosterlitz, y col.
(1979) aportaron evidencias sobre un cuarto tipo de receptor al que denominaron delta (8). Los
resultados de los experimentos farmacologicos fueron corroborados con ensayos de unién a
receptor, y los estudios de autorradiografia demostraron que los receptores y, 0, K, son distintos
sitios de unidn, que se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC de diferentes especies
animales (Chang y col,, 1979; Chang y Cuatrecasas, 1979; Perty col.,, 1974; Bonnet y col., 1981;
Lewis y col., 1982; Ninkowic y col., 1981; Martin, 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 depresion respiratorta.

La morfina se une principalmente al receptor u y es antagonizada por la naloxona (Chang
y Cuatrecasas 1979). Se han identificado 2 tipos de receptores p: p 1 de alta afinidad que se une
a morfina y a los opioides, y p 2 de baja afinidad que se une principalmente a la morfina
(Pasternak, 1982). Las encefalinas muestran una afinidad preferencial por los receptores 6 (Lord

y col., 1977). Estos receptores tienen un papel importante en la depresion respiratoria (Freye y

il



col., 1982) y parecen no mediar la analgesta; las deltorfinas, péptidos opioides descubiertos en
la piel de los anfibios tienen una alta afinidad y selectividad por el receptor 6 (Erspamer, 1980;
Richter y col., 1990). Los receptores x se han postulado para las drogas del tipo de la ketazocina,
su accion analgésica es pobre y disminuye o suprime el sindrome de abstinencia (Martin y col.,,
1976). Cuando el péptido crece en longitud hacia el carboxilo (COOH)-terminal de la LE se va
perdiendo la selectividad a los receptores 0 y se va incrementando la selectividad a los
(Paterson y col., 1983); asi la dinorfina, la a- y 3-neoendorfina son agonistas x. Los receptores
menos conocidos son {os g; sin embargo, son los que tienen mas interés para la psiquiatria clinica
ya que las drogas agonistas ¢ tienen potentes efectos psicomiméticos. La existencia de los
receptores £ han sido propuestos para la BE, en contraste con los ligandos clastcos p y 8, que
tienen una alta potencia en el conducto deferente de la rata.

Desde 1992, se presentaron importantes progresos en el conocimiento de las caracteristicas
moleculares de los diferentes tipos de receptores, por la clonacton de sus cDNAs y sus genes. Los
receptores opioides pueden ahora ser clasificados por su estructura genémica y las homologias
de sus secuencias. Estos genes proveen evidencias de la existencia de los receptores u, x y 9.
La clonacion del receptor opioide & di6 como resultado la identificacion de las subfamilias 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 expresion celular en la
célula NG108-15. Estas células manifiestan sitios de union similares a los encontrados en el
cerebro, pero los niveles de mRNA son mas de 100 veces mas altos. Los cDNAs de éstas,
despliegan secuencias virtualmente idénticas a las encontradas en las clonas de cDNAs del

cerebro. Estas secuencias de los receptores 6 codifican proteinas con siete dominios hidrofébicos
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transmembranales y presentan gran homologia con las subfamilias de receptores a somatostatina
y otros neuropéptidos acoplados a proteinas G. El receptor clonado representa al subtipo 3,. El
receptor 6 humano es codificado por un gene que contiene un intron localizado en el cromosoma
1p34.descripcion
Receptores p:

Con la utilizacion de estrategias parecidas a las que se usaron para clonar los receptores
d, como son el uso de preparaciones de receptores purificadas y la microsecuenciacion de
proteinas, se clonaron los receptores a opioides p (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 pu tiene mas de 50kb, e intrones con varios dominios funcionales
separados; esta localizado en el cromosoma humano 6q25.
Receptores x:

La descripcion de la clonacién de los receptores opiaceos k de raton 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 clonacion que para los § y u. Previamente, G. Bell (citado en Yasuda
y col., 1993) habia caracterizado los cDNAs como clonas 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 intrén
contenido en un gen del cromosoma 8. Pasternak y Standifer (citado en Uhl y col., 1994) con
oligonucle6tidos complementarios inversos (antisense) describieron una clona KORB que presenta
inhibicién de la analgesia x especifica en vivo, sugiriendo que esta clona codifica un verdadero

subtipo de receptor x.
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Receptor &:

Una postble segunda subfamilia genética puede ser la del receptor g, identificado por
estudios de homologia genética para receptores 8, (citado en Uhl y col., 1994). Se describe un
grupo de intrones de genes humanos que codifican homologos de la familia de receptores, en
donde la secuencia de amino acidos presenta una homologia del 36-39%, con respecto a los
receptores [, O, K que es menor a la homologia que hay entre estos tltimos (60-70%). Estos
productos de genes unen f-endorfina y tienen las caracteristicas del receptor € descrito
previamente, con una afinidad para la f3-endorfina un poco mas que la nanomolar sugerida en los

estudios de unién a receptor €. El gen esta localizado en el cromosoma 10q 11.2-21.1 en

humanos (tabla II).

RECEPTORES EN LA GLANDULA HIPOFISIS

Los agonistas de los receptores opioides tienen efectos amplios sobre la liberacion de las
hormonas, incrementan la liberacion de la prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH),
POMC y corticoesteroides; Asi mismo, disminuyen la liberacion 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 l6bulo neural y principalmente sobre los pituicitos. Bunn y col. (1985) reportaron
por autorradiografia la existencia de receptores x, en los pituicitos de la neurchipéfisis de rata.
Herkenham y col. (1986) en estudios de union a receptor en rebanadas de hipéfisis de rata, con
radioligandos antagonistas , 9, x, concluyen que el unico receptor existente en la hipofisis es

de tipo K, y esta en las terminaciones nerviosas y en los pituicitos de la neurohipofisis.
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TABLA 11
LP CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES CLONADOS
| .
H Mu Delta Kappa
Familia genética 7TM acoplado a 7TM acoplado a 7TM acoplado a
protcina G protcina G protcina G
Organizacion genética Intronica Intronica Intronica “
| Tamaiio del mRNA 398 372 380
ﬁ Caracteristicas de enlace DAMGO DPDPE U50488 H
Morfina DSLET DYN A (1-17)
CTOP Naltrindol nBNI “
Traduccion de la sciial Acoplado a prot. G Acoplado a prot. G Acoplado a prot. G “
.1 inhibitoria inhibitoria inhibitoria
! cAMP L cAMP L cAMP |
I Numero dc sitios de .
glicosilacion 5 2 2 “
I Distribucion del mRNA Talamo Corteza Hipotalamo
l Estriado Estriado Nicleo acumbens “
Locus cocrulcus Reticular lateral Substancia negra
Nicleo del tracto Arca tegmental l
solitario ven.
Nucleo del tracto
solitario '

Los reccptores opioides clonados tienen propiedades similares de unidn a receptor cn
homogenados de cerebro. Sc presentan dos agonistas y un antagonista que sc unc a cada uno de los
| receptores clonados. Las arcas anatomicas enlistadas son cjemplos de las regiones que prescntan
altos niveles de cxpresion del mRNA de los receptores p,d, x,.Abreviaciones: 7TM, siete
‘ transmembrana, CTOP, D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Om-Thr-Pen-Thr; DAMGO, D-Ala’-McPhe'-Gly-ol*-

encefalina; DPDPE, d-Pen’D-Pen’-encefalina; DSLET, D-Ser’-D-Leu’-encefalina; US0488, 34,-
dichloro-N-[2-(I-pyrrolidinyl)-cyclohexyl]benzene acctamide; DYN A (1-17), dinorfina A (1-17); y l
E-BNI, norbinaltorfiminc. Modificada de Mansour y col., (1995).
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Los péptidos opioides inhiben la liberacion de OXY y VP de la terminales en la
neurohipofisis (Clarke y col., 1979), esta inhibicion se relactona con los receptores k (Iversen y
col., 1980). En la hipéfisis denervada, después de cuatro semanas hay una pérdida de solo el 7%
en la unién a receptor. Esto sugiere que hay una pérdida de los receptores en las terminaciones
nerviosas, pero estd enmascarada por una regulacion a la alza de los receptores de los pituicitos.

Por otro lado Van Leewen y col., (1983), en un estudio de microscopia electronica,
demostré terminales leu-encefalinérgicas "tipo sinapsis" (sin engrosamiento de la membrana en
los sitios de contacto, pero con vesiculas) sobre los pituicitos del [6bulo neural.

Hasta el momento se puede decir que las evidencias sugieren que hay dos formas de
interaccion entre los péptidos opioides y los receptores x, 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 x, puede ser que se libere en grandes concentraciones
fisioldgicamente activas en los receptores de los contactos "tipo sinapsis".

Bzdega y col. (1993), en estudios de hibridizacion in situ para receptor 6, localizan el
RNAm en algunos nicleos del cerebro de la rata y principalmente en la adenohipofisis y la
glandula pineal. Ellos mencionan que la hipofisis y la pineal estan fuera de la barrera hemato
encefilica por lo que los opioides endégenos podrian llegar via sanguinea o de forma paracrina,
y actuar inhibiendo la liberacion de la hormona luteinizante y estimulando la secrecion de

prolactina.

FISIOLOGIA DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES

Actualmente se tienen bastantes evidencias de que los péptidos opioides actuan como

16



substancias neurotransmisoras o neuromoduladoras ya que cumplen con las siguientes
caracteristicas;

a) Se sintetizan en las neuronas.

b) Se encuentran en terminales sinapticas dentro de vesiculas o granulos de secrecion,

c) Se liberan por despolarizacion eléctrica y con altas concentraciones de potasio, Su liberacion
es calcio dependiente y esta asociada a granulos de secrecion.

d) Al ser aplicados exdgenamente producen efectos similares a los provocados por los péptidos
opioides endogenos.

e} Una vez que ejercen su accion se ha observado su inactivacion 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 enddgenos 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 participacion de estos péptidos en muchas otras funciones,
como en los procesos de modulacion de la informacion sensorial, en la fisiopatologia del estrés,
en la regulacion de los sistemas cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, renal vy
neuroenddcrino, en la termorregulacion, en la regulacion de la ingesta de alimentos e hidratacion,
en la regulacion de funciones como la conducta sexual, la locomocién, el crecimiento, memona
y aprendizaje, y su participacion en desordenes mentales y neurologicos como la esquizofrenia
y la epileptogénesis. De manera reciente se les ha relacionado también con el sistema

inmunologico y el desarrollo del cancer (ver revision de Olson y col. 1989 y 1994),
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LOS PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA FILOGENETICA

Los péptidos opioides y sus receptores se han encontrado no solo en los mamiferos 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; Baydén y col., 1980; Bayon y col., 1980b; Brauth, 1984, entre
otros).  Los primeros estudios sugirieron que los péptidos opioides y sus receptores se
encontraban unicamente en los mamiferos (Pert y col., 1974). Sin embargo, estudios posteriores
hicieron evidente que estos péptidos tenian una amplia distribucion filogenética. Los péptidos
opioides se han identificado con estudios tnmunohistoquimicos, aislados y secuenciados en
diferentes especies de invertebrados y vertebrados (Gustafsson y col., 1986; Leung y Stefano,
1984, Santoro y col,, 1985, Leon-Olea y col., 1987). L‘os resultados de investigaciones sobre el
comportamiento, la fisiologia y la farmacologia en moluscos muestran que los péptidos opioides
endogenos asi como los antagonistas y agonistas exogenos semejan las acciones de los opioides
encontrados en los mamiferos (Josefssony Johansson, 1979; Kavaliers y Hirst, 1986; Kavaliers
y col., 1985). Por los estudios de union estereoespecifica de alta afinidad para ligandos opioides
con propiedades similares a las del tejido nervioso se ha encontrado que éstos estan 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. Ademas los estudios de Zipser

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

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

Como se describié 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 proteinas precursoras de los péptidos opioides
son estructuralmente homologas a las de los mamiferos (Martens y col,, 1985). En 1984, Martens
y Herbert, 1984), econtraron, por medio de técnicas de biologia molecular que en la rana Xenopus
lacvis la estructura primaria de los principales exones de los genes de 1a 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
mamiferos, pero el lugar que le corresponderia a la LE esta ocupado por una copia de ME, Por
lo tanto, en la pro-encefalina del Xenopus laevis no esta 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 ldbulo neurointermedio
de la hipofisis de la rana Xenopus laevis y la Rana rudibunda (Vaudry y col., 1984). Leboulenger
y col., (1984) demostraron la presencia de encefalinas en los granulos cromafines de la rana. Con
la técnica de cromatografia de filtracion en gel sobre extractos acidos de cerebro de Buffo
marinus se encontraron ME, LE, y heptapéptido libres. La dinorfina (1-13) esta presente en la
hipofisis, cerebro y médula espinal del sapo Buffo marinus (Kilpatrick y col., 1983). Asai y col,,
(1988) con técnicas de radioinmunoanalisis (R1A), demostraron que en el Ambystoma mexicanum
el contenido de encefalinas en la hipofisis total es mucho mayor que la contenida en el
telencéfalo de la rata y con una proporcion de 2.2 de ME por 1 de LE (pmol por g de tejido),

la proporcion es diferente para lo encontrado en mamiferos que es de 4 ME por | LE (5). Ellos
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la estructura y procesamiento de la proencefalina
bovina) (arriba) y la del Xenopus laevis (abajo). Se indican los aminoacidos {inicos o en pares,
que sirven como sitios de procesamiento. Se ilustran también los intermediarios que han sido
aislados y caracterizados por métodos bioquimicos de uno o mas tejidos de bovino. En el
Xenopus, no se han aislado péptidos intermediarios, tampoco se conoce la secuencia amino
terminal de la proencefalina. Nétese 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
modificacién de los trabajos de Kilpatrick y col., (1983) y Maderdrut y col., (1986). La secuencia
de los aminoacidos de la proencefalina se tomo del trabajo de Martens y Herbert, (1984).

e

cuantificaron la concentracion de las encefalinas (LE y ME) en tres regiones cerebrales
(telencéfalo, diencéfalo y rombencéfalo) y en la glandula hipofisis. L.a proporcion ME:LE fue de
9:1 en las regiones cerebrales y de 2:1 en la glandula hipofisis. Posteriormente también en
nuestro laboratorio se llevd a cabo la distribucion de encefalinas en el cerebro del axolotl por

medio de técnicas inmunohistoquimicas. Encontramos una distribucion similar a la de los
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mamiferos y otros vertebrados (Tabla I11). En telencéfalo, la concentracion de fibras y neuronas
inmunorreactivas a encefalinas fue principalmente en el complejo estrioamigdalino y en laregion
septal. El diencéfalo fue la estructura cerebral en donde hubo una mayor concentracion de
neuronas y fibras inmunorreactivas a encefalinas principalmente en los niicleos predpticos, en el
epitalamo, en los nucleos habenulares, en la parte ventral del tilamo. En los nucleos
hipotalamicos; en el mesencéfalo, se encontraron fibras IR en el tectum y en el tegmentum,

asi como neuronas IR aisladas. En los ncleos interpedunculares fibras y neuronas IR. En el

TABLA 111

Distribuciéon de neuronas y fibras inmunorreactivas a LE y ME

on &l sisteama nervioso central del axclotl (Ambystoma mexicanum)

Eslrucluras

LE

ME

2
3

FIR

NIR

FIR

Telecénfalo

Bulbo offatono
Palio dorsal

Palio piriforme
Palio hipocampal
Nucleos saplales
Nucleo accumbens
Cuerpo estriado
Nucileo amigdalino
Nucleo caudado
Comisura anterior
Comisura hipocampal
Tractos veniraies
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Nucleos habenulares
Nucieo predptico
Nucleos taldmicos
Nucleos hipotalémicos

BrPro
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LA 224
*++s
+44 e

Mesenceélsio

Tectum
Tegmentum
Istmo
Cerebelo

0O

b
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++
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Rombencéleio

Méduls oblongada
Zona sensorisl
Formacion reticular
Zona motora

. 0 O
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+
+
e

Notaciones: Neuronas inmunomeaciivas (NIR). 0 = cero neuronas por core, * = de 1.5, A = 5-10,

MW = 10 0 mas neurcnas.

Fibras inmunorreactivas (FIR). Densidad; escasa (+), ligera (++), densa (+++), y muy densa

{++4+)
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rombencéfalo, la médula oblongada presenta en sus tres zonas: sensorial, formacion reticular y
motora fibras IR tanto para LE como para ME. En el limite de la formacion reticular y en la
zona motora a nivel del nucleo del VII nervio craneal existen grupos de neuronas IR a LE y en
el nacleo del fasciculo solitario (Sanchéz-Islas y col., 1993).

Actualmente se llevan a cabo, estudios inmunohistoquimicos de los péptidos opioides,
en la ontogenia del axolotl, desde la formacion del sistema nervioso hasta la larva de tres meses
de edad. Estos estudios han demostrado IR a encefalinas desde estadios muy tempranos de la
formacion del SNC del axolot! (Sanchez-Islas y col,, 1994 y 1996).

Dores y col., (1993), detectaron la presencia de ME y LE en extractos acidos de cerebro
de la salamandra del A. tigrinum, por medio de la técnica de RIA y HPLC,; la proporcion fué de
80 de ME para 1 de LE.'Esta observacion 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 a-neoendorfina y dinorfina B(1-13). No se encontré mi dinorfina
A(1-17) m la dinorfina A(1-8). Ellos mencionan que la dinorfina A de los anfibios es
significativamente diferente a la dinorfina de los mamiferos.

Los receptores opiaceos también se han encontrado en ¢l 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 unidn tipo mu, delta y kappa. Deviche y Moore (1989), caracterizaron y

describieron la distribucion de estos tres tipos de receptores en la hipéfisis y cerebro del anfibio



urodelo 7aricha granulosa encontrando  muchas similitudes con los mamiferos y otros

vertebrados.

DISTRIBUCION DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES EN LA GLANDULA HIPOFISIS.

Se ha reportado la existencia y las posibles funciones de los péptidos opioides en la
glandula hipofisis de diferentes especies (Bentley y Wallis, 1986; Bloom y col.,, 1977; Rossier
y col., 1979). Se ha observado que su distribucion en los diferentes lobulos hipofisiarios varia
en especies distintas y también durante el desarrollo. Las encefalinas y las dinorfinas se
encuentran en el ldbulo neural, tanto en aves como en mamiferos (Cone y Goldstein, 1983;
Goldstein y Ghazarossian, 1980, Bayon y col., 1980). La dinorfina y la BE se han localizado en
el 1obulo intermedio (Cone y Goldstein, 1983; Goldstein y Ghazarossian, 1980; Martens y col.,
1985; Bay6ny col., 1980). Sin embargo, existe cierta controversia en la existencia de la dinorfina
en el lobulo anterior de la hipéfisis. Asi, Schwenk y col. (1987), reportan altas concentraciones
de este péptido en el lobulo anterior de la rata; sin embargo, Goldstein y Ghazarossian, (1980),
reportan muy pequeiias cantidades de dinorfina en el lobulo anterior de este animal y no existe
en el del Buffo marinus (Cone y Goldstein, 1983). El Unico reporte de la existencia de encefalinas
en la meta-adenohipofisis, que corresponde al 16bulo intermedio en los mamiferos, es el de Dores
y col. en la lamprea (1984). Nosotros hemos realizado estudios tnmunohistoquimicos de la
distribucion de los péptidos opioides en el hipotalamo y la hipofisis del A. mexicanum adulto
neoténico, y reportamos que existe inmunorreactividad (IR) a LE, ME, BE y Din (1-8) con una
distribucion caracteristica: La IR-LE se encuentra en neuronas del hipotilamo cercanas al

infundibulum, en fibras de la neurohipofisis y en células de la adenohipdfisis, la IR-BE  esta



presente en todas las células del lobulo intermedio, en algunas células del lobulo anterior, y en
algunas neuronas del hipotalamo; la IR-Dinorfina en fibras de la neurohipofisis, y en neuronas
del hipotalamo; la IR-ME, en fibras de la neurohipoéfisis y en neuronas del hipotalamo (Leon-Olea

y col., 1986 y 1989).

LOS PEPTIDOS OPIOIDES Y SU RELACION CON LA NEUROENDOCRINOLOGIA

Existen evidencias de una modulacion opioidérgica en la secrecion 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 liberacion de gonadotropinas, ACTH,
oxitocina y vasopresina. El control opioidérgico sobre las gonadotropinas en el hombre es
posiblemente de caracter inhibitorio. Esto es consistente con el hecho de que las mujeres con
adiccion al opio presentan amenorrea, (Gailden y col., 1964). Con agonistas y antagonistas
opioides se han visto efectos sobre la hormona luteinizante (LH) y la foliculo estimulante (FSH).
Estos efectos son mas notables sobre la LH y su magnitud varia dependiendo de la fase
menstrual, a dosis bajas de naloxona incrementan su concentracion (Ropert y col., 1981;
Ellingboe y col., 1982), tienen su maximo efecto en la mitad de la fase luteinica (Ovigley y Yen,
1980; Blankstein y col., 1981) y su efecto minimo en el inicio de la fase folicular. Se ha sugerido
que el control opioidérgico sobre la LH es mediado por la modulacidon de 1a hormona liberadora
de gonadotropina hipotalamica (GnRH), ya que la naloxona no induce la liberacion de la LH
cuando existe dafio hipotalamico (Blankstein y col., 1981). Algunos estudios hechos en rata han
postttlado que la secrecidn de Ia GnRH es mediada por la interaccion de neuronas opioidérgicas

y catecolaminérgicas (Kalra y Kalra, 1984). También se ha reportado que la naloxona previene



la elevacion de la prolactina asociada con el ejercicio vigoroso. Ademas, 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 tonico de los opioides sobre la funcion hipotalamica.
La accion de los péptidos endogenos sobre la liberacion de la ACTH parece estar mediada a
través del hipotalamo y de otras dreas cerebrales, ya que los opioides no alteran la liberacion de
la ACTH de la hipofisis cuando se aplican directamente (Buckingham y Cooper, 1984). Algunas
disfunciones en el eje hipotalamo-hipofisis-adrenales alteran la sensibilidad a los opioides, como
la enfermedad de Addison que se asocia a un incremento en la supresion de la ACTH en
respuesta a la aplicacion de analogos de las encefalinas (Allolio y col., 1982). En la enfermedad
de Cushing y en el sindrome de Nelson, el efecto inhibitorio de los agonistas opioides sobre la
liberacion de ACTH presenta una resistencia variable (Gaillard y col., 1981). La coexistencia de
la dinorfina y la vasopresina en las vesiculas 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
hidratacion normal (Slizgi y Ludens, 1982; Leander, 1983). Este efecto se debe probablemente
a la inhibicion de la liberacion de la vasopresina en la neurohipofisis (Iversen y col., 1980;
Grossman y col., 1980). La especificidad de la dinorfina por los receptores x, ademas de la
colocalizacion 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 liberacion posterior de vasopresina por

la célula (Martin y Voigt, 1981). Lightman y col. (1983) han demostrado un aspecto de esta



hipétesis ya que han encontrado que en la neurohipofisis existen este tipo de receptores que estin
en los piturcitos gliales liberadores, asi como sobre terminales neurosecretoras, por lo que el
efecto de los opioides sobre la liberacion de la vasopresina dependeria de la interaccion axén
pituicito. Se ha propuesto también que la liberacién de la hormona de crecimiento es estimulada
por la administracién de BE y morfina (Rivier y col., 1977; Bruni y col,, 1977, Chihara y col.,
1978). Sin embargo, el estudio de los efectos de los opioides en el sistema neuroenddcrino ha
sido dificil de evaluar, los resultados mas consistentes son los obtenidos sobre las hormonas del
lobulo anterior como la hormona de crecimiento y la prolactina, hecho en el que muchos
investigadores estan de acuerdo ya que la BE es eficiente como factor liberador de ambas
hormonas a nivel hipotalamico. Por otra parte la presencia de péptidos opioides en hipotilamo,
hipéfisis, sistema limbico, sistema nervioso auténomo y médula adrenal sugieren que estos

péptidos estan involucrados en los procesos y respuestas fisiologicas del estrés.
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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS GENERALES DEL

AXOLOTL Ambystoma mexicanum,.

Clasificacion Taxonomica. (Weichert y Presch, 1981).
Reino Animal

Phylum Chordata

Subphylum  Vertebrata

Superclase  Tetrapoda

Clase Anfibia

Orden Urodela (Caudata)

Suborden Ambystomoidea

Especie Ambystoma mexicanum (Siredon mexicanum)

Durante la evolucion de los vertebrados, es en la clase de los anfibios donde se encuentra
la etapa de transicion entre la respiracion por medio de branquias en el agua a la respiracion
pulmonar, y el desplazamiento mediante la natacion hacia la locomocion. Los anfibios son
organismos que durante su vida larvaria son acuaticos y durante su vida adulta son terrestres, Este
cambio de medio ambiente estd asociado a cambios morfologicos y fisioldgicos 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 administracion de tetrayodotironina (T,) lo que
desencadena una serie de eventos metabolicos que producen la transformacion, El axolot] ademas

llega a la madurez sexual en estado larvario y se reproduce conservando su morfologia de larva
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(Smith y Smith, 1971). Existen diferentes subespecies de Ambystoma mexicanum; sin embargo,
la mas conocida es la del axolotl obscuro del Lago de Xochimilco y la del Ambystoma tigrinum
que se encuentra en los Estados Unidos, suroeste de Canada, y en la ciudades de Puebla y
Michoacan. El cuerpo de la larva estd formado por cabeza, troncoy cola. Anatémicamente se
parece mucho a su forma adulta, las branquias estan 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 locomocidn y desaparecen
las aletas dorsal y ventral. Ei 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 esta organizado en
un plano mayor, lo cual hace posible su comparacion con los reptiles y mamiferos. Desde los
estudios de Herrick se sabe que el SNC centiene ya representadas las partes del SNC de los
vertebrados "superiores” como son: telencéfalo, en donde sobresale el tamafio de los ventriculos;
el diencéfalo, el cual se divide en talamo, hipotalamo y epitilamo; el mesencéfalo con coliculos

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

3).

GLANDULA HIPOFISIARIA

La hipofisis del axolotl esta situada por debajo de la parte ventral del mesencéfalo, mide
de diametro antero-posterior de 2.3 a 2.7 mm y de diametro lateral de 2 a 2.5 mm; esta formada
por 3 [6bulos: el l6bulo posterior o neurohipofisis (LN), el l6bulo anterior o adenohipofisis (LA)
y el lobulo intermedio (LI). El lobulo nerv.ioso se divide en tres regiones: la mas rostral es la

eminencia media, que forma parte de la pared del hipotalamo y esta en aposicidn con la
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Figura 3. Fotomontaje de un corte parasagital (10u), del cerebro e hipéfisis del axolotl
Ambystoma mexicanum, se muestran las diferentes estructuras cerebrales y la hipéfisis (tincion
de Nissl). Esquema de la hipofisis (abajo), donde se muestran sus diferentes 16bulos: anterior
(LA), intermedio (LI) y neural (LN), y la relacion con la eminencia media (EM), el infundibulo
(I) y el hipotalamo (HIP).

adenohipofisis y conectada con ella por medio de los vasos portales. La eminencia media se
continua con la neurohipofisis, la cual esta formada por pituicitos y terminaciones nerviosas
provenientes del hipotilamo, de las neuronas magnocelulares neurosecretoras del nucleo
supraoptico y paraventricular y del nicleo predptico en donde se origina el tracto hipotalamo

hipofisiario, pasa por la eminencia media y llega al I6bulo nervioso en donde forma un neuropilo

denso, menos abundante en el [6bulo intermedio y algunas de estas fibras penetran al lobulo



anterior, terminando en pequeiios bulbos que descansan sobre fas células glandulares. El 16bulo
nervioso es una hoja bastante delgada de epitelio invaginado que forma la pared posterior dorsal
del amplio infundibulo, este epitelio forma cordones irregulares y en el eje de cada uno de ellos
hay un asa capilar, que esta formada por axones y sus terminales. Este lobulo sirve para el
control nervioso de la actividad endocrina. El lobulo intermedio estd bien diferenciado. El lobulo
anterior en el caso del axolotl es la porcion mas caudal, esta formado por cordones de células
glandulares dispuestos entre los espacios vasculares. Las hormonas secretadas en la adenohipofisis
o pars distalis son seis: ACTH, prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH), hormona
estimulante de la tiroides (TSH), hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH), la LH y FSH también Illamadas gonadotropicas. En anfibios, reptiles y pajaros la
distribucion de las células secretorias difiere entre la parte rostral y la caudal: ACTH y PRL
predominan en la region rostral, GH en la caudal. La FSH, LH y TSH son hormonas
glicopeptidicas compuestas por una subunidad o y otra 3. La subunidad o es idéntica en su
secuencia de amino acidos para las tres hormonas y difieren en la subunidad 8 (contra la cual
se hacen los anticuerpos) y tienen otras secuencias que son especie especificas. 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 mas clases de hormonas. Con las tinciones de rutina la
adenohipofisis tiene células cromofobas, dos tipos de acidofilas y cuatro tipos de basoéfilas. En
los anfibios, el I0bulo intermendio secreta principalmente la hormona melanocito estimulante
(MSH) que proviene del precursor prooptomelanocortina que da origen a la ACTH y a Ila fi-

endorfina entre otras. Con tinciones de rutina se ha observado que tiene células cromdfobas y



basoéfilas (Mikami, 1992).

METAMORFOSIS

Del griego meta peta, cambio y morfon popdn, forma. Con el término metamorfosis se
hace referencia a la serie de profundas modificaciones morfologicas, estructurales y fisiologicas
que presentan algunos animales a lo largo de su desarrollo desde el estado larvario hasta la fase
definitiva o adulta. Aunque el fenomeno se da en diferentes grupos zoologicos, incluidos ciertos
gusanos, crusticeos e incluso peces como la anguila, el término se aplica mas especificamente
a las transformaciones que acontecen en diversos ordenes de insectos y entre los anfibios, Se
verifican en un periodo corto y en ella se forman nuevos organos y tejidos, propios del estado
adulto, y se destruyen otros que solo 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 acuatica y el adulto es terrestre en mayor o menor grado. Estos cambios van
acompaiiados de transformaciones en [a estructura y la funcion del cuerpo para hacer frente a las
demandas del nuevo medio ambiente. Estos cambios son de tres tipos:regresion de las estructuras
y funciones que son necesarias para el estado larvario; transformacion de las estructuras larvarias
en formas tiles 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 mas notables en los anuros
(ranas y sapos), cuyas larvas, carentes de extremidades tras la eclosion del huevo, estan provistos
de cola, branquias y una especie de pico corneo, adaptados para la vida acuatica, rasgos que

perderan en el curso de la metamorfosis. Al mismo tiempo, inducidas por la accién de la
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hormona tiroidea, tendran lugar notables transformaciones que afectaran a todo el organismo,
como son el desarrollo de las extremidades, la osificacion del esqueleto y la aparicion de los
pulmones, para su adaptacion a la vida terrestre. Ademas de modificaciones en el aparato
circulatorio, digestivo, sistema nervioso etc.

La ventaja evolutiva que la metamorfosis conficre a los animales que la poseen estriba
en la capacidad de éstos para vivir en medios ecologicos 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 esta 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 {lamo neotenta.

Existen salamandras que raramente presentan metamorfosis y se clasifican como
neoténicas obligadas. Son neoténicas facultativas, las que pueden presentar metamorfosis en su
medio natural o en el laboratorio. Las neoténicas obligadas como P.anguinus y Necturus spp. no
son senstbles a dosis masivas de hormonas tiroideas ain cuando tienen glandula tiroides
funcional. Algunas especies no presentan metamorfosis en su medio natural, pero bajo
condiciones de laboratorio y aplicacion de hormonas tiroideas pueden presentar metamorfosis.
Norrts, (1978) las describe como neoténicas obligadas inducibles; en este grupo se incluye al
Ambystoma mexicanum.

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



naturalmente cuando viven en aguas templadas; en cambio, cuando viven en aguas frias presentan
metamorfosis Gnicamente bajo condiciones de laboratorio (Jenkin, 1970). Por lo que algunas
especies pueden presentar la metamorfosis de forma autonoma dependiendo de las condiciones
ambientales y enddcrinas. La neotenia es mas frecuente en clima frio; 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, observo que la ingestion de tejido tiroideo de caballo por las
larvas de la rana causaba una metamorfosis prematura. Esta importantistma observacion did nicio
a la endocrinologia experimental,

La metamorfosis es un proceso de una gran complejidad, asi como, de un alto nivel de
integracion endocrina.

Se ha demostrado en los Gltimos afios la participacion del eje hipotalamo-hipofisis-tiroides
en la metamorfosis de los anuros, cualquiera que sea la razon ecolégica de mantener la neotenia
es evidente que involucra algunas modificaciones en este sistema.

La secrecion de T4 es regulada por la secrecion 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 relacion de la TSH y la
TH se puede detectar inmediatamente después de la metamorfosis, La TSH a su vez es regulada
por el hipotalamo via la eminencia media, por medio de la hormona liberadora de tirotrofina

(TRH).



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, fas
células TSH y la glandula tiroides se desarrollan al nmismo tiempo que las patas delanteras
(Pehlemann 1974). La maduracién del SNC coincide con la formacion de las patas traceras. En
los animales neoténicos se encuentra una baja actividad de la glandula tiroides (Darras y Kiihn,
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 maduracion
hipotalamica (que se da hasta la metamorfosis) que ha su vez causa una falla en la liberacion de
TRH, o ausencia de los receptores a TSH (Etkin, 1965). En el axolotl entre 30 y 60 dia post
eclosion tiene una elevacion de tiroxina de entre 20 y 40 nM (Rosenkilde y col,, 1982). Este
periodo, en donde se forman las patas, corresponde al periodo de metamorfosis en las especies
que si se transforman. Después de este periodo, 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 metamorfosts, puede
ser por una deficiente habilidad para desiodinar la tiroxina (T4) en triyodotironina (T3) que es
biolégicamente mas 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 S-desiodinasa (5'D), que convierte la T4 en T3 y el nimero de
receptores de TH requieren un periodo de activacion 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 disfuncion de uno o mas de los constituyentes del sistema



enddcrino. Por ejemplo; ausencia de la sensibilidad a las hormonas tiroideas en los tejidos de la
larva; bajos niveles de actividad en el gje hipotalamo-hipofisis-tiroides, que resulta en uno o mas
de lo siguiente: inhabilidad de la tiroides para secretar hormonas, pérdida de la respuesta de la
tiroides a la estimulacion de la hormona TSH ¢ de la hipofisis para secretarla, anormalidades
hipotalamicas para liberar la TRH, secrecion 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 inyeccion 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
captacion de I'"! por la glandula tiroides esta reducida (Harris, 1956; Norris and Patt, 1974). Sin
embargo, pueden responder a la administracion exdgena de las hormonas tiroideas para iniciar
la metamorfosis. Regard (1974) describio la estructura de la tiroides y encontrd signos de
estimulacion hipofisiaria en algunas células, ausencia en otras y en un tercer tipo de células
signos de una estimulacion intermedia.

Las evidencias indican que en los anfibios urodelos neoténicos facultativos la actividad
del eje TRH-TSH-TH es muy baja y la mayoria de los autores sugieren la existencia de un
defecto a nivel hipotalamico (Etkin, 1965). La glandula tiroides en el A. mexicanum neoténico
no tiene una deficiencia de hormonas tiroideas y estan presentes en cantidades comparables con
las de la Rana rudibunda (Kuhn y col, 1985). En los individuos neoténicos tigrinum vy
mexicanum hay efectivamente una falta de respuesta a la estimalacion de la glandula tiroides por
la TSH, lo cual podria explicar 1a neotenia. Sin embargo, es posible inducir la metamorfosis con

TSH de mamifero (Norris y col., 1973; Taurog, 1974, Regard y Taurog, 1977, Larras y col,,
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1982) después de esta estimulacion las concentraciones en plasma de T3 y T4 aumentan (Norris
y Col., 1981, Larras-Regard, 1985). Se ha demostrado que los estractos de hipofisis de axolotl
neoténico pueden lograr la liberacion de T4 en Rana rudibunda, siendo estos un poco menos
efectivos que los extractos del mismo anfibio. Cuando se inyectan extractos de la mitad de la
adenohipofisis 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 glandula tiroides
(Dodd y Dodd, 1976; Norris, 1978; Rosenkilde, 1979; Kikuyama y col., 1980). Existe una
interaccion entre la prolactina y las hormonas tiroideas que parece actuar a nivel periférico. La
prolactina es capaz de inhibir el efecto metamérfico de T4 y de TSH en el A. rigrinum (Platt,
1976; Larras y Regard, 1985). Sin embargo, en el 4. mexicanum, una inyeccion 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 interacion de estas hormonas y de su regulacién puede

estar 1a respuesta al fenomeno de la neotenia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos encontramos inmunorreactividad para LE y para la BE en la
adenohipofisis del axolotl A. mexicanum, asi como inmunorreactividad para ME y dinorfina en
fibras de la neﬁrohipéﬁsis (Ledn-Oleay col., 1986; Leon-Oleay col., 1991). Por otro lado existen
evidencias contradictorias sobre los efectos que los péptidos opioides ejercen en la funcién
neuroenddcrina. Entre los resultados mas claros estan 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 asi mismo que inhibe la liberacion 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 liberacion (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 Gona, 1967; Gona y Gona, 1976,
Bern y col., 1967). En el ajolote Ambystoma tigrinum los niveles de prolactina son mas altos en
su estado neoténico que en adultos no neoténicos o en larvas jovenes (Norris y col., 1973). El
bloqueo en la secrecion de la prolactina en A. tigrinum acelera la metamorfosis artificialmente

inducida por tiroxina (Platt, 1976). La oxitocina inhibe la accion 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 {Imhystoma
nos proponemos hacer un estudio con la ayuda de técnicas histologicas e inmunohistoquimicas
de la distribuciéon anatémica de estas substancias en la hipofisis en diferentes etapas de su
desarrollo. La transformacion al estado adulto se puede inducir artificialmente, provocando la
metamorfosis. Esto nos permite estudiar la distribucion de estos péptidos antes, durante y después
de la metamorfosis. Ya que esta transformacion no solamente abarca el paso del estado larvario
al estado adulto, sino también es un cambio del medio ambiente acuatico al medio ambiente

terrestre, presupone cambios importantes en estas estructuras.

OBJETIVOS Y METAS

EL objetivo de esta tesis fue realizar, mediante técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas, un estudio ontogenético de la distribucion anatomica de péptidos opioides
en la hipofisis del axolotl Ambystoma mexicanum 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), asi también las caracteristicas morfologicas de las células que los contienen. Este estudio
se llevd 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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administracién de tetrayodotironina (T4), asi 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 distribucion de los péptidos opioides.

2. Establecer la distribucion anatomica de los péptidos opioides en la hipofisis del
Ambystoma mexicanum en el estado de adulto neoténico.

3. Establecer la distribucion anatomica de los péptidos opioides en la hipofisis del
Ambystoma mexicanum durante las subsecuentes estapas de la metamorfosis hasta el estado adulto
o de salamandra.

4, Determinar las relaciones anatomicas que existen entre los péptidos opioides, en las
diferentes regiones de la hipofisis como su posible coexistencia dentro de la misma célula,

5. Correlacionar el posible papel fisiologico que tienen los péptidos opioides con base
en su distribucion anatémica y en los cambios que se presentan durante su desarrollo.

6. Comparar la distribucion anatdomica de los péptidos opioides en la hipofisis del
Ambystoma mexicanum en las diferentes etapas de su desarrollo con la distribucion 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 anatomicas y funcionales.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ajolotes Ambystoma mexicanum'y Ambystoma tigrinum. Hembras y machos.
Los A. mexicanum se obtuvieron del Lago de Xochimilco y los A. tigrimum de la Laguna del
Carmen en Tlaxcala o de Perote Puebla. Todos los animales, tuvieron un periodo de adaptacion
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 carbon activado, un sistema de aireacion y agua
desclorinada. Se mantuvieron a una temperatura de entre 18 y 20°C. La alimentaciéon fué a base
de peces pequefios, pedazos pequefios de higado de pollo, daphnias y artemia salina, Las
salamandras se mantuvieron en cajas de acrilico 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 inmunohistoquimica (#2, #3).
Experimeto de coexistencia (#4).
Experimento con antagonistas de los receptores opioides (#5).

Tinciones histologicas.

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 morfologicos que

suceden durante este proceso. 2. Escoger las estructuras anatdomicas que sirvieron como
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parametros para diferenciar las etapas de la metamorfosis,

Para este grupo se utilizaron A. tigrinum (n=11)y A. mexicanum (n=7), con un promedio
de peso de 57 g vy una longitud de entre 17 y 23 cm. El dia que se inicid el experimento, se
sacrificaron un mexicanum y un tigrinum (control testigo) para corroborar la distribucion de los
péptidos opioides en al adulto neoténico, descrita en antecedentes. Para ello se utilizd la técnica
de inmunohistoquimica que se describe posteriormente,

Se formaron dos grupos de A. tigrinum de 5 animales cada uno. A el primer grupo se le
manipuld (se pesaron y midieron) y a los del segundo grupo se les inyectdé una dosis de 100 pug
de tretrayodotironina (T4), (L-Tiroxina Pentahidratada Sigma t-2501), en 200 ul de solucion
salina intraperitoneal (1.p.). A los 6 A.mexicanum restantes se les inyecté T4 a diferentes dosis;
2 ammales con 10 pug y 2 con 40 pug en 100 pl de solucion salina i.p., y 2 con 100 ug en 200
pl 1.p. Todos los animales se midieron y pesaron diariamente,

Las estructuras anatomicas 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 aletas 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 union 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; perimetro de

la cintura, medida en circulo 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;

entre los ojos, distancia entre las comisuras internas de los ojos. (Fig. 4).
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Sitios anatomicos y puntos de medicion 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 parametros 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: regresion de la aleta ventral, la regresion de la aleta dorsal, la reabsorcién de la
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branquia superior y la pérdida de peso corporal.

La dosis de T4 que resultd ser la mas adecuada para producir la metamorfosis fué la de
100pug, que equivalo a =2.5 pg de T4, por gramo de peso y fué la que se utilizd en los

experimentos siguientes.

Experimentos de metamorfosis para inmunohistoquimica (#2 y #3):

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

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 dia que se inicid el experimento.
Control manipulado: Animales que Unicamente se midieron y pesaron.
Control vehiculo: Animales que fueron inyectados con 100 pul de solucién salina (vehiculo).
Grupo II. Experimentales:

Animales a los que se administro la T4 a dosis de 2.5 pg disueltos en 4 ul de sol. salina
por cada gramo de peso de los axolotl. De estos animales se formaron 4 subgrupos:
Etapa L Se sacrificaron cuando termind la regresion de la aleta ventral (AV=0).
Etapa Il En el grupo de A. tigrinum se sacrificaron con AV=0 y AD=0. En el grupo de A.
mexicanum se sacrificaron con AV=0y cuando la regresion de la aleta dorsal fué de entre el 40
y 50 % y la reabsorcion de las branquias fué de entre el 40 y 60 %, ya que, en este grupo la

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

Etapa IIL Estos animales se sacrificaron cuando las branquias se reabsorbieron por completo,
con la fusion de la abertura braquial, reabsorcion total de la aleta dorsal y ventral, cambio en
la posicion de los ojos y la tendencia a mantener la cabeza fuera del agua.

Etapa IV, Este subgrupo fué de animales con morfologia de adultos (salamandras), los cuales
se sacrificaron 10 dias o mas, después de la etapa III (tabla HI).

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 llevd a cabo con A. mexicanum (n=34), 4 para cada uno de los
controles y 22 experimentales. En este caso se utilizaron animales jévenes (un afio aprox.) con
un promedio de peso 31.26 g.

Los animales de cada etapa se sometieron al procedimiento inmunohistoquimico

para los péptidos opioides que se describe posteriormente.

Experimento de coexistencia (#4):

Para este experimento se utilizaron A. mexicanum (n=4); 2 adultos neoténicos y 2
salamandras con 10 dias de postmetamorfosis (Etapa IV). En donde ademas 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 inmunohistoquimica de doble marcaje con el fin de ver si habia coexistencia con
alguna de estas hormonas y los péptidos opioides, y si estas hormonas tenian algun cambio en

su distribucion en la hipofisis de la salamandra.
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Procedimiento Inmunohistoquimico:

Los animales se anestesiaron por inmersion (10 a 15 min) en 1000 ml de benzocaina (.02
%) en agua desclorinada. Se perfundieron por via intra-cardiaca, primero con 100 ml de solucién
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M pH 7.4, y posteriormente con 300 ml de solucién
fijadora de paraformaldehido al 4% en PBS 0.1 M pH 7.4, La diseccidn del cerebro y la hipofisis
se llevo a cabo por la parte dorsal de la cabeza. Se removid el cartilago craneal y se expuso el
tejido cerebral, posteriormente se extrajo el cerebro y la hipofisis. Se postfijaron de 3 a 12 horas
en la misma solucion, 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 congelé rapidamente (-20 °C). Se realizaron cortes
parasagitales de 15 um de espesor, del cerebro y la hipdfisis, con un cridstato a temperatura de
-16 a -18 °C. Se montaron directamente en portaobjetos previamente gelatinados con una solucién
de gelatina-cromalimina.

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

1. Se dejaron secar las laminillas por 30 minutos.

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

3. Se lavaron con PBS triton (0.03 % Triton X-100 en PBS).

4. Se incubaron con un segundo Ac. en una camara humeda a 37 °C por 2 h (IGg H+L

hecho en cabra contra conejo conjugado a i1sotiocianato de fluoresceina o rodamina (Lab.

ICN) a una dilucion de 1:100.

5. Se lavo el tejido con PB.

6. Se montaron con glicerina.

En los experimentos de coexistencia, se repitié la técnica desde el paso 2 utilizando un
anticuerpo diferente al primero. En la segunda incubacion se utilizd un segundo anticuerpo
conjugado a otro marcador fluorescente como el isotiocianato de fluoresceina, rodamina o el
Texas red.

Se llevaron a cabo diferentes controles para determinar la especificidad de los anticuerpos
en condiciones inmunohistoquimicas. Los controles fueron: a)omision del anticuerpo primario,
b)omision del segundo anticuerpo, c)preadsorcion del anticuerpo primario con un exceso (10 M)
de su péptido sintético especifico, d)control buffer (todo el experimento se corrrié Gnicamente
con PBS tritoén para ver la fluorescencia nativa).

Las estructuras en las que no se observo fluorescencia después de haber realizado la
preadsorcion del primer anticuerpo con su péptido sintético especifico se consideraron
especificamente positivas,

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

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

Quimicos del IMP. En la tabla IV se resumen sus caracteristicas de inmunorreactividad cruzada

mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA).

e e T e — rim——

TABLA 1V
INMUNORREACTIVIDAD CRUZADA DE LOS ANTICUERPOS DE
LE, ME y OCTA por RIA |

Péptido % de reactividad cruzada Anticuerpo i

ME LE MERGI. i
Met-(o)-encefalina 100.00 <001 <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 <0.0] <0.01 100.00
Dinorfina (1-8) <0.01 <0.0] <0.01
a-Endorfina <0.0! <0.01 <0.01 i
B-Endorfina <0.01 <0.01 <0.01
y-Endorfina <0.01 <0.01 <0.01

Los anticuerpos fucron obtenidos usando el método de inmumzacion y caracterizacion
descrito previamente (Vindrola y col., 1981). Los estandares 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 mas especifico para la prolactina 23 K que para
el fragmento amino terminal 16 Kd. Los demas anticuerpos y tos péptidos utilizados fueron de
marcas comerciales (ICN y Peninsula Labs.) con caracteristicas de especificidad y afinidad

controladas.
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Para determinar la dilucion optima de trabajo se realizaron experimentos en los que se
utilizaron diluciones crecientes de los diferentes antisueros resultando esto en una disminucion
gradual hasta la desaparicion de la tincion inmundlogica. En la tabla V se muestran los péptidos

sintéticos, los anticuerpos las diluciones utilizadas.

— e s
-

£

TABLA V
DILUCIONES Di LOS ANTICUERPOS Y PEPTIDOS UTILIZADOS
| Péptidos sintéticos Anticuerpos Dilucion
Leu-encefalina Anti-Leu-encefalinan 1:100
Met-encefalina Anti-Met-cncefalina 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 B (Rimor{ina) Anti-Dinorfina B 1:50
l Beta-endorfina Anti- Beta-endorfina 1:100
! Anti-ACTH 1:50
Anti-PRL 1:100
Anti-GH 1:50
Antu-LHRE }:50
Anticuerpo IgG (FI+L) hecho en cabra
contra congjo y conjugado a isotiocia-
|| nato de fluoresceina o de rodamina.  1:100

Tinciones histologicas.

Con el objeto de conocer y comparar la morfologia de las diferentes células de los l6bulos
hipofisiarios y su distribucion 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
cromofobas y cromofilas (acidofilas y basofilas) dependiendo de la afinidad que tengan por los
colorantes y que se correlaciona al tipo de hormona que sintetiza. Se utilizaron A. mexicanum
(m=4) adultos neoténicos y una salamandra los cuales previa antestesia por inmersion en la

solucion de benzocaina (2%), se fijaron por perfusion intracardiaca, con los fijadores
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recomendados para cada una de las técnicas. Se incluyeron en parafina, excepto los que se tifieron
con la técnica de Nissl que se cortaron por congelacion. Se hicieron cortes longitudinales seriados

de 6 um de espesor.

Experimento con antogonistas de los receptores opioides (#S):

Este experimento se llevo a cabo en un grupo de A. mexicanum (n=-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 especifico pero con un efecto principalmente yu (Zukin y col., 1982); el
Naltrindol que es un antagonista no peptidico altamente selectivo a los receptores 06, y se puede
administrar periféricamente (Portoghese y col., 1988) y la Nor-Binaltorfimida, antagonista
altamente selectivo (Portoghese y col., 198’}). Las dosis utilizadas para cada antagonista fueron
de 0.1, 10y 30 uM, pa;a cada uno. Se aplicaron inyecciones diarias (30 ul) en la cavidad craneal
enmedio de la porcion rostral de los 10bulos olfatorios con una jeringa Hamilton. Se utilizaron
3 animales para cada antagonista, uno para cada dosis. Los controles fueron: dos animales
inyectados con solucion salina y dos que fueron inyectados con T4 2.5 pug por g. Ademas tres
animales se les aplico 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 dia y se llevo un registro de

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

procedimiento de inmunochistoquimica.



Analisis de los resultados

La observacion se llevo a cabo en un microscopio Leitz, con una lampara de vapor de
mercurio de 50 W y bloque de filtros [-2 que tiene un rango de excitacion w.v. azul, un fiftro
excitador entre la banda 450 a 490 pum para el isotiocianato de fluoresceina y para el de rodamina
un bloque de filtros N-2 con un rango de exitacion u. v. verde, un filtro excitador en la banda
530-560 pm. Se tomaron fotomicrografias con el dispositivo para fotografias del microscopio
y una camara Leitz de 35 mum. Se utilizaron peliculas Ektachrome 400 y Ektar 25 para las
fotomicrografias en colory T MAX 100y 400 ASAy Tri X pan 400 ASA para blanco y negro
con pelicula. Se realizaron analisis cualitativos, topolégicos y comparativos de la

inmunorreactividad encontrada en la hipofisis de los diferentes grupos de animales.
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Figura 5. Fotografias del Axolotl (Ambystoma mexicamum). A, Adulto neoténico, que presenta
las caracteristicas de la larva como es la presencia de las branquias (7). B. La salamandra. Nétese
la pérdida de las branquias y la presencia de los parpados (T).

RESULTADOS

La primera parte de los resultados se refiere a los cambios anatomicos que presentaron
los distintos grupos de ajolotes durante la metamorfosts. En la segunda parte se muestran los
cambios en la distribucion de la inmunorreactividad a los péptidos opiotdes en cada una de las

etapas de la metamorfosis.
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Experimento I, Piloto.

El experimento piloto estuvo formado por tres grupos de ajolotes: 4. mexicanum (A.
mex.) inducido con la administracion de T4 -(n:()), A. tigrinum con metamorfosis espontanea (4.
t. esp) (n=5)y A. tigrimom con metamorfosis inducida con la administracion de T4 (4. ¢. ind)
(n=5). Los ajolotes del grupo A. mex. inducidos con las dosis de 10 y 40 pg de T4, no
presentaron el proceso de metamorfosis hasta el dia 36 después de la inyeccion de T4, por lo que
para los experimentos siguientes se utilizo la dosis de 100 pg que en estos animales equivalio
a ~2.5 pug por g de peso. El grupo que llamamos de metamorfosis espontanea fue el grupo
manipulado (medido y pesado) que presentd el proceso de metamorfosis espontaneamente. En
este grupo uno de los ajolotes no presentd metamorfosis y uno mas murid después de la
reabsorcion de la aleta ventral.

En la tabla VI se muestran los dias promedio que tardan en reabsorberse las aletas
ventrales, las dorsales y las branquias, en los distintos grupos de animales del experimento ptloto.
Se muestra también el peso promedio que tuvieron los animales el dia en que se inicid el
experimento (Pi) y el peso en la etapa 111 (PF).

En las figuras 6, 7 y 8, se muestra los dias que tardan en reabsorberse las diferentes
estructuras anatdmicas y su comparacion entre los diferentes grupos (Fig. 6, 7y 8).

En las figuras 9, 10y 11, se graficaron los porcentajes de la longitud de las estructuras
anatomicas medidas a traves del tiempo hasta su reabsorcion total, para cada grupo. En la figura
12 se graficaron los pesos promedio de los difef';ntes grupos hasta llegar a la etapa IlI
(reabsorcidn total de aletas y branquias). La figura 13 muestra la diferencia del promedio de los

pesos iniciales y finales de cada grupo.



TABLA VI
Expernimento #1, Piloto;
A mex. A 1 esp. A toind
(n=2) (n=5) (n=5)
AVo= 11 dias 13.25 dias 8.8 dias
ADo= 26.5 dias 25.33 dias 15.6 dias 14
| ABo= 28 dias 26.33 dias 16 dias
Pi= 5385 g 7175 g 48.94 g
il Pf = 35.6 g 48.43 g 35.94 g

En esta tabla se muestra los dias promedio que tardan en reabsorberse las

aleta ventral (AVo), etapa II; la aleta dorsal (ADo), y cuando el animal tiene
reabsorcion 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 |
dia que presenta ABo, o sea, la metamorfosis total. |

t estructuras anatémicas de los distintos grupos de animales en el experimento piloto: la *

|
u

El experimento piloto mostré que los parametros anatdmicos mas adecuados para
determinar las diferentes etapas de la metamorfosis fueron: la regresion de la aleta dorsal,
regresion de la aleta ventral, la reabsorcion de la branquia superior y Ia pérdida de peso corporal.
Ademas, en los primeros experimentos se midieron: el ancho total de la aleta, la cual disminuye
en relacion a la reabsorcion 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 tomo en
cuenta Unicamente la medida de la branquia superior; la longitud total no se modifica al igual

que la longitud cola-cloaca; el perimetro de la cintura estd en relacion con la ingesta de



Etapa | Grupo Piloto
Aleta ventral = 0
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Figura 6. La grafica muestra los dias (x) que toma el proceso de reabsorcion total de la aleta
ventral. El analisis de varianza (ANOV A) mostrd una diferencia significativa (*) inicamente entre
el grupo de A. tigrinum con metamorfosis espontanea (n=5) y el 4. tigrinum con metamorfosis
inducida (n=5). p< 0.05. Abreviaciones: 4. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con metamorfosis
K espontanea, A. 1. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, 4. 1. ind..
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Grupo Piloto
Aleta dorsal =0
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Figura 7. La grafica muestra los dias (x) que toma el proceso de reabsorcion total de la aleta
dorsal. El analisis de varianza (ANOVA) mostro diferencias significativas (*) entre el grupo A.
mexyelA tind,yentreel A f espy el A t ind. p<0.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A.
mex.; A. tigrinum con metamorfosis espontanea, A. . esp.; A. tigrinum con metamorfosis
inducida, 4. 1 ind.
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Etapa lll Grupo Piloto
Aletas y branquias =0
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Figura 8. La grafica muestra los dias (x) que toma el proceso de reabsorcion total de aletas
(ventrales y dorsales) y branquias, es decir, la metamorfosis total. El anilisis de varianza
(ANOVA) mostré una diferencia significativa (*) entre el grupo 4. . ind. y los grupos A. mex.
y A. 1. esp. p<0.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con metamorfosis
espontanea, A. 1. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, 4. 1. ind.
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Aleta Ventral Grupo Piloto
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Figura 9. Grafica del porcentaje de la longitud promedio de las aletas ventrales hasta llegar a la
etapa IIl, para cada uno de los grupos A. mex., A. t. esp. y A. . ind. Ademas se graficaron un
animal del grupo de los A. . espontaneo y uno del A. mex. inducido con una dosis de 10 pg de
T4 que no presentaron el proceso de metamorfosis (4. «. con. y A. mex. con.). Notese que estos
dos ultimos no presentaron la reabsorcion total de la aleta ventral. No se graficaron los errores
estandar por claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con metamorfosis
espontanea, A. 1. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, 4. £ ind.
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Aleta Dorsal Grupo Piloto
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Figura 10, Grafica 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. 1. ind. Ademas se graficaron un
animal del grupo de los A. ¢. espontaneo y uno del A mex. inducido con una dosis de 10 pg de
T4 que no presentaron el proceso de metamorfosis (4. £ con. y A. mex. con.). No se graficaron
los errores estandar, por claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con
metamorfosis espontanea, A. 1. esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, A. ¢ ind.
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Branquia Grupo Piloto
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Figura 11, Grafica del porcentaje de la longitud promedio de las branquias superiores hasta la
etapa IIl, para cada grupo A. mex., A. 1. esp.y A. . ind. Ademas se graficaron un animal del
grupo de los 4. t. espontaneo y uno del A. mex. inducido con una dosis de 10 pg de T4 que no
presentaron el proceso de metamorfosis (4. £. con. y A. mex. con.). No se graficaron los errores
estandar por claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex., A. tigrinum con metamorfosis
espontanea, A. 1. esp.; A. tigrimun con metamorfosis inducida, 4. ¢ ind.
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Peso Grupo Piloto

—e— peso A. mex.

—®— pesoA.t esp
—A— peso A, t. ind.
—w-- peso A. mex. con.
-~ peso A.l con.

Figura 12. Grafica del porcentaje del peso promedio hasta llegar a la etapa III de cada uno de
los grupos A. mex., A. 1. esp. y A. t. ind. Ademas se graficaron un animal del grupo de los 4. t.
espontaneo y uno del 4. mex. inducido con una dosis de 10 ug de T4 que no presentaron el
proceso de metamorfosis (4. £ con. y A. mex. con.). No se graficaron los errores estandar por
claridad. Abreviaciones: A. mexicanum, A. mex.; A. tigrinum con metamorfosis espontanea, 4. 1.
esp.; A. tigrinum con metamorfosis inducida, A. f. ind.
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Figura 13. Esta grafica muestra los pesos iniciales (Pi) y los pesos finales (Pf) en los tres
grupos: A. mex., A. . esp. y A 1t ind, que presentaron los animales en el proceso de
metamorfosis hasta la etapa III. El grupo 4. . ind. tuvo una diferencia significativa p= 0.018 (*)
para la t pareada entre el peso inicial y el peso final. p< 0.05. Abreviaciones: A. mexicanum, A.
mex., A. tigrinum con metamorfosis espontanea, A. 1 esp.; A tigrinum con metamorfosis
inducida, 4. ¢ ind.
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alimentos, por lo que no se consideré como parametro 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 medicion, lo que causo un gran estrés al animal ademas de un mayor
tiempo de manipulacion (Fig. 4).

A partir de las mediciones antertores-se dividio la metamorfosis en cuatro etapas descritas

previamente en material y método y que se resumen en la tabla VII.

— — p—
b —— - —

| Tabla VII.

|

Etapas de la metamorfosis,

h Etaps 1. Cuando la reabsorcion de la aleta ventral es total (AV=0). f
" Etapa I1. En ¢l grupo de A. tigrinum la aleta dorsal llega a 0 antes de que las branquias se reabsorban

completamente, por lo tanto, esta ctapa ¢s cuando tiene reabsorcion total de lu aleta ventral y reabsorcién
|+ total de la aleta dorsal (AV=0 y AD=0). En ¢l grupo de A. mexicanum la reabsorcion de la aleta dorsal en P'
algunos animales termina al mismo tiempo o un poco después de la reabsorcion totat de las branquias, por lo
” que los pardmetros fueron AV=0 y reabsorcién de la aleta dorsal de entre ¢l 40 y 50 % ; la reabsorcion de las ||
branquias fué de entre ¢l 40 y 60 %.

|| Etapa IIL Se caracterizo por presentar reabsorcién total de las aletas dorsal y ventral, de las branquias;
la fusién de la abertura braquial; cambio en la posicién de los ojos, y la tendencia 4 mantener la cabeza fuera |

| del agua.

[
J Etapa IV, Esta etapa sc caracterizd por que los animales presentaban el fenotipo de adulto, es decir, |
saulamandras, las cuales se sacrificaron 10 dias o mas, después de la etapa IlI.

!

| —— T —
S e T SR

Experimento #2

En este experimento se utilizé un grupo de A. tigrinum (n=26). De este grupo inicial los
controles testigo (n=2) fueron sacrificados el primer dia del experimento; los controles
manipulado (n=2) y vehiculo (n=2) iniciaron el proceso de metamorfosis siguiendo los mismos

parametros de la metamorfosis espontanea hasta convertirse en salamandras. De los 20 inductdos
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con T4, se obtuvieron cinco para la etapa I; cuatro para la etapa II; dos para la etapa Ill, y tres
para la etapa IV. Se tuvo una mortalidad del 23 % (6 de 26). En la tabla VHI se muestran las
caracteristicas de los animales sacrificados en las diferentes etapas de la metamorfosis para el

grupo de A. tigrinum.

i
i
fi

Tabla VIII.

Experimento #2, grupo A. tigrinum.

Etapa I Etapa 11 Etapa 111 Etapa IV (x) grupo

(n=5) (n=4) (n=2) (n=3) (n =1 4 )
AVo= 8.2 dias 8.25 dias 10.25 dias  9.75 dias 9.11 dias
ADo= 32.62 % 12.5 dias 16.75 dias 17.5 dias 15.58 dias (n=9)
ABo= 35.16 % 14.81 % 17.5 dias 18 dias 17.75 dias (n=5)
Pi= 4493 g 45.07 g 50.07 g 536¢g 48.23 g
Pf = 3883 g 36.15 g 3747 g 31.67 21.92 g (n=2)

En la tabla se muestran las caracteristicas de los animales sacrificados en las
diferentes etapas de la metamorfosis para el grupo de A. tigrinum. 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
tenian al empezar el experimento. El peso final corresponde al peso de los animales el dia
que fueron sacrificados. En la columna de promedios (x), se descuentan los animales que se
sacrificaron en cada etapa.

s a—— vtk et e AT P e _— s
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Experimento # 3.
Se utilizaron A. mexicanum (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

inmunohistoquimica cuyos resultados se describen posteriormente. Los controles vehiculo (n=2)

63



y manipulado (n=2) no presentaron ¢l proceso de metamorfosis y se sacrificaron uno de cada
control el dia 15 postinyeccién y otro el dia que se pérfundicron los animales del grupo I para
inmunohistoquimica. De los 22 inducidos con T4, cuatro no presentaron el proceso de
metamorfosis (18 %). Por lo que sc obtuvieron: cinco para la etapa I; cinco para la etapa 1,
cuatro para la etapa Il y dos para la etapa IV. Con una mortalidad del 17.85 % (5 de 28). En
la tabla IX se muestran las caracteristicas de los animales sacrificados en las diferentes etapas de

la metamorfosis para el grupo de de A. mexicanum.

lt

rTabla IX.
Experimento #3, grupo 4. mexicanum.
Etapa I Etapa Il Etapa III Etapa IV (x) grupo
perfusion (n=5) (n=5) (n=4) (n=2) (n=16)
AVo= 7.8 dias 8.dias 10.25 dias 9. dias 8.76 dias
ADo= 72.71 % 51.85 % 20.5 dias 18 dias 19.2 dias (n=6)
ABo= 65.51 % 42.18 % 18.25 dias 18 dias 17.62 dias (n=6)
Pi= 285 ¢ 309 g 322 g 334 g 31.25 ¢
Pf = 2458 g 248 ¢ 21.67 g 2125 ¢ 21.25 g (n=2)

En la tabla se muestran las caracteristicas de los animales sacrificados en las
diferentes etapas de la metamorfosis para el grupo de A. mexicanum. 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 Il El peso inicial corresponde al peso que
tenian al comenzar el experimento. El peso final corresponde al peso de los animales el dia
que fueron sacrificados. En la columna de promedios (x), se descuentan los animales que se
sacrificaron en cada etapa.

. —

i
}
i

En resumen, el desarrollo de la metamorfosis evaluado por los cambios en las estructuras

anatomicas externas de los Ambystomas tigrinum y mexicanum durante la metamorfosis inducida
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por T4 inducida son: después de un periodo de 2 a 4 dias de la aplicacion de la T4 se inicia la
reabsorcion de la aleta ventral la cual Hego a 0 en el 4. mex. en 9.88 dias en promedio (se
promedid el grupo A. mexicanum del experimento piloto y del experimento #3, tabla VI y 1X),
y en el A. tigrinum con un promedio de 8.9 dias (se promedio el grupo A. tigrinum del
experimento piloto y del experimento #2, tabla VI y VIII). Al mismo tiempo se inicia la
reabsorcion de la aleta dorsal, que llega a 0 en los 4. mexicanum. a los 22 81 dias en promedio
(tabla VI y IX), y en el A. tigrinum a los 16.77 dias en promedio (tabla VI y VIII), antes de la
reabsorcion total de las branquias en esta especie. En el mexicanum, la reabsorcion total de las
branquias ocurre al mismo tiempo que la reabsorcion de la aleta dorsal, a los 22.81 dias en
promedio. En algunos animales, la aleta dorsal se reabsorbe después de las branquias. En el A.
tigrinum la reabsorcion total de las branquias es a los 16.88 dias en promedio. Posteriormente se
cierra la abertura braquial. Antes de la reabsorcidon total de las branquias, la distancia entre los
ojos se reduce y aparecen los parpados. El peso corporal disminuye en relacion directa al peso
inicial, los animales mas pesados pierden mas peso que los menos pesados, con una pérdida de

entre 10 y 2630 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 administracion de naltrexona,
naltrindol, y nor-binaltorfimida a dosis de 0.1, 10 y 30 uM y por la via de administracion
utilizada (intracraneal), a excepcion de los controles inyectados con T4, que tuvieron un curso

similar al descrito anteriormente para la metamorfosis del 4. mex.



Resultados de la inmunohistoquimica a péptidos opioides en las diferentes etapas de la
metamorfosis.

En los ajolotes control manipulado (medido y pesado) y vehiculo (inyectado con vehiculo,
medido y pesado), del grupo de los A. rigrinum se presentd la metamorfosis espontancamente,
iniciandose en tiempos distintos. Estos animales siguieron el mismo proceso de la metamorfosis
espontanea descritos en el experimento piloto, por lo que, se dejo que llegaran a salamandras y
se consideraron como de la etapa IV, Los animales del grupo control testigo (sacrificados sin
ningun tratamiento el dia que inicid el experimento de metamorfosis), la inmunorreactividad a los
diferentes péptidos opioides no presentd diferencias comparada con la del adulto neoténico del
A. mexicanum.

Los animales controles del grupo de los A. mexicanum no presentaron metamorfosis (nos
referimos al control manipulado y al control vehiculo). 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 hipofisis de estos animales fue la siguiente:
Nota: La densidad de fibras inmunorreactivas se clasificd cualitativamente en densidad alta =
(+++), densidad media = (++), densidad baja (+). La morfologia de las fibras en todos los casos
fué de fibras delgadas con varicosidades y fuertemente inmunorreactivas.

IR a LE:

Se localizd en las células del lobulo anterior (adenohipéfisis) (Las figuras que a
continuacion se describen se encuentran publicadas en el trabajo Leon-Olea 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 lobulo nervioso encontramos una
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densidad (+) de fibras IR, Las células del lobulo anterior fueron de dos tipos; columnares y
ovoides. Sus tamaiios de 32 a 40 pm en su diametro mayor, y de 6 a 10pm en el ditametro menor.
Las células presentaron por lo menos un polo hacia los espacios sinusoidales (Fig. 2A, pag. 415).
y su ntcleo (20 X 4 um.) se situd 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 encontrd

unicamente dentro del citoplasma. El I6bulo intermedio no presentd IR a LE (Fig. | A, pag. 414).

IR a ME;

Las células adenohipofisiarias, en contraposicion con lo descrito para LE, no presentaron
IR a ME (Fig. SA pag. 414). En EM se encontraron fibras IR (+++), (Fig. 5C pag. 417). En el
l6bulo nervioso se encontré una densidad (+) de fibras IR. No se encontrd IR en el lébulo

intermedio.

IR a BE:

Todas las células del lobulo intermedio fueron IR a BE (Fig. 1B, pag.414). En Ia
adenohipofisis se encontraron células IR a BE, principalmente en el pediculo (parte rostral) y en
la porcién caudal del lobulo (Fig. IF, pag.-414). No hubo IR en las fibras de la EM ni en la
neurchipdfisis. La morfologia y el tamaiio 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 {a IR a LE y a BE en las
células del lobulo anterior (Fig. 1 y Fig. 4 pag. 414y 416), (ver discusion del trabajo Ledn-Olea

y Col, 1991, pag.417-418).
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IR a Din 1-8:

Se encontré una densidad (+++) de fibras IR en la neurohipéfisis y una densidad (++) en
la EM (Fig. 6A y B, pag. 418). No se observo IR a dinorfina (1-8) en el lobulo anterior ni en el

intermedio.

IR a MERGL:

La distribucién de la IR a MERGL fué la misma que la IR a BE, es decir, existen células
IR en el lobulo intermedio y, en el lc')l;ulo anterior algunas células son IR, localizadas
principalmente en el pediculo (Fig. 14A). La IR a MERGL se presentd también en las fibras de
la eminencia media con una densidad de (+++) (Fig. 14C) y en fibras del 1o6bulo neural con una
densidad de (+), a diferencia de la IR a BE que no presento fibras IR en la eminencia media y

I6bulo neural (Fig. 19A y B).

IR a Din A;

Existen fibras IR (++) en la eminencia media y 1dbulo neural (+++) (Fig. 18B),

IR a Din B:

Tiene la misma distribucion que la Din A, con fibras IR en la eminencia media (++) y en

el 16bulo neural (+++), (Fig. 18C).

Etapa L.

Con los animales que se sacrificaron en esta etapa se realizaron cuatro experimentos de
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inmunohistoquimica dos de A. tigrinum y dos de A. mexicanum. No se encontraron diferencias
en la inmunorreactividad a los diferentes péptidos opioides en la hipofisis, entre una especie y

otra.

IR a LE;
En esta etapa, Ia IR a LE en el Iobulo antertor se encontré disminuida o ausente (Fig.

15C). Las fibras IR en EM y en LN se conservaron con las mismas caracteristicas que el adulto

neoténico (Fig. 15A). En el [6bulo intermedio se observo IR de poca intensidad en las células de

la periferia del l6bulo (Fig. 15C y D).

IR a ME:

En la etapa 1, la adenohipdfisis presentd IR baja en algunas células a nivel del pediculo
(Fig. 16B), con la misma distribucidon que las células IR a BE, MERGL y a las células IR a
ACTH o cromofobas. En LI también hubo células IR de intensidad baja, con la misma
distribucion de las células IR de MERGL y BE en este lobulo (Fig. 14A y 19A). LalR en la

fibras de la eminencia media y del 16bulo neural fueron de las mismas caracteristicas que en el

animal neoténico (Fig. 16B y F).

IR a BE:

La IR a BE en todos los l6bulos 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 16bulo neural hubo una densidad de (++) de fibras IR y en la eminencia media una
densidad (+++), sin cambios con respecto al adulto neoténico (Fig. 14C). Las cé¢lulas IR del
lobulo 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 diametro mayor fué de entre 27 y 35 p.

En la adenohipofisis las células IR situadas en el pediculo tuvieron las mismas caracteristicas 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 presentd cambios con respecto a la IR descrita para

el adulto neoténico (Fig. 18A, B y C, respectivamente).

Etapa Il

Para esta etapa se llevaron a cabo cuatro experimentos inmunohistoquimicos dos en A.

mexicanum y dos en A. tigrinum.

IR a LE:

En esta etapa la IR a LE en adenohipéfisis se presentd con las mismas caracteristicas que
en el animal neoténico (Fig. 15E y comparar con fotomicrografia A). Ademas, se encontraron

células IR en la periferia del 16bulo intermedio y fibras IR en eminencia media y lobulo neural
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(Fig. 15E (T). En uno de los A. mexicanum, la IR fué negativa en las células de la adenohipofisis

y del l6bulo inermedio, como en la etapa Il y IV (Fig. 15G).

IR a ME:

En esta etapa, la IR a ME presenté 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
pediculo adenohipofisiario (Fig. 16E* | comparar con Fig. 16BM) y a las células IR de la periferia

de! lobulo intermedio (Fig. 16C (M), D (1) 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 continué con las mismas caracteristicas que en el animal neoténico y que en

la etapa I (Fig. 19A).

IR a MERGL:

La IR se encontro con la misma distribucion y caracteristicas que en la etapa I (Fig. 14A).
IR a Din 1-8, Din A y Din B:

Se observd la misma distribucion y caracteristicas descrita en las etapas anteriores (Fig.

18A, B y C, respectivamente).
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Etapa 1

Esta etapa se caracterizd por la reabsorcion total de las branquias y las aletas. Son
animales con morfologia de adultos ¢ salamandras. Se llevaron a cabo siete experimentos

inmunohistoquimicos, cuatro con A. mexicanum y tres con A. tigrinum.

IR a LE:

En esta etapa en dos de los A. mexicanum se observd una disminucién 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 1dbulo intermedio no mostraron IR. La IR en el lébulo neural
y en la eminencia media tuvieron las mismas caracteristicas 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 lobulo intermedio, y también se conservo Ia IR en las fibras de

eminencia media y 16bulo neural.

IR a ME:

En esta etapa, dos de los animales de cada especie presentaron IR a ME en el 16bulo
anterior y lobulo intermedio con las mismas caracteristicas que en la etapa I, es decir, células con
IR muy baja en adenohipofisis y 1obulo intermedio, y fibras IR con densidad (+) en neurohip6fisis
y fibras IR (+++) en la eminencia media (Fig. 16B). En los tres animales restantes, la IR
unicamente se presentd en lobulo neural y eminencia media con las mismas caracteristicas que

en el animal neoténico, es decir, negativa en el ldbulo anterior (Fig. 16A).
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La IR a MERGL, BE y dinorfinas no presentd cambios aparentes en su distribucion en

hipofisis con respecto al adulto neoténico.

Etapa 1V

Estos animales tuvieron 10 dias o mas después de que alcanzaron la morfologia de adulto
o salamandra. En esta etapa se realizaron cuatro experimentos inmunohistoquimicos uno en A.
mexicanum y tres en A. tigrinum. Las salamandras de la especie A. mexicanum presentaron una

alta mortalidad por lo que Gnicamente tuvimos un animal que durd mas de 10 dias.

IR a LE

En todos los experimentos de esta etapa la IR de las células adenohipofisiaras fué
negativa, se conservd la IR en las fibras de la neurohipéfisis con un discreto aumento en la
densidad sin llegar a pasar de la clasificacion de densidad baja (+). En la eminencia media
también se conservo la IR en fibras con las mismas caracteristicas que en el neoténico (Fig 15G

j y H).

La IR a los demas péptidos opioides estudiados se presentd con las mismas caracteristicas
que en el adulto neoténico (Fig. 20, 14A, 16A, 17B, 18A, By C,y 19A y B).

El objetivo de esta tesis no contempld la distribucion de los péptidos opioides en el
estructuras, se describen algunos datos.

En los nacleos ventrales hipotalamicos se encontrd 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 prolongacion IR que tba hacia el
infundibulo y otra de sus prolongaciones hacia la parte ventral hipotalamica; también fibras IR
abundantes sobre todo en la zona ventral (Fag. 15F y H, 16Fy Q).

La distribucion 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 impresion de aumentar o disminuir el namero de
neuronas inmunorreactivas y/o 1a intensidad de la IR.

En la figura 20, se muestran esquemas de la hipofisis y el hipotalamo, con la distribucidn
de la IR a los péptidos opioides en el A. mexicanum y en el A. tigrinum desde la etapa de adulto
neoténico hasta la etapa IV. Se muestra también la distribucion de Ia IR a prolactinay ACTH en

el adulto neoténico y en la salamandra.
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Figura 14,

Inmunorreactividad a MERGL en la hipofisis ¢ hipotalamo del A. mexicanum y del A. tigrinum,
durante el proceso de metamorfosis. Fotomicrogratias de cortes parasagitales de hipofisis e
hipotilamo, de IS p de espesor. A. Fotomontaje donde se muestra la distribucion de las células
IR en el labulo anterior, principalmente en la zona del pediculo (parte rostral) (T), y en el 16bulo
intermedio con células IR distribuidas en todo el 16bulo y en la eminencia media, fibras IR (++4),
(100 X). B. Etapa . En esta fotomicrografia se muestra ¢l lobulo intermedio, en donde las células
IR se distribuyen en la periferia adyacentes a los vasos portales de la eminencia media y del
l6bulo neural (100 X). C. Se muestra la eminencia media con fibras IR (+++) (T). D. La
fotomicrografia muestra la parte ventral hipotalamica, con fibras IR (+++) y neuronas IR (T).
Abreviaciones: lobulo anterior (LA): 16bulo intermedio (LI); lobulo neural (LN); eminencia media
(EM); infundibulo (I); hipotalamo (Hip); densidad alta (++++); densidad media (++), densidad baja
(+).
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Figura 15.

Inmunorreactividad a LE en hipofisis del A. mexicanum y del A. tigrinum, durante el proceso de
metamorfosis. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipofisis e hipotalamo, de 15 p de
espesor. A. Adulto neoténico. Se muestran las células IR en el lobulo anterior con una
distribucién homogénea. Notese que en el 16bulo intermedio no hay células IR. La eminencia
media con fibras IR (+++), (40 X). B. Amplificacion de las células IR del l6bulo 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 16bulo anterior con ausencia de IR (comparar
con A.). En el Iébulo intermedio se observan células con IR baja que se distribuyen en la
periferia del lobulo. En la eminencia media se observan fibras IR (+++), (100 X). D. Se muestra
una amplificacion de las células IR del lobulo intermedio (4) y las fibras IR de la eminencia
media (T). E. Etapa II. Se observa nuevamente una gran cantidad de células IR en el lobulo
anterior y células IR en el 16bulo intermedio con IR mas intensa que en la etapa I, (T). F. En esta
fotomicrografia se muestra un grupo de neuronas IR situadas en la parte ventral hipotalamica
(circunventriculares). Estas neuronas tienen una prolongacion que termina en un ensanchamiento
en el infundibulo (T); algunas de ellas son bipolares, su otra prolongacion se dirige hacia la parte
ventral hipotalamica (400 X). G. Etapa lII-1V. La fotomicrografia muestra el 16bulo anterior y
el intermedio con ausencia total de IR. En la eminencia media se conserva la IR en las fibras
(+++). H. Etapa HI-IV. En la eminencia media se muestran fibras IR con una densidad de (+++)
y una neurona IR (T) en el hipotalamo, con su prolongaciéon hacia el infundibulo (250 X).
Abreviaciones: 10bulo anterior (LA): 16bulo intermedio (LI); l6bulo neural (LN); eminencia media
(EM); infundibulo (I); hipotalamo (Hip); densidad alta (+++); densidad media (++), densidad baja

(+).
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Figura l6.

Inmunorreactividad a ME en hipofisis del A. mexicanum y del A. tigrinum, durante el proceso
de metamorfosis. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipdéfisis e hipotalamo, de 15 p de
espesor. A. En el animal adulto neoténico unicamente existe IR en fibras del l6bulo neural (+)
y en fibras de la EM con una densidad de (+++). B. Etapa I. Notese que existen células con IR
en el pediculo del 1obulo anterior (M) y en las células de la periferia del l6bulo intermedio (*);
se conserva la IR de las fibras de la eminencia media. C. Etapa Il. Fotomicrografia que muestra
el lobulo intermedio con células IR que se distribuyen en la periferia del I6bulo, adyacentes a
los vasos portales de la EM y del l6bulo neural (T) (100 X). D. Se muestra una amplificacion
de una de las células IR del 16bulo intermedio (T) con su citoplasma fuertemente IR, esta situada
en la vecindad de los vasos portales (250 X). E. En esta fotomicrografia se muestra el pediculo
del l6bulo anterior con células IR, corresponde también a la etapa IT (100 X). F. Se muestra la
eminencia media con fibras IR (+++), una neurona IR en el hipotalamo situada en la pared
infundibular (T) (250 X). Esta distribucién no cambia durante el proceso de metamorfosis. G.
Fotomicrografia que muestra un grupo de neuronas IR situadas en la parte ventral hipotalamica
(circunventriculares). Estas neuronas tienen una prolongacion que termina en un ensanchamiento
en el infundibulo (T), algunas de estas neuronas son bipolares y su otra prolongacion se dirige
hacia la parte ventral hipotalamica. En la parte inferior de la fotomicrografia se muestra (T) una
célula subependimaria con su prolongacion hacia el neuropilo de la parte ventral hipotalamica
(250 X). Abreviaciones: Iobulo anterior (LA): |6bulo intermedio (LI); lobulo neural (LN);
eminencia media (EM); infundibulo (I); hipotalamo (Hip); denstdad alta (+++); densidad media
(++); densidad baja (+).



Figura 17.

Inmunorreactividad a LE y ME en hipofisis de las salamandras (etapa IV) del A. mexicanum 'y
del A. tigrinum. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipofisis e hipotalamo, de 15 p de
espesor. A. En esta fotomicrografia se muestra un corte de hipofisis procesado con el anticuerpo
para LE. Notese la ausencia total de IR en el l6bulo anterior y en el l6bulo intermedio. En la
eminiencia media se conservan las fibras IR con una densidad de (+++), (16 X). B. Se muestra
un corte procesado con el anticuerpo para ME con ausencia de IR tanto en el 16bulo intermedio
como en el lobulo anterior. En la eminencia media se conservan las fibras IR con una densidad
de (+++), (16 X). Abreviaciones: lobulo anterior (LA), ldbulo intermedio (LI); lobulo neural
(LN); eminencia media (EM); infundibulo (1); hipotalamo (Hip), densidad alta (++-+); densidad
media (++); densidad baja (+).
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Figura 18.

Inmunorreactividad a2 Din 1-8, Din A y Din B en hipofisis del 4. mexicanum y del A. tigrinum. Fotomicrografias de cortes
parasagitales de hipofisis, de 15 p de espesor. A, By C, muestran la IR a Din 1-8, Din A y Din B respectivamente, en fibras del
Iobulo 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. Notese que no existe IR para ninguna de las dinorfinas en el ldbulo anterior ni en el 16bulo
intermedio (A., 250 X, B. y C., 100 X). D. Fotomicrografia que muestra IR a Din B, en el tectum mesencefalico de la salamandra,
se observan fibras IR con una densidad de (+++), (250 X). Abreviaciones: 1obulo anterior (LA): 16bulo intermedio (L1); I6bulo neural
(LN); eminencia media (EM); infundibule (I); tectum mesencefalico (TEC); densidad alta (+++); densidad media (++); densidad baja
(+).
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Especificidad de los anticuerpos para los péptidos opioides.

En todos los experimentos de inmunohistoquimica, que no se incubaron con el anticuerpo
primario, no se present6 fluorescencia (control de omision del anticuerpo primario), lo mismo
ocurrio cuando se omitid el segundo anticuerpo, (omision del segundo anticuerpo). Los resultados
de la preadsorcion 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),
unicamente se observo fluorescencia en ciertas vesiculas o pequeiias gotas cercanas a las paredes

ventriculares con una fluorescencia amarillenta.

TABLA X, '
Efecto de la preadsorcion dirceta 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) homdlogos sobre
la intensidad de la fluorescencia.

ANTISUEROS PEPTIDOS ”
LE ME MERGL BE  DIN 18 |

Anti-LE - 4. At i

Anti-ME -t - -t 4+ At

Anti-MERGL i A S b et

Anti-BE B s T = = N e At

Anti-Din 1-8 e I Al bt em

N il

Notaciones: maxima fluorcscencia, (+++); disminucion parcial de la fluorescencia,(++-)
auscncia de fluorcscencia, (---). H,

Resultados de los experimentos de coexistencia:
En los animales neoténicos y en las salamandras fué clara la coexistencia de BE y ACTH

en las mismas células y con la misma distribucion anatomica. La IR se presentd en todas las

80



células del lobulo intermedio y en algunas células del 16bulo anterior, principalmente en el
pediculo y otras en la parte ventral y posterior del Iébulo (Fig. 19A, B y C). No hubo IR en {a
eminencia media ni en el ldbulo neural. La distribucion de las células IR a MERGL fué similar
ala 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 16bulo neural es negativa para BE y ACTH. Estos péptidos (BE,
ACTH y MERGL) no coexisten con las células IR a LE y ME en el 16bulo intermedio, ya que,
en el adulto neoténico y en la salamandra no existe IR en estos lobulos y en el caso de la
salamandra desaparece la IR a LE y ME. Sin embargo, con estos experimentos no se pudo
esclarecer st hubo coexistencia de MERGL, LE y ME en las fibras IR de la eminencia media y
del lébulo 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 lobulo 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 lobulo anterior mientras que la IR a prolactina se conserva sin cambios

aparentes.

La IR a LHRH estuvo en las fibras de la EM (+++) y 16bulo neural (+). No existe IR en
células del I6bulo intermedio ni en el lobulo anterior, como era de esperarse. Se encontrd IR en
diferentes grupos de neuronas y fibras gruesas en la parte ventral del cerebro, desde el telencéfalo
hasta la eminencia media y el I6bulo neural. Las neuronas positivas fueron bipolares y grandes
(XXu), localizadas principalmente en el 6rgano paraventricular y en el septum medial (Fig. 22A,

B, Cy D)
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Figura 19,

Inmunorreactividad a BE y ACTH en la hipofisis del A. mexicanum y del A. tigrinum, durante
el proceso de metamorfosis. Fotomicrografias de cortes parasagitales de 15 1 de espesor. A. Corte
de un axolotl adulto neoténico donde se muestra la distribucion de las células IR a BE en el
I6bulo antertor, principalmente en la zona del pediculo (parte rostral), y en algunas células en la
parte media y caudal de este 16bulo. Todas las células del lobulo intermedio son IR, No hay IR
en la eminencia media ni en el loébulo neural (16 X). B. Se muestra un corte de la hipofisis de
la salamandra (etapa 1V) con IR a BE, la distribucidn de la IR no cambia en todo el proceso de
Ja metamorfosis ni en la salamandra (40 X). C. Se muestra la distribucion de las células IR a
ACTH ndtese que ésta, es igual a la distribucion de Ia IR a BE (100 X). Abreviaciones: lobulo
anterior (LA): lobulo tntermedio (LI); 16bulo neural (LN}, emmencia media (EM); infundibulo
(1); hipotalamo (Hip).



Figura 21,

Distribucion de la inmunorreactividad a LE, PRL y ACTH en la hipéfisis del A. mexicanum y
A. tigrinum. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipofisis e hipotdlamo, de 15 p de
espesor, de animales adultos neoténicos. A. Se muestra la distribucion de la IR a LE que se
encuentra distribuida homogéneamente en células del lobulo anterior. B. Se observa la
distribucién de las células IR a PRL en el 1obulo anterior, las cuales ocupan una gran parte de
la parte media y ventral del lobulo; ndtese que algunas zonas IR a PRL parecen coincidir con la
IR a LE mientras que otras no. C. Se muestra la distribucion de las células IR a ACTH en el
I6bulo anterior, principalmente en la zona del pediculo; no muestra correspondencia con la
distribucién a PRL y LE. En las células del 16bulo intermedio unicamente 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 pediculo
del l6bulo anterior donde se observan las caracteristicas mencionadas antertormente, Notese que
no hay IR en fibras de la eminencia mediu para prolactina ni para ACTH, (D, E y F, 100 X).
Abreviaciones: lobulo anterior (LLA); 10bulo intermedio (LI}, Iébulo neural (I.N); eminencia media
(EM); infundibulo (1); hipotalamo (Hip); prolactina (PRL).
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Figura 22,

Inmunorreactividad a LHRH en cerebro e hipofisis del Ambystoma. mexicanum 'y Ambystoma
tigrinum. Fotomicrografias de cortes parasagitales de hipofisis y cerebro, de 15 p de espesor,.
A. Se muestran fibras gruesas IR en el lobulo neural con con una densidad de (+), (250 X). B.
Del mismo corte de A, se muestran las fibras IR en la eminencia media con una densidad de
(+++); no existe IR en el 16bulo intermedio ni en el lobulo anterior. C. Fibras IR y neuronas (XX
u de diametro mayor) bipolares situadas en el organo paraventricular, (1), (100 X). D. Se muestra
un aumento mayor de la neurona bipolar de C. (400 X). Abreviaciones: I6bulo anterior (LA);
I6bulo intermedio (LI1); lobulo neural (LN); eminencia media (EM); infundibulo (I); comisura
anterior (CA); densidad alta (+++); densidad media (++); densidad baja (+).
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Figura 20,
Esquemas que muestran la distribucion que tiene la IR a los péptidos opioides en la hipéfisis e hipotalamo de A. mexicanum y A.

tigrinum adulto neoténico y en las diferentes etapas del proceso de metamorfosis. Abreviaciones: Leucina-encefalina, LE; Metionina-
encefalina, ME; Metionina-encefalina-Arg-Gli-Leu, MERGL,; Beta-endorfina, BE; Dinorfina 1-8; Dinorfina A; Dinorfina B, Din;
Prolactina, PRL; Hormona adenocorticotrofica, ACTH; Lébulo neural, LN; Lobulo intermedio, LI; Lobulo anterior, LA; Infundibulo,
I, Eminencia media, EM; Hipotalamo, HIP; células IR (e), células con inmunorreactividad baja (o) y fibras IR (lineas onduladas ~).

represenian fibras IR.
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Con las tinciones histologicas de H-E y la modificada de Heidenhain (Kikui y Miki, 1995)
se pudo observar que las células gonadotroficas (LH y RH) que son células y basofilicas, y las
células IR a LE tienen una distribucion similar. Las células croméfobas o con una acidofilia leve

tuvieron la misma distribucion que las ACTH/ 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 ftbras situadas en los l6bulos de la hipoéfisis, de dos especies
de Ambystoma (tigrinum y mexicanum) durante las distintas etapas de la metamorfosts,
espontanea o inducida.

Comenzaré esta discusion puntualizando cudles fueron los parimetros anatomicos
escogidos para delimitar las etapas de cambios morfologicos que culminan con la transformacion
de la larva en salamandra. La metamorfosis en los Ambystomas ha sido descrita en maltiples
trabajos (Velasco, 1879). Sin embargo, de su sistematizacion en etapas tenemos unicamente la
referencia del trabajo de Norman (1985), para el A. tigrinum, a diferenc:a de los anuros en los
que existe una amplia categorizacion 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.

|
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Tabla XI.

“

| ETAPAS DE LA METAMORFOSIS DE LA SALAMANDRA TIGRE
Ambystoma tigrinum

Etapas Definicion J
1 Cociente de la aleta ventral entre la dorsal = 40 % 0 mas.
11 Aleta ventral x 100/aleta dorsal = 25 ﬂ
. 111 Aleta ventral x 1007aleta dorsal = 10 L
v Altura de la aleta ventral (0 %). '
Vv 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 %)

87



En nuestros primeros experimentos se midieron: la altura de la cola, la cual disminuye
en relacién a la reabsorcion de la aleta ventral y dorsal; la longitud de las branquias superior,
media, e inferior 1zquierdas, las cuales se reabsorben al mismo tiempo, por lo que, se tomd en
cuenta unicamente la medida de la branquia superior; la longitud total (tomada de la nariz a la
cola) no se modifica, al igual que la longitud cola-cloaca; el perimetro de la cintura, esta en
relacion con la ingesta de alimentos, por lo que no se consideré como parametro de la
metamorfosis; el ancho de la cabeza y la distancia entre los ojos disminuyeron, pero no se
consideraron por presentar dificultad para la medicién, y causar un gran estrés al animal, ademas
de un mayor tiempo de manipulacion. En esta tesis eliminamos algunos de estos parametros que
inicialmente fueron tomados en cuenta y que posteriormente no fueron relevantes para la division
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 morfologicos mas ostensibles y su reabsorcion se encuentra acotada temporalmente.
Las diferencias fundamentales entre nuestras etapas de clasificacion y las de Norman (1985) son
en cuanto a la gradacion del proceso, aunque esencialmente se trata de los mismos parametros,
excepto que el no toma en cuenta la reabsorcion de las branquias hasta la etapa VII o reabsorcion
total.

La medicion de los parimetros anatdmicos utilizados para delimitar las etapas de la
metamorfosis del A. tigrinum y del A. mexicanum nos permitio establecer que en el A. mexicanum
la reabsorcion total de la aleta dorsal termina al mismo tiempo o un poco después de la

reabsorcion total de las branquias, por lo que se clasificaron como de la etapa Il a los A.
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mexicanum  que tenian una reabsorcion de entre el 40% y el 50% de la aleta dorsal y la
reabsorcion de las branquias de entre el 40% y 60%, a diferencia del A. tigrinum en los cuales
se tomo como parametro de clasificacion la reabsorcion total de la aleta dorsal (AD= 0).

Con respecto a la induccion de la metamorfosis, se ha reportado (Darras y Kihn, 1984)
que la aplicacion de T4 a una dosis de 10ug por animal, produjo a las cinco semanas, la
reabsorcién de las branquias en un 75% y la disminucion del 55% en la altura de la cola. En el
caso de nuestro experimento piloto, la dosis Unica de 10 ug por animal, produjo a los 36 dias de
su inyeccion, 1a reabsorcion 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 pg de T4, la
que aplicaron nuevamente en el dia 28, ya que no se habia llevado a cabo la metamorfosis. Con
este esquema de aplicacion de T4 (40 ug totales) la reabsorcion de las branquias tomo6 79 dias.
En nuestro experimento piloto se utilizaron dosis de 10 y 40 pg (dosis Unica), las que hasta el
dia 36 posterior a su administracion no produjeron metamorfosis, por lo que se decidio utilizar
una dosis unica de 100 pug con la que s se llegd a la reabsorcion total de branquias y aletas en
un promedio de 28 dias para el A. mexicanum (tabla VI) y de 16 dias para el A. tigrinum (tabla
VI). A partir de este experimento se calculé una dosis de 2.5 pg-por g de peso con lo que
logramos inducir el proceso de metamorfosis de manera homogénea.

En los experimentos posteriores se logro la reabsorcion total de branquias y aletas en un
promedio de 19.2 dias para el A. mexicanum (tabla IX) y de 17.75 dias en el A. tigrinum (tabla

VII),

La duracion de la metamorfosis esta en relacion 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 pg de T4 (no ajustada al peso), llegaron a la etapa 1l en 28 dias. Los animales del grupo
A. mexicanum (experimento #3), con un peso inicial promedio de 31.25 g y una dosis de T4 de
2.5 pg por g, llegaron a la etapa III en 19.2 dias promedio. De estos grupos se obtuvieron los
primeros animales que presentaron Jos parametros morfologicos de cada etapa y se sacrificaron.
Estos animales fueron gencralmente los menos pesados (tabla IX ver peso inicial promedio de
cada etapa), lo mismo ocurrié con el grupo A. tigrinum (tabla VIII). Los animales jovenes 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 levementé disminuida a la T4 en los tejidos periféricos, lo que
ocasionaria que a esta hormona le llevara un mayor tiempo para iniciar su efecto. Estos resultados
podrian explicar el retraso que encontramos en ia duracion de la metamorfosis.

El desarrollo de la metamorfosis, evaluado por los cambios en las estructuras anatémicas
externas de los Ambystomas tigrinum y mexicanum durante la metamorfosis inducida, es un
proceso gradual. Este se inicia después de un periodo de 2 a 4 dias de la aplicacion de la T4, este
lapso podria deberse a por lo menos dos factores: la sensibilizacion de los tejidos a la hormona,
que incluye el efecto intracelular, es decir, la latencia de accion de la hormona en la maquinaria
celular, y la formacion de receptores (Galton, 1988 y 1989).

La metamorfosis no consiste unicamente en el cambio de las estructuras anatomicas
externas, sino que, conlleva la maduracion o transformacion de los diferentes organos para la

adaptacion al nuevo medio ambiente. Estos cambios son de tres tipos principalmente: regresion
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de las estructuras y funciones que tienen significado Gnicamentente en la larva; transformacion
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 mas aparentes no resulta ser lo
mas adecuado. Sin embargo, no se tiene conocimiento exacto de todos los cambios, y seria una
lista inmensa tomar 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 produccion de urea
(Munro, 1953), cambios en las estructuras renales (Fox, 1970), incremento en la produccion de
proteinas sanguineas (Hahn 1962). También se deberia considerar la maduracion de la
hemoglobina (Benbassat, 1970; Turner, 1988) maduracion y cambios en el sistema nervioso,
algunos asociados a las estructuras de neoformacion como son, la columna motora lateral de la
meédula espinal dorsal, por el desarrollo de las extremidades (Beaudoin, 1956), y la maduracion
de otras estructuras cerebrales como el hipotdlamo 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 division en etapas con base en los cambios de las

estructura anatomicas externas resultd ser lo idoneo.

El objetivo principal de esta tesis fue el de analizar la IR de los péptidos opioides
contenidos en la hipofisis de estos Ambystomas, y sus posibles cambios durante el proceso de

metamorfosis. A continuacion consideraremos y discutiremos los hallazgos inmunohistoquimicos.

En los ajolotes adultos neoténicos (4. mexicanum y A. tigrinum) nuestros resultados
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muestran la presencia de fibras IR a LE en el l16bulo ncural y en la eminencia media de la
hipofisis del axolotl. Estos resuftados coinciden con los reportados en aves, en mamiferos, asi
como en otros anfibios (Baydn y col, 1980b; Watson y col. 1977, Merchenthaler, 1989). En ¢l
l6bulo anterior encontramos gran cantidad de células IR a LE (Fig. 15A). Este hecho no se ha
reportado en otros vertebrados a excepcion del trabajo de Tramu y Leonardelli (1979), en el que
reportan la existencia de IR a LE en la adenohipofisis 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-adenohipofisis
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-adenohipofisis de la lamprea corresponde anatomicamente al dbulo
intermedio de los vertebrados superniores Estos autores mencionan que muy probablemente las
encefalinas encontradas en este sitio sean el producto de la degradacién de un precursor comun
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 16bulo
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 presentd una intensa IR a ME, en
las fibras de la eminencia media, el l6bulo neural, y en neuronas del hipotalamo y en otros
nhcleos cerebrales (Fig. 16F, G y tabla HI). Esta coincide con lo reportado en otros vertebrados
(Bayon 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 lobulo anterior proviene de la prodinorfina, por vanas evidencias:
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a) Martens y Herbert (1984) secuenciaron al gen que codifica la proencefalina A en la rana
Xenopus lacvis que es un anfibio Urodelo, y encontraron que no existia la secuencia de la LE
y en su lugar contenia 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 contieng 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 acidos de cerebro del A. tigrinum, y utilizando técnicas de
radioinmunoensayo especificas para detectar las encefalinas, seguidas de un andlisis de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de fase reversa, detectaron picos de auténtica ME
y LE. Sin embargo, la proporcion 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 dmorfina B (rimorfina). Nuestros resultados mostraron IR dnicamente en fibras del
I6bulo neural, eminencia media (Fig. 18A, B y C), neuronas en el hipotalamo y otros nicleos
cerebrales para estos tres anticuerpos, principalmente para la dinorfina B (Fig. 18D). No
encontramos IR a ninguna de las dinorfinas en las células del l6bulo 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 ldbulo nervioso
(Seizinger y col., 1984). Coincidentemente en el 16bulo anterior de la rana no se encontrd

dinorfina (Cone y Goldstein, 1982). Asat y col. (1988), por medio de las técnicas de



cromatografia de filtracion molecular aplicadas en el cerebro e hipofisis del axolotl, encontraron
que en la generacion 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 especifica para cada tejido (Seizinger y col., 1984). La conversion en productos de bajo
peso molecular, como la LE, se presenta en algunos nicleos cerebrales, como en la substancia
negra de los mamiferos (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. (comunicacién personal) encontraron
que en extractos acidos de cerebro e hipofisis del A. tigrinum, la LE eluida en una cromatografia
de filtracion molecular (Sephadex G-50) y posteriormente cuantificada por RIA, 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,
aumentaria 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 especifico
que reconoce al aminoacido carboxilo terminal (tabla IV y X).

Con los datos anteriores podemos concluir que la IR a LE detectada en las células del
l6bulo anterior de la hipofisis no proviene de la proencefalina, como en el caso del Xenopus, y

sugieren que los precursores pudieran ser la prodinorfina, u otro precursor aun no identificado.

La IR a MERGL en la hipofisis de los Ambystomas mexicanum y tigrinum, sigue el

mismo patron de distribucion que la BE, esto es, células IR en el Iobulo intermedio y en la

94



adenohipofisis, principalimente en la parte rostral. También existen fibras IR a MERGL en la
eminencia media y en el 16bulo neural (Fig. 14A); a diferencia de la BE que no presenta IR en
estas estructuras. Llama la atencion que en diferentes nticleos 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 MERGIL esté presente en la proencefalina de este
anfibio. Otra posibilidad es que este anticuerpo podria estar marcando un péptido similar. A este
respecto, Dores y col. (1993) reportaron que en el cerebro del A. tigrinum, con la digestion
enzimatica de las fraciones del HPLC, con un tiempo de retencion de entre 27 y 32.5 min. se vid
la presencia de un nuevo péptido un poco mayor a la MERGL, que no coeluye con la MERGL
n1 con el heptapéptido y tiene un tiempo de retencion de 29.5, que es (nico en este anfibio.
Con lo expuesto anteriormente, podemos concluir que existen similitudes en la secuencia
de aminodcidos 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 mamiferos.

La distribucion de la IR a BE en la hipofisis del axolotl adulto neoténico, sigue el mismo
patron que para las aves y mamiferos (Bloom y col. 1977). Es decir, no existe IR a BE en el
lobuio nervioso, ni en la eminencia media (Fig. 19A). La BE coexiste con la ACTH, BLPH y
MSH ya que todas las células del l6bulo intermedio son 1R 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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comun. La IR a BE no coexiste con la IR a encefalinas (ver Fig. 4A, B, Cy D del trabajo Leon-
Oleay col, 1991), lo que apoya el hecho de que provienen de diferentes precursores como en
aves y mamiferos (Bloom y col., 1978; Bayony col., 1980; Gramsch y col., 1979; Watson y col.,
1978) Esto sugtere que en los anfibios estos dos sistemas de péptidos opioides estan separados,
ya que no provienen de un precursor comun y no se liberan de las mismas células. La
distribucion de la IR a BE en el pediculo del lobulo anterior coincide con la distribucion de las
células corticotropas (Fig. 19A y C), como se ha reportado para mamiferos (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:

ParalalR a LE en la etapal encontramos la disminucion o ausencia de ésta en las células
del l6bulo anterior, con persistencia de fibras IR en la eminencia media y la aparicion incipiente
de IR en el lobulo intermedio. La etapa Il de la metamorfosis se caracterizd por un reencendido
en la IR a LE en las células del 16bulo 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
adenohipofisis y el estado adulto o salamandra, ausencia . Este hecho, en una primera instancia,
nos llevé a pensar que la presencia de LE en las células adenchipofisiarias estaria jugando un
papel en el mantenimiento de la neotenia, dado que, esta misma presencia se perdia en el estado
adulto. La separacion en etapas del proceso de metamorfosis nos permitio distinguir claramente
una fase de pérdida de la IR a LE (etapa I) seguida de la reaparicion de la IR en la

adenohipofisis (etapa II). Si bien no podemos encontrar un correlato morfofuncional a estos
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hallazgos, estos hechos dejan entrever una accion mas compleja no valorable con los métodos
inmunohistoquimicos utilizados en esta tesis, Esto nos ha llevado ha replantear el problema para
puntualizar si se trata de una deplecion por hiberacion durante la etapa I, o una falta de
produccion. 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 cuantificacion
de estos péptidos por el método de RIA, durante la metamorfosis inducida del A. mexicanum, en

la hipofisis 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 patron 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 adenohipofisis y
tampoco en el l6bulo 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 16bulo intermedio dispuestas periféricamente (Fig. 16C y D), y en
las células de la parte rostral (pediculo) del lobulo 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 ldbulo neural se congerva tanto en la larva como en la salamandra, y no
cambia durante la metamorfosis. Estos datos sugieren la activacion del sistema de la

proencefalina. Esta misma actividad cesa o disminuye en la salamandra,

La IR a la MERGL durante la metamorfosis presenta una distribucion similar a la de la

BE con la diferencia que encontramos que presenta una redistribucion de la IR en el l6bulo
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intermedio hacia la periferia en la etapa I como se puede observar en la Fig. 14B. Esta
redistribucion se presenta también para fa IR a LE y ME, de forma acentuada en la etapa Il como
se puede observar en la Fig. 1SE y 16C. Estas imagenes sugieren una activacion del gen que
codifica para la proencefalina en estas células. En las etapas subsiguientes la distribucion de la
IR a MERGL se mantiene como en ¢l adulto neoténico.

La distribucion de la IR a BE, Din 1-8, Din Ay Din B, durante las diferentes etapas de
la metamorfosis y en la salamandra se mantiene con las mismas caracteristicas que en el estado
larvario. Para la IR a ACTH y prolactina no se observaron cambios aparentes en su distribucion
en la larva y la salamandra. Llama la atencion que la IR a ACTH y BE no cambia durante la
metamorfosis, aunque en estas células se presenta concomitantemente, en la etapall, 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-Martinez (1995) ha reportado un incremento en la T3 durante etapas de la
metamorfosis analogas 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 continda hasta la etapa
II (etapa II-1II de esta tesis), a partir de la cual parece alcanzar sus valores maximos (plateau),
para posteriormente presentar, en la etapa lI y hasta la etapa IV (etapa 1II de esta tesis), una
ligera disminucion. Esta curva muestra la actividad de una hormona ligada a altas demandas en

los procesos metabolicos. 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-Martinez, 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 desaparicion en la salamandra nos
sugirio 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 mhibitorio sobre Ia liberacion de ta prolactina,
hormona que se ha asociado al mantenimiento de la neotenia (Darras y Kihn, 1984; Platt, 1976;
Larras-Regard, 1985). En esta linea de pensamiento realizamos los experimentos con antagonistas
de los opioides enddgenos (naltrexona, binaltorfimida y naltrindol) con el objeto de tratar de
precipitar la metamorfosis. Con las dosis y la via de administracion utilizadas, no fue posible
precipitar la metamorfosis, lo que sugiere que los opioides enddgenos no tienen un papel
protagonico en el mantenimiento de la neotenia. Esto se presenta como un problema mucho mas
complejo, que encierra una integracion hormonal que no se encuentra bien elucidada y que escapa
a los objetivos de esta tesis, ya que para dar una explicacion satisfactoria hay que establecer
correlatos mas finos a nivel de interacciones funcionales neuroenddcrinas.

Los experimentos de coexistencia demostraron que la BE y la ACTH se encuentran en

las mismas células y regiones, como ya se mencioné anteriormente, esto es, en las células del
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lobulo intermedio que ha su vez son melanotropas y en las células de la porcion rostral del 16bulo
anterior o corticotropas. Estos resultados concuerdan con lo que se habia demostrado para
anfibios (Dores y col., 1993) y otras especies (Bayon y col., 1980 y 1980b; Gramsch y col,,
1979).

Existe IR para LE, ME, MERGL, dinorfinas y para la LHRH, en las fibras de la
eminencia mediay el lobulo 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 fluoresceina) se observo fluorescencia en las mismas fibras. Es
necesario un examen a nivel de microscopia electronica 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 I6bulo neural (Martin y Voigt, 1981; Watson y col., 1982).

La IR a LE en las células del 16bulo anterior y la IR a prolactina parecen coincidir en
algunas regiones del Iobulo anterior (Fig. A, By D, E). Sin embargo no se encontraron células
con doble marcaje. La distribucion de la LE es mas parecida a la distribucion de las células
gonadotropas (Mikami, 1992). Al respecto existen trabajos que reportan la coexistencia de LE
y LH y FSH en adenohipofisis de conejillo de Indias (Tramu y Leonardelli, 1979), y la
coexistencia de prodinorfina con LH y FSH, en mamiferos (Khachaturian y col., 1986).

La existencia de IR a péptidos opioides en las células de los lobulos intermedio y anterior
de la hipofisis, asi como, en fibras de la eminencia media y e} l6bulo neural, y las variaciones
de la IR a estos péptidos durante la metamorfosis sugiere una relacion funcional moduladora, ya

sea de forma paracrina o enddcrina, con el proceso de maduracion y desarrollo que implica la

metamorfosis.
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Endorphin-Immunoreactive Cells

in the Anterior Pituitary of the Axolotl
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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 lobe 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 lobe.
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
lobe 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 (Bayodn et al., '80a;
Goldstein and Ghazarossian, '80; Cone and Goldstein, '82).
The presence of dynorphin and beta-endorphin in the
intermediate lobe (I1L) 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
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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
(Coneand 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—Ambystoma mexicanum—
the enkephalin content in the hypophysis is significantly
higher than that measured 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 immunoreactive (IR) to 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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ing to study the features and the distribution of the cells
containing these opioid peptides, which may be plaving a
hormonal function.

MATERIALS AND METHODS

Axolotls, A. mexicanum, were captured in the Lake of

Xochimileco in Mexico City. Thirty male and female animals,
weighing 80-120 g and measuring .18-.20 m in length,
were maintained in an open air aguarium at 18-20°C and
subjected to an artificial day-night cyele (10 hours light/14
hoursdarkness), The inimals were anaesthetized by inhala-
tion of ethyl-ether and intracardially perfused with 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pll 7.4, 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
wm) by means of a cryostat (Leitz, Wetzlar) at 16-18°C.
Sections were mounted on gelatin-covered slides.

Antibody characteristics

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 immunohistochemieal condi-
tions the Leu-E antiserum crossreacts completely with
synthetic Leu-E, slightly with synthetic Met-E and DY
(1-8), and not at all with BE. Under RIA conditions, the
Met-E antiserum showed a 100% crossreactivity with
Met(0)-E, 0.3% with Leu-E, 0.2% with the heptapeptide
Met-E-Arg-Phe, and less than 0.01% with Met-E-Arg, DY
(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 DY. We used two kinds of BE antiserum: one was
kindly supplied by Dr. Floyd Bloom and its radicimmunoas-
say characteristics have been described elsewhere (Bloom et
al., '77), and the other was from a commercial brand (ICN
Lab.). These antisera only recognize the carboxyl-terminal
segment of the peptide, fully crossreacting with (B-LPH);
no cross reaction is observed with pro-enkephalin A (Pro-
Enk-A) or pro-enkephalin B (Pro-Enk-B) -derived peptides.
Immunchistochemically, both antisera behaved in a similar
way, i.e., they crossreacted completely with synthetic BE
and they did not crogsreact at all with synthetie Leu-E,
Met-E, or DY. We used two kinds of dynorphin A (1-8)
antiserum: one was kindly supplied by Dr. ladarola and has
been described elsewhere (Iadarola et al., '86; Ruda et at.,

Abbreviations
AL anterior lobe
BE beta-endorphin
DY (1-8} dynorphin A (1-8)
HYP hypothalamus
I infundibulum
IL intermediate lobe
Leu-E leucine enkephalin
ME median eminence
Met-E methionine enkephalin
NL neural lobe
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TABLE 1. Crossreactivaty of the Antiser’
Peptides
Antizera Lew 13¥ Mot b DY -5
:\Il“*[.l'll']': : LI LI o+ b
Anti-BE b .
."\ﬂ”'.\‘l"'i': .t LI B - ¢ v ot

Ante-DY 1m0 N Ve

FChanges i tie immunofuoreseence mntens=iy i tssge sochons dite 1o the ceossreactive
ity of e adisera The crossreactivity of each abitsertm was tested with anexeess (10 !
Mool s respective homuologous syothete peptide and with other synthetie opowd
peptides, Intensty Jevels o4 4+ v maxinm nounoliuorescesiee, £+ #41 shght block:
ape of the immupotluorescenee, o otal bluckage of the iminotiuoreseenee

'88), and the other was from a commercial brand (Penin-
sula Lab.). Under immunohistochemical conditions, these
antisera crosstveacted completely with synthetie DY (1-8),
slightly with synthetic Leu-E, and not at all with Met-E or
BE. The results of preadsorbing the antisera with synthetic
peptides are summarized in Table 1,

IMMUNOHISTOCHEMICAL PROCEDURE

The conseeutive 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-buftered saline (PBS)
containing 0.3% 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 preadsorption 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 made in a fluorescence microscope (Leitz
Laborlux 12) using suitable filters (12). Photomicrographs
were taken using a 400 ASA film and the usual developing
procedures were followed.

RESULTS
Leu-Ii immunoreactivity

Our results showed intense Leu-E-IR cells scattered
throughout the anterior lobe of the hypophysis (Fig. 1A).
The median eminence also presented a full pattern of
Leu-E-IR fibers (Fig. 1E, arrow). These fibers were located
along the same axis of the median eminence and presented
varicosities. In the neural lobe we found a low density of IR
Leu-E fibers. The cells in the anterior lohe had a columnar
shape, their longest axis being 32—40 pm and the shortest
one being 6-10 pm, The cells had one pole attached to a
sinusoid wall (Fig. 2A), and their elongated nucleus (20 > 4
ium) lay at the opposite pole. Sometimes both poles were
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Fig. 2.
B: Cdlls IR to BE in the anterior lobe. Notiee the proximity of the I cells ta the sinusoid spaces (81, The
cytoplasms of the IR cells are strongly Huorescent, the nuclei are not. Scale bars: A, 50 um; B, 25 um.

attached to sinusoid walls (Fig. 3). Only the eytoplasm was
immunoreactive (Figs. 11, 2A, 3). No Leu-E-IR-positive
cells were found in the intermediate fobe (Mg, 1A,C).

BE immunoreactivity

All cells in the intermediate lobe were found to be
immunoreactive to BE (Fig. 1B). In the AL only a few cells
showed BE immunoreactivity, The latter cells were distrib-
uted in the pedicle (Fig. 1B,F) or were scattered in the rest
of the gland. The morphology and size of the BE-IR cells
found in the AL were similar to the Leu-E-1R cells described
above (Fig. 2B), However, comparison of adjacent sections
of the anterior hypophysis having Leu-l$ and BE immuno-
reactivities showed that the immunoreactive cells do not
overlap (Fig. 4A~D). We had no evidence for colocalization
of both peptides in the same cell. However, it is diflicult to
ascertain the latter 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 fibers in the
neural lobe and median eminence were found (Fig. 1B,D.1).
An interesting finding was that the BE-IR cells showed a
distribution simiar to that of corticotropie cells seen with
the hematoxylin-eosin staining method. Interestingly, in
Ambystoma tigrinum the distribution of the corticotropic
cells containing ACTH and Alpha-MSH (Dores et al,, '84h)
resembles that of BE IR cells in A, mexteanum.

Met-E immunoreactivity

The Met-E-IR fibers were restricted to the median emi-
nence and some fibers in the neural lobe (Fig. 5A,C). These

Ui, 10 Parasagittal sections ot the hvpophysiz of the axolot! show-
ing Leu-B and BE immunoresctivities. The three photographs an the
tett tACLE ) show immunoreactivity to Leu - and the ones on the right
(B,1),F1 to BE. In a panoramic view (A one can see strongs innmunollu-
orescence i many cells of the anterior lohe and i some tibers of the
median endnence. There is no mununsthoreseence i the intermediate
lohe. A higher magnification (O F) of the anterior repion of the

Parasagittal sections of the hypophysis of the axolotl, A Cells IR o Leu-E in the anterior lobe,

Cell immunoreactive to Leu-IS in the anterior lobe of the

Fiz 3.
hypaphysis of the nxoloth. An elongated cell with both poles attached to
sinusoid walls (51, Scale bar: 50 jun.

tfibers were located along the sume axis of the median
eminence and showed varicosities. No Met-E-1R cells and
fibers were found in the anterior lobe and in the intermedi-
ate lobe. Some non-spectfic and low immunoreactivity wis
present in the anterior lobe due to crossreactivity to Lou-E.
We found also intense Met-E-IR neurons and fibers in the
hypothalamus (Fig. hAB).

adenchypophysis (pedreler shows strong inmunoreactivity in cells, as
woell i mctibers ot the medin eminence. The immunoreactivity to BE
present i all the eells of the intermediare lobe and e some cells of the
anterior obe (B The nearal and median emnence do not have
nntnunoilvoresconce o BE B Scade bars: ALK, 250 o CU0, 1O
g BB G0 o
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Fig. 5.
the axolotl showing the distribution of hmmunoreactivity to Met k.
There are many intense IR fibers in the median eminence (see fower
boxed area in A, enlarged in Cr. There is ne immunoreactivity in [Land

DY (1-8) immunorecactivity

The distribution of DY (1-8) immunoreactivity in the
hypophysis was very similar to that for Met-F. We found
abundant DY (1-8)-IR fibers in the neural lobe and in the
median eminence (Fig. 6). No immunoreuactivity to DY (1-8)
was found in the anterior and intermediate lobes. However,
there was a low non-specific fluorescence present in the
anterior lobe, We found also DY (1-8)-1R neurons and fibers
in the hypothalamus. The distribution of the intmunoreac-
tivity to ull peptides is shown in Figure 7.

DISCUSSION

Our results show the presence of Leu-F IR cells in the
anterior lobe of the hypophysis of Ambystoma mexicanum.
This pattern of distribution has not been described in other
vertebrates. However, Leu-E IR fibers in the NL and M9

Fig. 1.
overlap between Len-E and BE immunoreactivities in the anterior tobe
of the hypophysis of the axolot]. A: Pedicle vregion with 1R cells deft and
fibers tarrowi to Lew I Notice the regon with no immuanoreasctivity in
the rostral part of the pedicle weirelest, B: Group of TR cells to BE that
corresponds to the region with no IR 1o Len-Fom phiotograph A There
are no IR fibers 1o the median eminence Gorow s, The ssterisk marks

Parasagittal section of the hvpophysis and hypothalamus of

Adjacent parnsagnttal sections (1D poen showye the luek of

AL. In the hypothalamus (HYP), there are strongly IR neurons and
fibers near the infundibulum (B (see upper boxed aream A, enlarged in
B Scale bars: A, 200 wom; B,C, 50 .

are also found in other vertebrate species (Rossier et al,,
"77: Bayan et al., '80a; Naik et al., '81; Dores et al., '89a).

It is remarkable that in the AL we did not find Met-11 IR,
suggesting that it might arise from a diflerent precursor
than Leu-E. There is a low non-specific fluorescence in the
AL that ean be due to crossreaction of the Met-I2 antiserum
with Leu-E. We discarded the possibility of the presence of
Met-E immunereactivity, because although the Met-I an-
tiserum recognizes Leu-Is, using the specific antibody, we
did not find any Met-E IR in the AL. However, this does not
mean that the antiserum had less affinity, since in the same
tissue slices we found fibers in the NI and median emi-
nence, and intense immunoreactive cells and fibers in the
hypothalamus.

Since an enkephalin sequence ('yr-Gly-Gly-Phe-Met) is
contained in B-LPH and endorphin (Rossier ot al., 77,
Nakanishi et al., "791 care has to be taken so that enkepha-

connective tessue present an both photoprapbs thiat was used as o
reference poit to compire the seettons, O Lew-F TR eolls surrounding
a sthiusod (S an the miaddle part of the anterior fobe. D: The same
simusald surrounded by no BE IR cells, The asterisks on both phote
praphs mark an artifact that was used as u referenee point for
comparisen. Photogyaph 1) was taken with o long exposure thise. Seale
Burs A0



Photomicrographs showing IR to DY (1-8). There are

Fig. 6.
abundant IR fibers in the neural lobe tA) and in the median eminence
(B). Scale bars: A, 10 pog B, 50 .

lin IR is not an artifuct due to crossreaction with a
by-product of B-LPH or endorphin degradation. 1t is known
that the Leu-E sequence is not contained in the B-LPH and
endorphin precursor: therefore, the presence of Leu-k
immunoreactivity in the anterior lobe of the axolotl is not a
degradation product of pro-opiomelanocortin (POMC). A
previous study (Dores et al., '84) reports enkephalin immu-
noreactivity in the meta-adenohypophysis of the lamprey,
which coineides with immunoreactive ACTH or alpha MSH,
Both products, along with B-LPIH and BE, have a common
precursor: POMC. Thus, the enkephalin immunoreactivity
in the lamprey meta-adenohypophysis may arise from
endorphin degradation, Furthermore, the meta-adenohy-
pophysis of this species corresponds with the intermediate
lobe of higrher vertebrates,

M LEON-OLEA ET AL,

Leu-~E

BE

Met- E

DY

Fig. 7. Drawing of a parasanttal section of the hypophysis of the
axolot! summarizing the distribution of IR to Len-E, BE, Moet-E and DY
(1-8) cells () and fibers ¢ ~ 3.

The peptide Leu-E can be obtained from either of two
precursors: pro-enkephalin A or pro-enkephalin B (Comb et
al,, '82; Gubler et al., '82; Kakidani et al., '82; Noda et al.,
'82), We believe that in A mexicanunm the Leu-E found in
the AL comes from the latter precursor. Furthermore, it is
possible that Pro-Enk-A genes in lower vertebrates may
differ from those present in higher ones. Martens and
Herbert ('84) described in Xenopus laevis that the genes
that codify for Pro-enk-A contain seven Met-F sequences,
but no Leu-IS. This could also be the case for the axolotl,
where the Pro-enk-A may not contain the Leu-E sequence;
this peptide may be derived from Pro-enk-B-related end
produets. In this sense, we could not find DY (1-8)-1R cells
in the AL of the axolotl, This could be due to the faet that
the antisera used to detect DY (1-8)-related material were
directed at mammalian DY (1-8), and therefore were non-
specific for amphibian DY (1-8), although we detected DY
(1-8) immunoreactivity in fitbers in the median eminence,
neural lobe, and cells and fibers in the hypothalamus. An
alternative explanation iz that some of the Pro-Enk-B-
refated material was cleaved to vield Leu-E. Further studies
have to be done with alpha-neo-endorphin or dynorphin B
to clarity this point. Conversion of dyvnorphin products to
Leu-Enk has been shown i the amiphibian X laevis (Set et
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al., '89). There is also evidence from studies on mammals that
Pro-enk-B end products can be processed to yield Leu-IS (Zamir
et al., '84). Seizinger et al. ('84a,b) found that in rats the low
molecular weight components are localized in the N1,

Cone and Goldstein ('82) found that in AL of the toad
Bufo marinus, there were negligible concentrations of DY,
In the rat anterior lobe, the findings are controversial.
Schwenk et al. (87} found high concentrations of DY (1- 1.3,
while Goldstein and Ghazarossian ('80) reported low quan-
tities of DY (1-13) in the anterior lobe. Using immunohis-
tochemical techniques, Watson et al. C81) did not find any
immunoreactivity to DY (1-13) in the anterior lobe of the
rat. Seizinger et al. ("84b), in an 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 to DY (1-8) has a similar distribution to
Met-E; however, the fibers IR to DY (1-8) in the NL are
more abundant. 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 find
DY (1-8) in the IL. The absence of DY (1-8) in the Al and L
of axolot! may be an ontogenic feature, since this amphibian
remains in a neotenic state throughout life, that is, it
reaches sexual maturity in a larval stage. Thus, the distribu-
tion of DY (1-8) might resemble that corresponding to a
newhorn animal,

The distribution of BE-IR cells is similar to that reported
for birds and mammals (Bloom et al., '77, "78; Gramsch et
al., '79; Baydn et al., '80a). There are no BE-IR fibers in NL
and ME. In AL we do not find coexistence of BE-IR and
Leu-E IR cells; this supports the notion that they may 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., '89h).

The existence of immunoreactivity to 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 on the
hypophyseal hormones, as has been shown in other species
(Rogsier 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 eflicient releaser of both
hormones at the hypothalamic level (Holaday and Loh, '81).
The fact that BE is localized in AL of the axolot] suggests
that this peptide behaves as a hormone.

The presence of Leu-E-IR cells in the AL, in contact with
the hypophyseal sinusoids, raises interesting questions and
possibilities. As Leu-E is very likely secreted as a hormone
in the axolotl, 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 axolot! reaches adulthood in an
immature, non-metamorphosed stage makes the present
finding relevant to the study of opioid peptides in relation to
developmental biology.

ACKNOWLEDGMENTS

We wish to thank Dr. F.E. Bloom, M. Asat, Dr. M.A.
Ruda, and Dr. MJ. ladarola for kindly providing the
antisera. We are grateful to Raul Cardoso for the elabora-

114

tion of the ustrations. We want to express our special
pgratitude to Dr. Francisco Pellicer for his useful comments
and support during the preparation ol this manuseript; to
Dr. Miguel Condés-Lara and to Dr, F.d. Alvarez-Leefmans
for their comments on reading this paper.

This work was partially supported by a research grant
from lastituto Mexicano de Psiquiatria (3230 and 3240)
and from Consejo Nacional de Ciencia y Teenologia CONA-
Cy' T (P228CCOXE91536).

LITERATURE CITED

Asal, M, A Cane, E. Talavera, and M. Zubieta (2988 IR-MET and IR-LELU
enkephalin content 1 the axolot] brain (Ambvstoma mexicaniem:. Neu-
ropeptides 1204142,

Bavon, AL L. Koda, B Batteaberg, B, Azad, and F.E, Bloom 019800 Repimnal
distribution of endarphin, met-enkephalin and leu-enkephalin in the
pigean brain. Neuraosci. Lett, 16:75-80.

Bayon, A, L. Koda, K. Battenbierg, and F.E. Bloow (19800 Redistribution of
endorphin and enkephalin immunoreactivity in the rat brain and
pituvitary after in vive treatment with colehivine o eytochalasin . Braun
Res, 187103~ 111.

Bentley, A M., and M, Wallis (19861 Effects of twa enkephalin analogues,
morphine sulphate, dopamine and naloxone on prolactin secretion from
rat anterior pituitary glands in vitro. J. Endoerinol. 109:313-320.

Bloom, ., E. Battenberg, J. Rossier, J.L. Ling, 4. Leppaluoto, T.M. Vargo,
and R. Guillemin (1977} Endorphins are located in the intermediate and
unterior lobes of the pituitary gland, not i the neurchypophysis. Life
Sei. 20:438.

Bloom, F.E., E. Battenberg, J. Rossier, N. Ling, and R. Guillemin (1978)
Neurons eontaining B-endorphin in rat brain exist separntely from those
contpining enkephalin: Immunoeytochemical studies. Proc. Natl. Acad,
Sci US.AL 75:1591-1894.

Comb, M., P.H. Secburg, J. Adelman, L. Eiden, and E. Herbert (1982
Primary structure of the human met- and teu-enkephulin precarsor and
its mRNA. Nature 295.683, 664,

Cone, R.L, and A. Goldstein (1982) A dynorphin-like opioid in the central
nervous system of an amphibian. Proc. Natl, Acad. Sci. U.8.A, 79,3345~
SEELR

Dares, RM,, TE. Finger, and M.R. Gold (1984) Immunchistochemical
tocilization of enkephatin and ACTH-related substances in the pituitary
of the lamprey, Cell Tissue Res, 235:107-115,

Dores, RM., L.K. McDonald, and JW. Crim (19890 Detection of met-
enkephalin and lew-enkephalin in the posterior pituitary of the holostean
fish, Amia calva. Peptides (Fayetteville) 10:951-9586.

Dores, R.M., J.C. Meza, L.M. Schenk., J.A. Carr, and D.O, Norris (1989h)
Betection of adrenocorticotropin-reluted and -melanocyte-stimulating
hormaone-related substances in the apterior pituitary of larval and gdult
Ambystama tegrinum (Class: Amphibind. Endocrinology 124:1007-1016.

Fratta, W, HY.T. Yang, B. Majane, and I8, Costa (1979 Disteibution of
B-endorphin and related peptides in the hypothalamus and pituitary.
Neurnseienve 419031908,

Goldstein, A, and V.E. Ghazarossiun t1980) Immunoreactive dynorphin in
pittitary and brain, Proc. Nath Acad. Sci. U.S.AL 77:6207-6210.

Gramseh, C., V. Hollt, P. Mehraein, A, Pusi, and A Herz (19799 Repional
distribution of methionine-enkephalin and beta-endorphin-like tmmuno-
reactivity in hunwan brain and pituitary. Brain Res. 171261270,

Gubler, U, P. Seeburg, BJ. Holiman, L.P. Gage, and S, Udenfriend (1982)
Muolecular cloning establishes proenkephalin as precursor of enkephatin:
containing peptides. Nature 2945: 206-208,

Holaday, JW., and 111, Loh (1981) Neurobiology of hetarendorphin and
related peptides, In Li CHL wdr: Hormaonal Prateins and Peptides. New
York: Academic Press, pp. 202-291.

ladaraly, M.J., C. Shin, J.O. MeNamara, and FLY.T. Yang (19867 Changes in
dvnorphin, enkephabin and cholecystokinin conteat of hippocampus and
substantio nigra after amygdadis kindling. Brain Res. 365:185.-191.

Kakidani, H., Y. Furatani, H. Takahashi, H. Noda, Y. Marimate, T. Hirose,
M. Asui, 8. Inaywing, 8. Nakanishi, and 8. Numa (19823 Cloning and
sequence analysis of eDNA for poretne B-neoendorphin‘dynorphin precur-
sor. Nature 298:245-249,

Kraicer, 4., T.C. Gajewski, and B.C. Moor (1985) Release of Pro-
opiomelanocartin-derved peptides from the pars intermedia and pars
cistaalis of the rat pitiitary: Effect of corticotrophin-releasing factor and
somatostatin, Neurnendoorinology  1:363-373.



420

Martens, G.JIM,, and E. Herbert (19880 Polvmorphism and absence of
A }

Leu-enkephalin sequences in proenkephalin genes w Nenopus laews,
Nature 310:251-254.

Naik, D.R., M. Sar, and W.E. Stumpf (198D Immunohistochemnenl locliza-
tion of enkephalin tn the central nervous system and pituitary of the
lizard, Anolis carolinensis. . Comp. Neurol, 195:583-59.1.

Nakanishi, S, A. Inoue, T, Kito, M. Nakamura, A.C. Chang, S.U. Cahen, and
S. Numa (1979 Nucleotide sequence of cloned cDNA for bovine corticotro-
pin-beta-lipotropin precursor, Nature 278:420-427.

Noda, M., Y. Furutani, H. Takahashi, M. Toyosato, T, Hirose, S, Insyina, 8.
Nukanishi, and S. Numa (1982) Cloning and sequence analysis of cDNA
for bovine adrenal preproenkephalin, Noture 295,202-2006.

Oliverean, M., F. Vandesande, E. Boucique, F. Ollevier, and J. M. Olivereau
(19871 Immunoeytachemical localization and spatinl relntion to the
adenchypophysis of u somatostatin-like and a corticotropin-releasing
factor-like peptide in the brain of four amphibian species. Cell Tissue
Res. 247:317-324.

Olson, G.A., R.D. Olson, and A.J. Kastin (1989} Endogenaous opiates: 1987,
Peptides tFayetteville) 10:205-236,

Rossier, d., T.M. Vargo, S. Minick, N. Ling, F.E. Bloom, aand R. Guillenin
(1977 Reyional dissociation of B-endorphin and enkephalin contents in
rat brain and pituitary. Proe, Notl. Acod, Sci. US.A. 72£:5162-5165.

Rossier, J., E. Battenberg, Q. Pittman, A. Bayon, L. Koda, R. Miller, R.
Guillemin, and F. Bloom (197% Hypothalamic enkephatin neurones may
regulate the neurchypophysis. Nature 227:683-650.

M. LEON-OLEA ET AL

Ruda, M.A, M.J Iadarola, LV, Cohen, and WS, Young T ¢ 1988) In situ
hybridization histochemistry and imimunoevtochenustry vevead an in-
crease 1nospinal dynoephin biosynthests in o riat model of peripheral
inflammation and hyperalgesia, Prac, Natl Acad, Scic US.AL 83629
6206,

Schwenk, M., R, Jackisch, and W, Knepel (19873 Subeellular distribution of
dyvnorphin-like intnnnoreactivity in rat adenohypophysis in comparison
with luteinizing hormone und follicle-stimulating hormone. Life Sci
41:2408- 2409,

Sei, C.AL R Richard, and RM. Dores (19889 Steadystate lovels of pro-
dynorphin end-products from the brain of the amphibian, Xenopus
factns, Brain Res, 4749 162-166.

Seizinger, B.R., V. Hollt, and A Herz (198400 Proenkephalin B (Prodynor-
phint-derived opioid peptides: Evidence for a ditferential processing in
lobes of the pituitury. Endocrinology 113662670,

Scizinger, B.R., D.C. Liebisch, C, Grimm, and A, Herz (1984b) Ontogenic
development of the pro-enkephalin B (= Pro-dynorphin) opioid peptide
system in the rat pituitary. Neuroendocrinology 39414422,

Watson, 5., H. Akil, V.E, Ghazarossian, and A. Goldstein (198 1) Dynarphin
immunneytochemical loealization in brain and peripheral nervous sys-
tent: Preliminary studies. Proe. Natl. Acad, Sci, U.B.A. 78: 1260-1263.

Zamir, N M. Palkovitz, E. Weber, E. Mezey, and J.1. Brownstein (1984 A
dynorphinergic pathway of Leu-enkephulin production in rat substantin
nigra. Nature 307.643-645,



Publicaciones elaboradas durante la realizacion de la tesis.

Leon-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Pina A L. and Bayon, A. Evidence for enkephalin and
endorphin immunoreactive cells in the anterior pituitary of the axolotl Ambystoma mexicanum.
J. Comp. Neurol. 305:412- 420, 1991.

Pellicer F., Ledn-Olea M. y Sanchez-Alvarez M. Consideraciones Sobre las Teorias Moleculares
de la Adiccion a la Morfina. Salud Mental. 15:(2): 44-48, (1992).

Pellicer F., Asai, M., Leon Olea, M., and Sanchez-Alvarez, M. In vitro release of IR-Met and
IR-Leu- enkephalins in whole perioesophageal ganglia of Helix aspersa. Comp. Biochem.
Physiol. 104C (2):323-325, 1993.

Sanchez-Alvarez, M., Ledén-Olea, M., Talavera, E., Pellicer, F., Sanchez-Islas, E.,
Martinez-Lorenzana, G: Distribution of NADPH-diaphorase in the perioesophageal ganglia of the
snail, Helix aspersa. Neuroscience Letters 169:51-55, 1994,

Leon-Olea, M., Sanchez-Alvarez M., Sanchez-Islas, E.: Los opioides como péptidos ancestrales:
estudio inmunohistoquimico en el molusco Helix aspersa y en el anfibio Ambystoma mexicanum.
Salud Mental 17 (3): 40-48, 1994,

Talavera, E., Martinez-Lorenzana, G., Leon-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Sanchez-Islas E.,
Pellicer F. Histochemical distribution od NADPH-diaphorase in the cerebral ganglion of the
crayfish Cambarellus montezumae. Neuroscience Letters, 187:177-180, 1995,

Flores A, Leén-Olea M, Vega R, Soto E: Histochemistry and role of nitric oxide synthase in the
amphibian (Ambystoma tigrinum) inner ear. Neuroscience Letters,, 205: 131-134, 1996.

Articulos cientificos no arbitrados

Sanchez-Alvarez, M. y Ledn-Olea M. Variacion Estacional de la Inmunorreactividad a Leu-y
Met-encefalina en los Ganglios periesofagicos del Caracol Helix aspersa . Anales de la VI
Reunidn de Investigacton y Enseiianza del IMP, 92-95, 1991,

Pellicer F., Asai M. Leon-Olea M., Sanchez-Alvarez M. Liberacion in vitro de la
inmunorreactividad a Met- y a Leu-encefalinas en el ganglio periesofagico completo del caracol
Helix aspersa. Anales de la VII Reunion de Investigacion y Ensefianza del IMP, 12-15, 1993,

Sanchez-Alvarez, M., Leon-Olea, M., Talavera, E., Pellicer, F. Sanchez-Islas, E., Martinez-
Lorenzana, G. Distribucion de 1a NADPH-Diaforasa en el ganglio periesofagico del caracol Helix
aspersa. Anales No. 5 de la IX Reunion de Investigacion del IMP,163-166, 1994.

Martinez-Lorenzana, G., Talavera-Cuevas, E., Leon-Olea, M., Condés-Lara, M. Cambios en la
velocidad del transporte axonal en las fibras comisurales amigdalinas por el Kindling amigdalino.



Anales No. 6 de la X Reunion de Investigacion del IMP, 20-30, 1995,

Articulos de divulgacion,

Ledén-Olea M. Los péptidos opioides y la filogenia de la nocicepcton. Ciencias no. 31:33-38, Julio
1993,

Capitulos en libros cientificos

Leén-Olea, M. Los péptidos opioides COMo proteinas ancestrales: Estudio
inmunohistoquimico en el molusco Helix aspersa y el anfibio  Ambystoma mexicanum.
Péptidos Opioides. Ed. F. Pellicer. Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiologicas, México: 1993

pp.1-13.
Comunicaciones a congresos

Leon Olea, M., Sinchez Alvarez, M., Pifia, A.L., Briones, M. y Bayon, A. Enkephalin,
endorphin, and dynorphin immunoreactive cells and fibers in the pituitary of the axolotl
(Ambystoma mexicanum ). 19Th. Annual Meeting Society for Neuroscience. Phoenix, Arizona.
Oct. 29-Nov.3, 1989.

Ledn-Olea, M. y Sanchez-Alvarez, M. Distribucién de la inmunorreactividad de la Leu-encefalina
en la hipéfisis del anfibio Ambystoma tigrinum: en el estado larvario y en el de adulto o
salamandra. Cuartas Jornadas de Biologia del desarrollo. Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del I.LP.M. Méx. D.F., del 12 al 14 de Junio de 1991.

Ledn-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Camacho, F. Estudio comparativo de la distribucion de la
inmunorreactividad a péptidos optoides en la hipofisis de los Ambystoma mexicanum, A. tigrinum
y en la Salamandra tigrinum. XXXIV Congreso Nacional de Ciencias Fisiolégicas. Colima, Col.
8-12 septiembre de 1991,

Leon-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Camacho, F., Alvarez Leefmans, F.J. Distribution and
seasonal variations of the immunoreactivity to Leu-and Met-enkephalins in the perioesophageal
ganglia of the snail Helix aspersa. 21st Annual Meeting Society for Neuroscience. New Orleans,
USA, del 11 al I5 de noviembre de 199].

Pellicer, F., Asai, M., Ledon-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M. In vitro release of IR-Met-enkephalin
in a whole perioesophageal ganglion of Helix aspersa . 22nd Annual Meeting Society for
Neuroscience, Anaheim, California, del 25 al 30 de octubre de 1992,

Sanchez-Alvarez, M., Ledn-Olea, M., Piros, E., Talavera, E., Faull, KF. Evans, C.J.
Characterization of opioid material in the perioesophageal ganglia of Helix aspersa. 22nd Annual
Meeting Society for Neuroscience, Anaheim, California, del 25 al 30 de octubre de 1992,



Talavera, E., Leon-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Omana-Zapata, 1., Martinez-Lorenzana, G.,
Sanchez-Islas, E., Condés-Lara, M. Aumento en la velocidad de transporte axonal del trazador
peroxidasa- aglutinina del germen de trigo (HRP-WGA) en las fibras comisurales amigdalinas
de ratas epileptizadas por el "kindling". II Reunion de Investigacion de los Institutos Nacionales
de Salud, México, D.F,, del 11 al 13 de noviembre de 1992,

Sanchez-Islas, E., Martinez-Lorenzana, G., Sanchez-Alvarez, M., y Leon-Olea, M. Distribucion
Anatomica de la tnmunorreactividad a Leu-y Met-encefalinas en el telencéfalo, diencéfalo y
mesencéfalo del axolotl (Ambystoma mexicanum). 11 Reunidon de Investigacion de los Institutos
Nacionales de Salud, México, D. F,, del 11 al 13 de noviembre de 1992.

Sanchez- Islas, E. y Leon-Olea M. Distribucidon anatomica de la inmunorreactividad a Leu- y
Met-encefalinas en el Cerebro del Axolotl (Ambystoma mexicanum). VI Congreso Nacional
Estudiantil de Investigacion en el Area de la Salud, Facultad de Medicina, UNAM. México, D.F.
Del 10 al 12 de Marzo de 1993,

Sanchez-Islas, E., Sanchez-Alvarez, M. y Leon-Olea M. Localizacion tnmunohistoquimica de las
encefalinas en el Sistema Nervioso Cenntral del Axolotl, Ambystoma mexicanum. XXXVI
Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Ciencias Fisioldgicas, Universidad Americana
de Acapulco. Acapulco Gro. Agosto 15-20 de 1993,

Martinez-Lorenzana, G., Talavera, E., Sanchez-Alvarez, M., Sanchez-Islas E., Leon-Olea M,
Pellicer F. Identificacion de las neuronas productoras de 6xido nitrico en el ganglio cerebroide
del acocil, Cambarellus montezumae, mediante la técnica histoquimica de la NADPH-diaforasa.
XXXVI Congreso Nacional de la Sociedad de Ciencias Fisiologicas, Universidad Universidad
Americana de Acapulco. Acapulco Gro. Agosto 15-20 de 1993,

Leon-Olea, M., Talavera, E., Sanchez-Alvarez M., Pellicer F. Sanchez-Islas E., Martinez-
Lorenzana G. Distribucion de las Neuronas Productoras de oxido nitrico en el SNC del axolotl,
Ambystoma mexicanum. XXXVI1 Congreso Nacional de la Sociedad de Ciencias Fisiologicas,
Universidad Universidad Americana de Acapulco. Acapulco Gro. Agosto 15-20 de 1993,

Leon-Olea M., Sanchez-Islas E., Pellicer F., Sanchez-Alvarez M., Rocha L. Ontogenic changes
in the anatomical distribution of leu-enkephalin in the adenohypophysis of the axolotl,
Ambystoma mexicanum. Soc. Neurosci. Washington, DC 1993,

Sanchez-Islas E., Sanchez-Alvarez M., Pellicer F., Leon-Olea M. Immunohistochemical
localization of enkephalins in the central nervous sistem of the axolotl, Ambystoma mexicanum.
Soc. Neurosci. Washington, DC 1993,

Sanchez-Alvarez M., Leon-Olea M., Talavera, E., Pellicer F., Sanches-lslas E.,



Alvarez-Leefmans, J.F., Martinez-Lorenzana G. Distribution of putative nitric oxide producing
neurons in perioesophageal ganglia of Helix aspersa. Soc. Neurosct. Washington, DC 1993.

Martinez-Lorenzana G., Talavera E., Leon-Olea M., Sanchez-Alvarez M., Sanchez-Islas E.,
Sitges, M., Pellicer F. Distribution of putative nitric oxide in brain of crayfish Cambarellus
montezumae using NADPH-diaphorase histochemistry. Soc. Neurosct. Washington, DC 1993.

Vega, R.,Guevara, J., Leon-Olea, M., Soto, E. Neurofarmacologia e inmunorreactividad a péptidos
opioides en el oido interno. XVII Congreso Latinoamericano de Ciencias Fisiologicas.
Montevideo, Uruguay 12-16 de Abril, 1994,

Talavera, E., Martinez-Lorenzana, G. Ledn-Olea, M., Condés-Lara M. Determinacion de la
velocidad de transporte axonal del Trazador peroxidasa conjugado con la aglutinina de germen
de trigo (HRP-WGA)en ratas eptleptizadas. XXXVII Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana
de Ciencias Fisiologicas A. C. Mérida, Yucatan, 25 al 29 de septiembre 1994. Res. 0190.

Talavera E., Sanchez-Alvarez, M., Martinez-Lorenzana G., Sanchez-Islas, E., Leon-Olea, M.
Pellicer, F., Condés-Lara, M., Omaiia, I. Identification of putative nitric oxide producing neurons
in amygdala and hippocampus in the electrical kindled rats using NADPH-diaphorase
histochemistry. 24 th. annual Meeting Soc. Neurosci. Abs. vol. 20 (part. I)p.p. 410. 1994,

Ledn-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Pellicer, F., Talavera, E. Saanchez-Islas, E., Martinez-
Lorenzana, G. Distribution of nitric oxide producing neurons in the CNS of the axolotl
Ambystoma mexicanum. 24 th. annual Meeting Soc. Neurosci. Abs. vol. 20 (part. 2) p.p. 1173,
1994,

Sanchez-Islas E, Sanchez-Alvarez M, y Leon-Olea M. Presencia de encefalinas en etapas
tempranas del desarrollo del axolotl, Ambystoma mexicanum: Estudio Inmunohistoquimico.
LXXIX Reunion reglamentaria de la asociacion de investigacion Pediatrica. Tepoztlan, Mor,,
Diciembre 2-4, 1994,

Talavera, E, Martinez-Lorenzana, G., Leon -Olea, M., Corkidi-Blanco, G., Condés-Lara, M.
Identificacion de neuronas que sintezan oxido nitrico en el hipocampo, amigdala y estriado en
el kindling amigdalino, mediante la técnica histoquimica para la NADPH-diadorasa. XXXVIII
Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiologicas A. C. Querétaro, Qro. 27
al 31 de agosto de 1995. Res. 063.

Sanchez-Islas, E., Sanchez-Alvarez, M., Pellicer, F., Leon-Olea, M. Enkephalins in the developing
central nervous system of the axolotl, Ambystoma mexicanum. 25 th. annual Meeting Soc.

Neurosct. Abs. vol 21 (part. 2) p.p.1117. 1995.

Martinez-Lorenzana, G., Talavera, E, Leon -Olea, M., Condés-Lara, M. and Sitges M. Axonal



transport velocity changes in the amigdaloid kindling. 25 th. annual Meeting Soc. Neurosci. Abs.
vol 21 (part. 3) p.p. 2114, 1995.

Soto E, Flores A, Ledn-Olea M, Vega R: Nitric oxide synthase histochemistry and its role in the
afferent activity of the amphibian inner ear. Abs. of the 19th Midwinter Research Meeting.

Association for Research in Otolaryngology. pp. 173, 1996,
Tesis Dirigidas

Alumno: Eduardo Sanchez Islas. Tesis para obtener el titulo de Bidlogo de la Faultad de
Ciencias, Departamento de Biologia de la Universidad Autonoma de México. Con el titulo:
"Estudio inmunohistoquimico de la distribucidon anatémica de los péptidos opioides en el cerebro
del axolotl Ambystoma mexicanum". Trabajo desarrollado en el Laboratorio de Histologia del
Instituto Mexicano de Psiquiatria. Defendida el 7 de octubre de 1993,

Alumno: Guadalupe Martinez Lorenzana. Cotutoria de la tesis para obtener el titulo de Bidlogo
de la Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia, Universidad Auténoma de México. Con
el titulo: "Determinacion del transporte axonal del trazador peroxidasa aglutinina de germen de
trigo (HRP-WGA) en las fibras comisurales amigdalinas, en ratas epileptizadas por Kindling".
Trabajo desarrollado en el Laboratorio de Histologia del Instituto Mexicano de Psiquiatria.
Estatus: Defendida el de 1994,

Alumno: Eduardo Sanchez Islas. Tesis para obtener el grado de Maestro en Ciencias Fisioldgicas.
Colegio de Ciencias y Humanidades de la UA.C.P.y P, Centro de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Créditos 75%. Titulo de la tesis: Peptidos opiotdes
en el sistema nervioso central del axolotl, Ambystoma mexicanum, durante la ontogenia. Trabajo
desarrollado en el Laboratorio de Histologia del Instituto Mexicano de Psiquiatria.

9]



	Portada
	Índice General
	Resumen
	Abstract
	Antecedentes
	Planteamiento del Problema
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



