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Resumen

RESUMEN

La metamorfosis juega un papel de vital importancia en el ciclo de vida de los anfibios, ya que este proceso
permitio por vez primera durante [a evolucién la invasion del medio terrestre.

El anfibio urodelo Ambystoma tigrinum es un organismo con la peculiaridad de presentar un fendmeno
conocido como neoténia facultativa, que le permite experimentar metamorfosis dependiendo de las
condiciones ambientales o permanecer con un fenotipo larval, pero con la capacidad de reproducirse. Siendo
la gldndula tiroides la estructura responsable de desencadenar la metamorfosis. La presente investigacion tuvo
como objetivo hacer la descripcion morfofisiologica de la glandula tiroides en larvas y adultos de A. figrinum
durante un ciclo anual.

Para esta investigacion se colectaron aproximadamente 25 organismos de la especie Ambystoma tigrinum en
la Laguna de Totolcingo, Tlax. mediante una téenica ristica de captura, en la mitad de cada estacion del afo.
Los organismos capturados fueron categorizados en cuatro estadios de desarrollo, larvas tempranas, larvas
tardlas, adultos neoténicos y salamandras. A eada organismo le fueron medidos diferentes caracteres
biométricos (amplitud del pliegue caudal, longitud de las branquias y longitud de la extremidad anterior
derecha) asi como dos indices corporales, indice de condicion fisica (ICF) e indice hepatosomdtico (IHS),
los especimenes fucron sacrificados por decapitacidn, la mandibula fue procesada mediante téenica
histologica para evidenciar la gldndula tiroides. De los cortes resultantes se hicicron mediciones de los
componentes de la glindula, A los datos obtenidos les fueron aplicados andlisis estadlsticos ANOVA con dos
criterios de clasiticacion y analisis de Tukey, para verificar posibles diferencias.

De lo anterior pudo observarse que son los adultos neoténicos los que presentaron més desarrollados, tanto el
pliegue de la aleta media caudal como las branquins, asi como el mayor ICF, lo que denota una mejor
condicién en general de este estadio, en relacion a su medio, Por otra parte las salamandras presentaron el
mayor IHS en verano.

En cuanto a las caracteristicas de la glandula tiroides, se observé que los adultos neoténicos en general poseen
gldndulas mds grandes, sin embargo, este pardmetro por si solo no es un indicio de actividad, ya que pucde
estar en refacion con su mayor talla. Dado que resulta dificil evaluar la actividad de la glandula por un solo
pardmetro (altura del epitelio, nimero o tamaio de los foliculos tiroideos, tamafio de la gléndula), se propuso
una relacién ! que considerd a todos estos pardmetros, observéndose que la gldndula tiroides de los adultos
neoténicos de primavera presentd la mayor actividad, seguido por las larvas tardlas de primavera y adultos
neoténicos de verano.

Los menores valores se obtuvieron para las larvas tempranas de primavera, y para los.adultos neoténicos
durante el invierno, en este Gltimo caso, este resultado se correlaciond con la época reproductiva, ya que en
este periodo existen incrementos en los niveles de otras hormonas cuya actividad es antagénica respecto de
las hormonas tiroideas,

Los resultados obtenidos, resaltan fa importancia de hacer un andlisis adecuado a nivel histologico de la
glindula tiroides que permitio elegir aquellos parimetros morfométricos indicativos de actividad que dieron
origen a la formulacién de una relacion matemdtica que permite obtener informacion sobre la actividad de
dicha estructura, como una alternativa morfoldgica al uso otro tipo de estudios (p. ¢j. radioinmunocnsayos).
Ademis de generar informacion general sobre ta biologfa de esta especie.

1 s ARXNF X AE
AT

Donde: AT, drea folicular; AT, drea 1atal; NF, nimero de foliculos y AE altura promedio del epitelio,
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{ntroduccion

I. INTRODUCCION

I.1 JUSTIFICACION

Los anfibios poseen en general notables caracteristicas bioldgicas, que los han ubicado
como organisimos de un gran valor cientifico (Duellman y Trueb, 1986).

Muchos de los conocimicntos y conceptos que conforman ¢l campo actual dc la Biologia
del Desarroflo fueron resultado de descripciones y micromanipulaciones durante la
embriogénesis de los anfibios.

Los urodelos han sido particularmente ttiles en ¢l drea de la genética, ya que en ellos sc han
reconocido una gran cantidad de genes mutantes (Malacinski y Brothers, 1974).

Los fisidlogos experimentales han tenido en los anfibios un material biologico insuperable
para los estudios sobre la metamorfosis. En la actualidad es indiscutible que la funcion
tiroidea induce la metamorfosis en este grupo de organismos; experimentos con urodelos
han demostrado que la metamorfosis puede scr acclerada mediante la administracion de las
hormonas tiroideas y que algunas salamandras (dmbystoma tigrinum) presentan una
metamorfosis facultativa, experimentandola en algunas localidades y asumiendo una
existencia terrestre, pero en olros sitios, las caracteristicas larvales sc retienen toda la vida y
los organismos alcanzan la madurcz sexual como adultos neoténicos, permaneciendo en el
hébitat acudtico.

En los organismos quc experimentan metamorfosis de manera facultativa, los factores
ambicntales desempefian un papel importante como desencadenantes de este fendmeno, al
incidir sobre el hipotdlamo para que sca accionada una sefial que actia sobre la hipofisis y
esta a su vez sobre la tiroides para la liberacion de su secrccion que actuard sobre los
diferentes 6rganos blanco estimulando o inhibiendo la metamorfosis (Norris, 1985).

Se ha demostrado que en A. tigrinum tanto el estrés (captura, confinamiento, disminucion
del cuerpo de agua) (Norman y Norris, 1987), como el aumento en la temperatura (Scott,
1988) desencadenan fa metamorfosis , pero también otros factores ambientales como el
contenido de yodo en el agua o en los alimentos, la concentracion de oxigeno en el agua, la
altitud sobre el nivel dcl mar del cuerpo de agua, el fotoperiodo y el pH (Norris, 1985), la
estabilidad del habitat y la disponibilidad de alimente (Bizer, 1978) pueden scr
condicionantes de fa metamorfosis.

Las etapas larvarias y los consiguientes problemas de la metamorfosis constituyen la base
de la distribucion de muchas cspecies y son tan importantes para su supervivencia y éxito
como lo son las formas adultas,

Desde el punto de vista humano, los ajolotes A mexicanum y A.tigrinum han sido un
recurso importante en la dieta de la poblacion de escasos recursos en varios estados de la
Republica Mexicana (Distrito Federal, Estado de México, Michoacdn, Puebla, Tlaxcala,
cte.) ademas de atribuirseles diversas propiedades medicinales (Alvarez, 1987).
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Introduccion

Como fuente de alimento solo son comestibles los individuos con fenotipo larval (larvas
tempranas, larvas tardias, adultos neoténicos) y siendo los adultos neoténicos los de mayor
biomasa son los mas codiciados en el mercado.

Con estos antecedentes s¢ planted la realizacion de un trabajo enfocado a estudiar los
cambios morfologicos que experimenta la glandula tiroides de A. figrinum a través de sus
diferentes ctapas de desarrollo estimandose cuatro estadios a saber: larvas tempranas, larvas
tardias, adultos neoténicos y salamandras, considerando y haciendo modificaciones a la
propuesta de Hassinger, y col., (1970), el cual reporta cuatro estadios con fenotipo larval:
larva temprana, larva intermedia, larva tardia y uno cercano a la reproduecion, pero que por
la dificultad de diferenciar estos cuatro estadios se optd por los tres mencionados
anteriormente. Estos cambios se observaron durante un ciclo anual para monitorcar el
habitat y ver los efectos que sobre la glandula tiroides puedan tener los factores ambientales
de las diversas estaciones del aiio.

1.2 METAMORFOSIS

En el caso de los anfibios, la metamorfosis s un evento de suma importancia en su ciclo
vital, ademads de tener un significado relevante en términos de evolucion, ya que estos
organismos invadieron por vez primera el ambiente terrestre durante el periodo Devonico,
hace aproximadamente 370 millones de afios (Capula, 1990).

La metamorfosis puede definirse como una serie de cambios postembrionarios, graduales o
drdsticos que involucran transformaciones a nivel bioquimico, conductual (Duellman y
Trueb, 1986), morfologico y fisioldgico, debido a mecanismos de control endocrino, en aras
de dotar a los organismos de las caracteristicas que le permitan enfrentar un nuevo
ambiente, sea terrestre o semiterrestre (Norris, 1985). Estos cambios pueden caracterizarse
en tres clases principales:

i) Regresion de estructuras y funciones que son significativas solamente en el estadio
larval (pliegue de la aleta caudal, branquias).

ii) Transformacion de estructuras larvales hacia formas que le sean de utilidad al adulto
(desplazamiento de los ojos hacia una posicion mas dorsal, cambio en la maquinaria
enzimatica del higado para la produccion de urea).

iii) Desarrollo de novo de estructuras que serdn de utilidad a los adultos (glandulas
dérmicas, queratinizacion de la piel, formacion de parpados).

1.3 EVENTOS DE: CONTROL HORMONAL DURANTE LA METAMORFOSIS

Ha sido muy importante conocer el mecanismo hormonal encargado de regular el fendmeno
de la metamorfosis. Como es sabido, la responsable directa de la metamorfosis es la
glandula tiroides; en diversos experimentos se administraron extractos de tiroides a larvas
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Introduccion

de ranas y s¢ pudo observar una aceleracion de la metamorfosis, por ¢l contrario, en
renacuajos a los cuales se les practied una tiroidectomia, crecieron normalmente pero no
experimentaron metamorfosis (Balinsky y Fabian, 1983).

También se ha demostrado que bajos niveles de hormonas tiroideas estimulan la
maduraciaon del sistema hipotalamo-hipofisis. Neurohormonas producidas por el hipotitamo
regulan la produccion y liberacion de la tirotropina (TSH). Al incrementarse los niveles de
TSH, ésta provoca una elevacion en la actividad de la glandula tiroides y un aumento en la
scerecién de hormonas tiroideas hacia el torrente sanguineo (Norris, 1989).

L4 EJE HIrOTALAMO-ILPOFISIS-TIROIDES

El hecho que el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides pueda ser activado y estimulado obedece a
factores genéticos dada la historia de vida de los organismos, su funcionamiento también
puede estar determinado por Ja influencia de factores ambientales y/o por el estado
endocrino general de los individuos (Duettman y Trueb, 1986). La hormona liberadora de la
tirotropina (TRH, un tripéptido modificado), es secretado en el hipotdlamo, liberada a la
cireulacion (posiblemente hacia el torrente vascular de la eminencia media) y levada hacia
la adenchipotisis, por la via del sistema portal, donde se une a receptores de las células
tirotropicas, incrementando los niveles intracelulares del AMP.. La TRH estimula
primeramente la liberacidn y sintesis de la liormaona glucoprotéica, la tirotropina (TSH). La
somatostatina, un tetradecapéptido ciclico, es sintetizado y liberado por el hipotdlamo, el
cual juega un papel en la regulacion de la funcién de las células tirotropicas, inhibicndo la
seerecion de TSH. La TSH estimula la sintesis y liberacién de las hormonas tiroideas (THs) -
(principalmente tiroxina, T;) por parte de la glandula tiroides, probablementa activando la
via del AMP, Muchos de los procesos metabélicos involuerados en la sintesis de hormonas
tiroideas son afectados, incluyendo el transporte de yodo, slntesis de tiroglobulina, la
yodacién de ésta asi como su liberacién hacia el lumen folicular y subsccuentemente la
liberacion de hormonas triroidea. Sin ecmbargo, la TSH parece ser el regulador més
importante de la actividad de la glandula tiroides; otros factores se han mostrado como
alteradores de esta actividad tanto in vive como in vilro, incluyendo la acetilcolina, las
catecolaminas y prostaglandinas (Fig. 1).

Dentro de los factores ambientales que pueden estar involucrados en indueir la
metamorfosis estdn: el contenido de yodo en el agua, la concentracion de oxigeno, la
temperatura, el pH, el fotoperiodo y la disponibilidad de alimento (Norris, 1985); asi como
Ia estabilidad del sistemay su attitud sobre el nivel del mar (Bizer, 1978).

Estos factores puede contribuir a la secrecidn de hormonas tiroideas a través de agentes
endocrinos o nerviosos. Tales factores pueden influenciar la sintesis y liberacion de
hormonas hipotalamicas ¢ hipofisiarias o alterar dircetamente Ia [uncion de la tiroides,
mediante ta inervacion simpdtica de la glindula (Sterling y Lazarus, 1977).

El hipotatamo (unciona como un relaj bioldgico interno, regulando el control de fa
Liberacion de ta TSH de la pars disialis de la hipofisis a través de la secrecion del factor
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liberadar de la tirotropina (TRH), lo que incrementa los niveles de hormonas tiroideas
circulantes: Triyodatironina (T4) y Tetrayodotironina o Tiroxina (T,) desencadenando asi la
metamorfosis.

Por otra parte 1a Prolactina (PRL) que es liberada por la adenohipofisis, es una hormona que
estimula el erecimicnto del organismo sin uso de reservas energéticas, promoviendo el uso
directo de aminodcidos y glucosa disponibles del intestino, ademds de tener un papel
antagonico al de las hormonas tiroideas, inhibiendo la metamorfosis.

Ll antagonismo entre estas dos hormonas esta dado a nivel de la especificidad del organo
blanco a dichas hormonas (Duellman y Trucb, 1986).

En el caso del anuro viviparo Nectophrynoides oceidentalis se ha podido observar que los
niveles de PRL estdn controlados por la secrecion de Dopamina proveniente del

hipotdlamo, disminuyéndolos y acelerando ¢l proceso de la metamorfosis (Zuber-Vogeli,
1968).
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Fig.1 Esquema gencralizado de la  regulacion  del  eje  hipotalamo-hipéfisis-tiroides.
Abreviaciones: Ach, Acetilcolinia; BT3 y BT4, proteina unida a T3 y T4; FT3 y FT4, T3 y T4 libre
(no unida); GH, hormona de crecimicnto; GS, Bsteroide gonadal; 1+, yodo; MDI,
monoyodinizacian enzimatica; NE, nareprinefrina; P, prolactina; PG, prostaglandinas, SS,
somatastatina; TRH, hormona liberadora de torotropina; TSH, tiroglobulina; ve, efectos
estimulatorios; -ve, efectos inhibitorios; indicados solamente por ¢l ¢je principal cerebro-hipdfisis-
tiroides (Fomado de Leatherland, 1987).
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1.5 GLANDULA TIROIDES

Todos los vertebrados poscen una glandula tiroides, cuyas unidades funcionales son los
foliculos tiroideos. Sus caracteristicas morfologicas y funcionales son similares en todos los
grupos de vertebrados. A continuacion se hara una retrospeccion de la filogenia y ontogenia
de la plandula tiroides, iniciando con un andlisis histérico de la misma.

1.5.1 Antecedentes Historicos

El conocimicnto de la glandula tiroides ha estado presente desde tiempos muy remotos,
existen descripciones de enfermedades relacionadas con el funcionamiento de la tiroides en
hombres, hechas por médicos chinos cerca del afio 3000 a.C. (Trotter, 1964). También sc
tienen noticias de un médico griego, llamado Galednos hacia el siglo II a.C. quien hizo
anotaciones acerca de esta misma glandula, considerandola una estructura que producfa una
sustancia mucosa que lubricaba la faringe y la laringe. Se le asigné una funcién puramente
cosmélica, especialmente en el caso de las mujeres, dandole a la region de la garganta
mayor belleza (Ericson, y Fredriksson 1990). Sin embargo, se le adjudica la descripeion por
vez primera de la anatomia de la glindula tiroides a un médico londinense, Thomas
Warthon en 1656, (en Barringlon, 1975) quien le asigné el nombre que actualmente ostenta
(del griego Thueros: escudo y eidos: forma). Warthon observo que en el humano y en otros
mamiferos se localiza a ambos lados de la laringe, con un itsmo medio que conecta las dos
partes laterales principales, al observar foliculos con un contenido de naturaleza coloidal,
llego a la conclusién de que servia, por 1o menos en los humanos (al igual que Galednos en
el siglo II a.C.) para suavizar los contornos del cuetlo, suposicién que explicaba su mayor
tamafio en las mujeres, cuyo cuello se hacia de este modo mas liso y hermoso (Barrington,
1975).

Meis tarde se hicieron observaciones en algunos sintomas de enfermedades que tenian que
ver con la tiroides. En 1895 sec marcod un paso importante en el conocimiento de su
fisiolog(a, al reconocerse como la tnica parte del cuerpo en mamiferos capaz de fijar yodo
(Ericson y Fredrikson, 1990), lo que significd también un avance importante en las
investigaciones hacia el entendimiento de su filogenia. Hacia 1873, Miiller y Dorhn
sugirieron la posibilidad de hacer una homologfa entre la glindula "tiroides de los
vertebrados y un drgano de un cordado no vertebrado, el endostilo de las larvas de las
lampreas, principalmente porque la posicion del endostilo en ¢l piso de la faringe es similar
a la formacion de la tiroides durante el desarrotlo embrionario; esta hipdtesis estuvo basada
exclusivamente en observaciones morfoldgicas (Ericson y Fredriksson, 1990). En 1915 se
aisld y cristalizé por vez primera la hormona tiroidea que contenia yodo, la tiroxina (T4),
por Edward C. Kendall, marcando asi un punto de partida importante en la investigacion
biomédica ya que fue la primera hormona en ser aislada en forma pura; en 1952 J. Gross y
R. Pitt-Rivers identificaron una segunda hormona, la T3, trazando una nueva linca de
partida para dilucidar los mecanismos de sintesis de las hormonas tiroideas y su fisiologia
(Nortris, 1985).
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1.5.2 Filogenia

a). Endostilo

Este drgano se encuentra localizado en la parte ventral de la faringe de todos los cordados
filtradores, £n los protocordados también se encuentra en las larvas de los petromizontidos.
Esta caracterizado por posecr diferentes tipos celulares involucrados en la captura del
alimento, hay también células con la capacidad para organificar el yodo por proeesos
enzimdticos, Hamadas "células prototivoideas” (Iricson y Fredriksson, 1990).

El endostila tiene una estructura uniforme en todos los pratocordados, es una abertura en ta
cavidad faringea que ocupa un gran volumen del cuerpo, cubriendo virtualmente todo lo
largo de la cavidad faringea, csta cavidad esta rodeada por una capa de células epiteliales.
Las células de la zona ventral son grandes y altas respecto a las células de Ia posicion
dorsal, mientras que las célutas de la region media son dificiles de diferenciar del propio
epitelio faringeo. La parte ‘ventral del endostilo consta de zonas cilindas y plandulares
alternadas. El mucus producido por las céulas glandulares es transportado hacia la cavidad
branquial; las células ciliadas son las encargadas de transferiv el mucus hacia I cavidad
branquial, formando una pelicula delgada que cubre 1o pared de la cavidad; las particulas
alimenticias suspendidas en el agua, al pasar por la cavidad branquial quedan adheridas al
mucus, posteriormente este mucus con las particulas alimentarias es transportado hacia el
tracto intestinal para ser procesado, La zona glandular consiste de células con una
maquinaria interna para la sintesis de proteinas, por lo que su citoplasma posec una gran
cantidad de reticulo endoplasmico rugoso, atm cuanda no se sabe a ciencia cierta la
naturaleza de éstos productos de secrecion, Olsson (1963) (En Ericson y Fredriksson,
1990), considerd que la regién ventral es productora de proteinas y mucopolisacdridos,
mientras que eh la regién glandular dorsal produce protefnas y algunos materiales de

naturaleza lipidica. Se ha reportado que el mucus tiene enzimas digestivas (Pestarino,
1981).

b). Regién Protatiroidea

Para considerar la posibilidad de homologar el endostilo con la tiroides, hubo la necesidad
de hacer observaciones a nivel bioquimico mediante pruebas de autorradiografia, con las
que se demostrd que al inyectar yodo marcado éste fue incorporarado en ambas estructuras;
se hicieron prucbas con procedimientos de histoquimica, obteniendo la presencia de una
enzima en este proceso, la peroxidasa (Nonis, 1985). En 1942, Gorbman y Creaser (en
Thomas, 1956) demostraron la incorporacion de yodo en e endostilo de las larvas de las
lampreas, mas tarde s¢ demostrd 1o mismo en anfioxos, y en ascidias (Barrington y Franchi,
1956). Se ha podida observar en larvas de dmphioxus y Ciona que en la parte mas darsal
del endostilo hay una region con célutas que fijan iodo (Region Prototiroidea) (Andrew y
Hickman, 1974), Con el perfeccionamiento de técnicas de microscopia electronica y
citoguintica con peroxidasa se ha reveludo que al inhibir a peroxidasa no se presenta
radionetividad en el endostilo (Ericson, 1985; Fredrikssan y col., 1985).
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Estudiando varios tejidos en ascidias, se cncontrd una alta concentracion de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) en el endostilo contenida en granulos citoplasmaticos de células
que estin principalmente en la region prototiroidea, {a distribucidn de los granulos en las
paries apicales y basales muestran que estos son liberados hacia el lumen de la {aringe, en
los granulos que estan en posicion basal, se ha demostrado su contenido de 5-HT y la
posibilidad de que haya también calcitonina. Ademds, su ultraestructura caracteristica y su
localizacion, sugieren que las células con dichos grinulos sean homdlogas a las células C
de fa tiroides de vertebrados,

Las célulus C tienen la capacidad de almacenar sustancias como la dopamina y la 5-HT en

granulos citoplasmiticos que también poseen hormonas polipeptidicas como la calcitonina.
Aln hacen falta estudios que puedan concluir categoricamente la homologia entre las
células granulosas del codostilo y las células C de la tivoides. A estas Gitimas células
también sc les ha relacionado estrechamente con el cuerpo ultimobranquial, que deriva
igualmente de los sacos faringeos (branquinles). Lo que si se puede concluir es que el
epitelio faringeo tienc diferentes niveles de potencialidad para formar otros tejidos, esta
condicion en los protocordados parece estar ligada a la presencia de células granulosas a lo
largo de todo el epitelio del endostilo (Ericson y Fredriksson, 1990), La prueba mas
convincente de que el endostito pueda ser el origen de la glandula tiroides esta en los
estudios de las larvas de las lampreas en donde el epitelio del endostilo es capaz de
sintetizar tiroglobulina y formas parecidas a otras hormonas tiroideas.

Durante la metamorfosis de éstas larvas, fas células del endostilo se reorganizan en tipicos
foliculos tiroideos, mediante procesos parecidos a la formacion de los foliculos en la
ontogenia de otros vertebrados, Tanto en el endostilo, como en la tiroides de organismos
adultos la yodinizacion aparece principalmente por procesos extracelulares, catalizados por
una enzima, la peroxidasa, que se une al dominio apical de la membrana plasmatica, al
igual que en las cétulas foliculares de los vertebrados (Ericson, 1983).

El desarrollo ontogenético de fas células ciliadas de la region prototiroidea del endostilo se
ve reflejado en numerosos cilios en las células foliculares de lampreas adultas, sin embargo,
no solo son exclusivos de ellas, aparecen de igual forma en los otros vertebradas, la funcion
de dichos cilios atn no esta bien definida, pueden ser quizd la reminisencia de la filogenia y
ontogenia de las células foliculares a partir de células ciliadas del epitelio del endostilo.

En los foliculos tiroideos, la tiroperoxidasa parece que cstd presente en todo el proceso de
yodinizacion, incluyendo la oxidacidn det yodo, union det yodo oxidado a los residuos
tirosi} en la tiroglobulina, y unién intramolecular del yodotirosil a la yodotironina. Procesos
que muestran que las moléeulas de tiroglobulina interactuan repetidamente con la
tiroperoxidasa en la membrana celular. Evolutivamente, el hecho de que hayan aparecido
foliculos tiroideos responde a la especificidad y diferenciacion de ta yodacion y formacion
de hormonas tiroideas, como la tiroglobuling, ef principal constituyente del contenido
folicular, Otra ventaja de poscer foliculos tiroideos es que éstos pueden endocitar
tiroglobufing en el proceso icial para despuds liberar las hormonas tiroideas. La
endocitosis puede incluir procesos de macropinocitosis (formacion de pseudapodos y gotas
de coloide) y procesos de micropinocitosis (Ericson y Fredrikson, 1990).
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Podemos encontrar ciertas diferencias entre la endocitosis de la tiroides y del endostilo de
las protocordados, en ¢l sentido de que en la tiroides ta endocitosis se ocupa para liberar
hormonas tiroideas, mientras que se guarda la tiroglobulina en el tumen folicular, en este
paso s¢ incluye la hidrélisis de la tiroglobulina por actividad de lisosomas, mientras que en
el endostilo, la endocitosis (micropinocitosis) del contenido yodatado se puede observar,
pero no se ven procesos de macropinocitosis; observandose un proceso de especificidad en
fa localizacion de tas células que pueden Hevarlo a cabo en el endostilo (Fredrikson y col.,
1984; Welsh y Lovetand, 1968).

1.5.3 Ontogenia

Desde fa mitad del siglo X1X se han hecho observaciones de la glindula tiroides, y se ha
estudiado desde diferentes puntos de vista tanto morfoldgica como funcionalmente. Con ¢l
uso en un inicio del microscopio de luz, hasta en estudios recientes ultraestructurales, se ha
demostrado que el desarrollo de la gldndula tiroides incluye la tormacion de un primordio
tiroideo, la morfogénesis de los foliculos y la diferenciacion funcional de las células
foliculares.

). Primer estadio (Precoloide)

La glandula tiroides se desarrolla a partir de una invaginacion en ¢l piso de la faringe a
nivel del segundo arco branquial; esta invaginacién se recubre por una capa de células
epiteliales cilindricas. Comienza con una invaginacion que en el adulto se Hamara foramen
cecum en la base de la lengua. Su crecimiento es descendente respecto a la faringe, e
incluye la proliferacion y agregacion de células vecinas preexistentes y células del epitelio
farfngeo, a la par que se desarrolla el hueso foides (Shain y col,, 1972).

La invaginacion se desarrolla en una vesicula con forma de matraz, cuyo cuello angosto
dard lugar al ducto trigloso. La vesicula se bifurca y se continua en un crecimiento
descendente hacia su posicion final, la triquea superior (en el caso de humanos),
consolidindose un masa solida de células cpiteliales que se independizan de la cavidad
faringea. Estas células estan separadas por tejido mesenquimatoso y vasos sanguineos que
invaden el tejido tiroideo, despuéds las células epiteliales se reorganizan en caracteristicos
foliculos tiroidcos.

b). pénesis ic iroideo

La foliculogénesis comienza por fa formacion de uniones complejas en la membrana
celular, entre fas células vecinas que se Jocalizan cerca de las células epiteliales que se
disponen en cordones.

Hay dos puntos de vista acerca del mecanismo de tormacion del Jumen folicular. Uno de

ellos propone que el lumen tiene una formacion extracelular, apareciendo primero una
fisura angosta entre las células colindantes delimitadas por los complejos de unién (Hilfer,
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1964; Chan,1983). El lumen se agranda por crecimiento de la mcmbrana apical
agregandose nuevo material a la membrana proveniente del Aparato de Golgi mediante
vesiculas, también se ven la agregacion de otras células, mecanismo quc se puede obscrvar
en la metamorfosis de las larvas de las lampreas (Wright y Youson, 1980). El otro punto de
vista lo proponen Shephard (1968) y Oliny col., (1970) los cuales mencionan quc habicndo
lumenes presentes en células vecinas al tejido tiroideo, ¢stas se fusionan por canaliculos
intracelularcs, formando asi los foliculos tirideos

¢). [nicio de la funcidn tiroiden

La funcion de la glandula tiroides, consistente en la formacion de hormonas, requiere de
una sintesis que debe darse de manera secuencial. La tivoglobulina se expresa en las células
atn antes de que aparezca ¢l lumen folicular, solo que en este punto no csta yodada, por lo
que el Reticulo Endoplismico Rugoso es muy activo, fa capacidad para organificar cl yodo
inicia cuando aparecen los foliculos tiroideos.

¢). Funcién de la Gldndula tiroid

La glandula tiroides es una glindula cndoerina cuyas células van a secretar tiroxina (T4) y
triyodotironina (T3 ) (Fujita, 1988); s¢ ha demustrado su participacion directa en la
metamorfosis en el caso de anfibios, sicndo considerada cemo la clave de éste proceso
(Duellman y Trueb, 1986). Sin embargo, las hormonas de la glindula tiroides tienen efectos
en otras funciones de relevancia, como en la reproduccion, metabolismo general,
crecimiento y muda, en el caso de Ambystoma tigrinum 1os niveles de T4 estan relacionados
de manera inversa al desarrollo gonadal (Norris, y col., 1977). La muda en larvas y adultos
estd controlada directamente por las hormonas tiroideas, por lo regular después de la muda,
sobreviene la metamorfosis (Kaltenbach, 1968). En el individuo terrestre, las hormonas
tiroideas producen la queratinizacion de la deris, papel contrario a la profactina, que
reduce la queratinizacion (Nicoll,1974). En cuanto al metabolismo, atin no esta claro el
papel real de las hormonas tiroideas, algunos autores mencionan que existe una correlacion
directa, entre el estado hormonal y el consumo de oxigeno (Maher, 1967), mientras que
otros no han encontrado ninguna relacién (Marusic y col., 1966). Se ha observado que las
hormonas tiroideas realzan la cfectividad de otras hormonas, en un papel de cooperatividad,
llamado también accion permisiva, producicndo cambios cn los tejidos blanco para que
sean mas receptivos a otras hormonas, por ejemplo, las hormonas tiroideas actian cn cl
higado, rifién, corazon, sistema nervioso y musculo esquelético, senzibilizando a cstos
tejidos a la adrenalina y estimulando la respiracion, el consumo de oxigeno y la tasa
metabolica (Eckert y col., 1993).

Aunque no es bien conocido el papel de lias hormonas tiroideas, al parecer, una funcion
importante, asi como la de algunos esteroides, es la de modificar la expresion génica. Estas
hormonas entran a la célula blanco, Njandose cn las proteinas receptoras especificas cn cl
micleo de las mismas. Bl complejo horuona-receptor, se unen al DNA nuclear,
modificando fa expresion génica, produciendo cambios de farga duracion en la funcion de
las células blanco (Eckert y col., 1993).
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Como es sabido, la glandula tiroides esta constituida de numerosos foliculos formados por
células cpitelinles secretoras, envueltos por tejido conjuntivo (Duellman y Trueb, 1986),
ricamente vascularizado por un densa red de capilares que rodean cada foliculo. La
inervacion esta dada por una via simpdtica que inerva las células foliculares y los vasos
sanguincos. Las células epitelinles secretan un fluido de naturaleza protéica lfamado coloide
tiroideo que se acumula extracelularmente en el espacio del lumen folicular, La region de
las células epiteliales que colinda con el lumen lleva por nambre porcion apical. Ef nacleo
se localiza de manera general cn la region basal de la célula que esta en la parte mas lejana
del tumen y la mids cercana a los capilares (Norris, 1985) (Fig. 2).

La sintesis y almacenamiento de las hormonas tiroideas se dd de manera general de acuerdo
alos siguientes pasos:

¢ Acumulacién de yodo inorgdnico por parte de los foliculos tiraideos.

¢ Sintesis de Tiroglobulina (glucoproteina con residuos tirosin para la sintesis de las
hormonas,

¢ Unién del yodo inorganico a los residuos tirosin en la tiroglobulina.
o Sintesis de T3 y T4 a partir de tirosinas yodadas (Fig. 3).
o Almacenaje de las hormonus tiroideas en el lumen folicular.

o Englobamiento del coloide por las células foliculaves ¢ hidrdlisis de tiroglobulina para
liberar las hormonas tiroideas.

o Difusion de T3 y T4 hacia la circulacion y su transporte hacia los drganos blanco
(Norris,1985).
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Figura 3. Estructura quimica de fas hormonas tiroideas méas importantes.
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1.6 GENERALIDADES DE Ambystoma tigrinum

Ambystoma  tigrinum es  un  anfibio  Urodelo  pertencciente  al - Suborden
SALAMANDROIDEA Noble, 1931 (en Duellman y Trueb, 1986) y a la Familia
AMBYSTOMATIDAL tallowell, 1856 (en Ducllman y ‘Trueb, 1986), comunmente
llamado Ajolote (del ndhuatl axolorl: monstruo o perro del agua); este organismo tiene una
forma alargada cilindrica con cuatro extremidades no especializadas. Poseen una aleta que
corre por ¢l dorso hasta desaparecer a nivel de la cloaca, a ambos lados de la cabeza tiene
tres pares de branquins externas largas y plumosas; mide cn promedio |8 a 20 cm.. Su piel
en la parte dorsal y lateral presenta manchas olivaceas o amarillentas de forma irregular
sobre un fondo café oscuro o negro, en la parte ventral ¢l color es amarillo oliva (Cervantes,
1992) (Fig. 4).

o S S

Fig.4 Esquema general de un organismo del género Ambystoma tigrinuan.

,

En el mundo prehispanico ya se tenia conocimiento de este organismo. Fray Bernardino de
Sahagtn hacfa referencia a ellos indicando que: "Hay unos animalejos en el agua que se
llaman axolotl, (que) tienen la cola como anguila y el cuerpo también, tienen muy ancha la
boca y barbas en el pescuezo. Es muy bueno de comer, es comida de los sefiores” (Dibble y
Andersons, 1979); se referia concretamente a la especie Ambystoma mexicanum, aunque
con el tiempo el término castellano ajolote se aplica también a otras especies neoténicas del
mismo género. En medicina se ocupaban para las inflamaciones del higado, se hacia
referencia a que servian para curar la hidropesia y curaba el "pali" infantil (anemia), entre
otras enfermedades (Gatti, 1985),

A. tigrinum se distribuye a lo largo de la meseta del Valle de México y en el Este de los
Estados Unidos, presentando cn ambas regiones la particularidad de ser un organismo
neoténico facultativo (Goin, y col. 1978); encontrindose en forma larval o de manera
ocasional transformado c¢n  salamandra. D¢ manera natural puede  experimentar
metamorlosis en lagos o cuerpos de agua calidos, pero que deriven de cuerpos de agua
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frios. En esta especie la neotenia puede ser favorecida por un ambiente frio, por condiciones
terrestres severas y por la ausencia de predadores en el agua (Sprules, 1974).

Generalmente presentan un gran tamaito en los cstadios potencialmente reproductores
(Adultas Neoténicos), con un ripido crecimiento, madurando aproximadamente en un aiio
independientemente de experimentar la metamorfosis y presentar un alto grado de
mtercompatibilidad en su conducta reproductiva, de tal manera que pueden reproducirse
con organismos de otras especies dentro del mismo género (Amstrong y Malacinski, 1989).

Siguiendo con la tradicion prehispanica, en ciertos Estados de México es una especie de
importancia ya que es fuente de recursos, muy valorada por sus propiedades alimentarias y
medicinales,
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1.7 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El trabajo de campo de la presente investigaeion fue realizado en la laguna de Totolzingo,
Tlax. (Mapa), dicha laguna se encuentra en el extremo oriente del municipio de EI Carmen
Tequezquitla, localizada a 19° 19" latitud norte y 97° 39" longitud oeste, con 2380 msnm
(LN.EG.L , 1993). Sin embargo la laguna estd en los limites de los estados de Puebla y
Tlaxeala, localizandose ia mayor parte de la misma en el estado de Pucbla, no obstante de
pertenecer a un municipio del estado de Tlaxcala; la laguna estd dividida por la carretera
Federal No. 95 México-Veracruz.

En Tlaxcala, los rios principales son el Zahuapan y el Atoyac pertenecientes a la cuenca
superior del rio Balsas miendose con el rio Atoyac en los limites con ¢l estado de Puebla;
cntre los embalses mds importantes se pueden citar La Presa Adanga, Laguna Jalnene,
Laguna Totolzingo, Laguna del Vieencio, Presa Colonia Magdalena Soltepee y Bordo la
Cafiada (Sec. Pesca, 1994).

En la localidad de El Carmen Tequezquitla se presenta de acuerdo a la clasificacion de
Koppen, un clima templado sub-himedo, con régimen de Huvias en los meses de junio a
septiembre; una temperatura media minima anual de 8.5°C y la maxima extrema de 30°C.
Precipitacion media anual de 438mm, con una minima de 322mm y una médxima de
535.8mm, con una evaporacion de 121.86mm (See Gob., 1987).

La Laguna de Totolzingo cuenta con una superficic de 1404 ha., segunda mas importante
detras de la presa Atlanga cn el municipio de Atlangastepee, Latitud Norte 19°32’,
Longitud Oeste 98°11’ a 2550 m.s.n.m., (Leal, 1978); con una superficie de 1200 ha, las
especies mas abundantes registradas son: carpa de lIsrael (Cyprinus carpio specularis),
carpa hervibora (Ctenopharyngodon idellus), lobina (Micropterus salmoides), pescado
blanco (Chirostoma estor) y charal (Ch. bartoni) (Sec. Pesca, 1994). Es también una laguna
permanente de una alta concentracion saling, de aguas alcalinas, con un pH de mids de 7
(Leal, 1978),
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REPUBLICA MEXICANA

EDO. DE TLAXCALA

MUNICIPIO
EL. CARMEN
TEQUESQUITLA

Mapa. Localizacion del drea de Estudio.
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L. OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL,

o Describir morfofuncionalmente la glandula tiroides del ajolote Ambystoma tigrinum
(AMPHIBIA: CAUDATA) durante un ciclo anual.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Hacer una comparacion a nivel histologico y morfométrico de la glandula tivoides de 4.
tigrinum en los cuatro estadios de desarrollo: Larvas tempranas, larvas tardias, adultos
neoténicos y salamandras en las cuatro estaciones del afio.

o Contrastar algunos caracteres biomélricos: Longitud de fas branquias, amplitud de la
aleta caudal, longitud de las extremidades, indice de Condicién Fisica ¢ Indice
Hepatosomdtico para establecer posibles criterios de clasificacion de los diferentes
estadios en las cuatro estaciones del aiio.

o Proponer un modelo matemitico que pueda integrar diversos pardmetros meristicos de
los componentes de la gidndula tiroides para establecer una relacidn en aras de poder
evaluar la actividad de esta glandula.

HIpOTESIS

Si la glandula tiroides esta involucrada en la metamorfosis y en otras actividades del
desarrollo en Ambystoma tigrinum, entonees podremos ver diferencias en los componentes
estructurales de la misma, asi como su influencia en las careteristicas morfoldgicas externas
en los cuatro estadios de desarrollo y en las cuatro épocas del aiio.
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HIL MATERIALES Y METODOS

HE1 COLECTA Y MONITOREO DEL HABITAT

La colecta de organismos (Admbystoma tigrinum) fue levada a cabo en la Laguna de
Totolcingo, Tlax. ¢n la mitad de cada estacion del afio, mediante una téenica ristica de
captura, haciendo arrastres de 100 metros de longitud, con una Red de arrastre de 25 metros
de largo, 1.5 metros de ancho y una luz de maila de 1.5 centimeros en S partes de la laguna
elegidas al azar. Fucron calectados wn total 136 organismos; de cada arrastre se separaron
los individuos de . tigrinum. Al mismo tiempo fueron evaluados diferentes pardmetros
fisicoquimicos en la Laguna, siendo cstas pH, con un potencidmetro de campo CORNING
pHmelter 3D; temperatura (de fondo y superficial), concentracion de oxigeno disuclto en el
agua, con un oximetre YSI S4ARC, Sci. Prod, + 0.05 mg O2/1; durcza cdlcica, dureza total,
nitritos y aitratos, con un equipo portatil Merck.

L2 MEDICIONES MORFOMETRICAS E INDICES

Los organismos se transladavon al laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la
Facultad de Ciencias de la UNAM. Los especimenes de cada estacion fueron clasificados,
scgun su estado de desarrolio en; larvas tempranas, larvas tardias, adultos neoténicos y
salamandras, se sexaron (Brandon, 1976; Norvis y col.,, 1977) y les fueron evaluados
diferentes caracteres biométricos: peso himedo (gr) (Wilbur y Collins, 1973) , longitud
total (em) (Scott, 1993), longitud del hocico a la cloaca (an) (Brandon, 1976; Scott, 1993),
longitud del plicgue caudal (nun) (Jacobs, y col., 1988), amplitud de la aleta (mm) (Jacobs,
y col. 1988; Norris y col. 1977), longitud de las branquias (inm) (Jacobs, y col. 1988;
Norris y col., 1977), longitud de las extremidades anterior y posterior derechas (mm)
(Hassinger, y col., 1970; Latimer y Roffe, 1964 ), longitud de la gonada (inm) y peso del
higado (gr); también se evaluaron dos indices corporales, el Indice de Condicion Fisica
(ICF), evaluado como Peso total/Longitud hocico-cloaca x 100 (Méndez de la Cruz, y col.
1992) y el Indice Hepatosomiitico (IHS) evaluado como: Peso del higado/Peso total x 100.
Para la longitud del pliegue caudal, longitud de las branquias, longitud de la extremidad
anterior derecha y los indices morfométricos: ICF e IHS se probaron diferencias
significativas para 1a épaca, ¢l estadio y su interaccion, mediante un modelo de analisis de
varianza (ANOVA) de dos criterios de ciasificacion con interaceion, empleando la prueba
de Tukey de rango estudentizado.

HL3 INnuccion DE La METAMORFOSIS

De cada estacion fueron apartados sicte organismos (larvas tardias y adultos neoténicos)
para la induccion de la metamorfosis, ¢sto se logro elevando la temperatura, manteniéndola
constante a 25°C, se saturd de oxigeno del agua mediinte una bomba de aereacion y se
redujo el nivel del agua con la suficiente para cubrir a fos ejemplares, ¢l fotoperiodo fue 12
horas uz por 12 horas oscuridad, estas condiciones prevalecieron constantes hasta que se
obtuvo el estadio de salamandra.
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1154 OBTENCION DE LA GLANDULA TIROIDES Y SU ANALISIS HHSTOLOGICO

Todos los individuos fueron sacrificados por decapitacion, se analizaron las caracteristicas
anatomicas y la longitud de la génada para determinar el grado de madurez y confirmar ¢
sexo. Se separd la cabeza del resto del cuerpo y la mandibula inferior fue fijada en liguido
de Zenker, despucs de 24 horas fue postfijada en formol amortiguado al 10% .

Cuando sc tuvieron todas las muestras de las cuatro estaciones del aiio y de las cuatro fases
de desarrollo se procedio a realizar la téenica histoldgica que comprendio los siguientes
pasos: las mandibulas completas fucron deshidratadas, aclaradas e incluidas cn parafina,
para ser sometidas a cortes histologicos seriados de Spm cada uno en un microtomo de
rotacion, AMERICAN OPTICAL Sci. Inst. Div.; posteriormente se tifieron con las téenicas
histologicas de Ilematoxilina-Eosina, PAS (Estrada y col. 1982) y ‘Tricromica de Masson, y

observadas en un microsedpio optico AMERICAN OPTICAL Microstar Sci. Inst., para el

andlisis histologico de la glandula tivoides de Ambystoma tigrimum de cada cstacion y
estadio de desarrollo con énfasis en las caracteristicas del cpitelio secretor, su forma y
contenido de coloide, posteriormente se contabilizd ¢l nimero de follculos tiroideos en el
corte histologico que correspondia a fa mitad de lu glindula tiroides con un objetivo de 16x
en un drea de 0.44 mm2, Toda la serie de cortes se utilizo para determinar el didmctro de
cada glandula, tanto del lado derecho coma del izquicrdo; procediendo a hacer un andlisis
estadistico de Tukey para establecer diferencias significativas entre ambas glandulas.

A la par del andlisis histoldgico se hizo un analisis morfométrico de los foliculos tiroideos y
de las células foliculares con un objetivo micrométrico C:REICHERT BPK 10x . A los
primeros les fue medido su eje mayor y menor en un fotomicroscopio dptico ZEISS
473012-9901 con un objetivo de 16x en un drea de 0.44 mm? hacia la mitad de cada
glandula, asi mismo sc midié la altura del cpitclio folicular.
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1V. RESULTADOS

IV.1 RESULTADOS DE CAMPO
" [l muestreo a lo largo de un afio arrojo los siguientes resultados:

La tabla 1 muestra ¢l nomero de individuos de Ambystoma tigrinum de cada estadio

colectados en cada estacion.

Tabla 1

Individuos de Ambystoma tigriman colectados duranic un ciclo anual,
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De eslos resultados vemos que durante el afio de muestreo las larvas tempranas fuecron las
mds abundantes en un 42.65%; las farvas tardias representaron ¢l 32.35%, los adultos

neoténicos el 21.32% y las salamandras solamente ¢l 3.67% .

En la grafica I podemos ver el porcentaje de individuos por estacion en comparacion con cl

total durante ¢l aiio.

En la tabla 2 pueden apreciarse los valores de los pardmetios fisicoquimicos del ambiente

natural,

Tabla 2

Pardmetros fisicoquimicos del ambiente natural '
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PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE Ambystoma tigrinum ’
PRIMAVERA.

LARV.TEMP.
83

AD.NEOT.

PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE Ambystoma tigrinum
VERANO.

LARV.TEMP.
314

LARV.TARD.

74 429 SAé'.ﬁsM
- 'AD.NEOT.
296 PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE Ambystoma tigrinum 17.1
DURANTE UN ANO.
LARV.TEMP.

427

SALAM.
37
LARV.TARD. \
323 AD.NEOT,
PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE Ambystoma tigrinum 23
OTOND.
LARVTEMP.
658

LARV.TARD.
237

PORCENTAJE DE INDIVIDUQS DE Ambystama tigrinum
INVIERNO.

LARV.TARD.
333

LARV.TEMP.
138

56

AD.NEOT.
472

Grifica 1. Porcentaje de individuos de Ambystoma tigrinum por estaciones y durante un afio

Pagina 23



Resuliados

IV.2 PARAMETROS MERrisTicos Di Los ORGANISMOS

En cuanto a fos caracteres hiométricos, cncontramos que Ia a
difirio significativamente anto en ¢l estadio (0=0.0001) como en Iy ¢poca (P=0.028): no asi
la interaceion (1=0.2405), 1y estacion de fuvierno difiria significativamente de las otras
estaciones y entre éstas 1no hubo diferencias; I Minima Diferencia Signilicativa (MDS) fue
de 7.74; para log estadios los adultos neoténicos difieren significativamente de las larvas
tempranas y de las laryas tardias, asi como Jas larvas tardias difieren de las larvas tempranas
en este caso la MDS fue de 4.48. (tabla 3)

mplitud dej pliegue caudal

bla 3,
Amplitud del plicgue caudal (mediq + S¢).

En la longitud de lag branquias, hubo correlacion entre la época y el estadio (p= 0.023 3), Ias
branquias mds grandes corresponden a los adultos neoténicos de verano (Graf. 2b) que
difieren del resto de los estadios, los adultos neoténicos de olofio (Grafl. 2a) ¢ inviermno
difieren con las larvas lempranas de primavera Y verano, con larvas tardias de primavera y
adultos ncoténicos de primavera, y Ia MDS=10.0353. (Tabla 4),

2.
Fabla 4,
Longitud de [y Branquia (media £5¢), n1=ntimero de organismos,
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a) Otoito
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b) Verano
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ol Diferencias significativas de los adultos neoténicos respecto a los deinds estadios

Grifica 2. Longitud de las branquias de otoiio y verano (p<0.05)

{mm)

—— - —

] S

LARVA LARVA ADULTO  SALAMANDRA
TEMPRANA TARDIA NEOTENICO
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En relacion a la longitud de 1a extremidad anterior derecha hubo diferencias significativas
€n cuanto a la épaca ( P=0.0001) y el estadio (p=0.0221), no asi en sy correlacidn
(p=0.2142), en la época no hubo diferencias entre verano Y atofio, mientras que en las
demds estaciones se encontraron diferencias significativas, la MDS=7.97; en cuanto al
estadio hay diferencias entre adultos neoténicos respecto a los demds estadios, también
difieren larvas tempranas de larvas tardiag Y no hubo diferencias entre salamandras y el
resto de los estadios, Ja MDS=6.87. (Tabla 5).

Tabla 5
Longitud de la extremidad anterior derecha (media #s,)

Respecto al indice de condicion fisica (ICF), los adultos neoténicos de verano (Graf. 3a),
otofio e invierno (Graf.3b) difieren significativamente del resto de los individuos, Ia
MDS=378.1. (Tabla 6).

Tabla 6.
Indice de Condicion Fisica (media £5y), n=ntimero de individuos.
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En el indice hepatosomdtico (IHS), se encontré una correlacion del estadio y la época
{p=0.0001), los adultos neoténicos de verano dilieren significativamente de las larvas
tempranas y larvas tardias de primavera; las salamandras de verano difieren del resto de los
organismos y las larvas tempranas de invierno difieren de adultos neoténicos, siendo la
MDS = 3.5 (Grafica 4) (Tabla 7).

Tabla 7.
Indice Hepatosomatico (media £s,) n=timero de individuos.
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a) Verano
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b) Invierno
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BOO ....................................................
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TEMPRANA TARDIA NEOTENICO

= Diferencias significativas de los adultos neoténicas respecto a los demds estadios

Grifiea 3. Indice de condicion fisica de verano ¢ invierno (p<0.05)
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Indice hepatosomaitico de Ambystoma tigrinum durante la
estacion de verano

LARVA LARVA ADULTO SALAMANDRA
TEMPRANA TARDIA NEOTENICO

Sw, Diferencias significativas de adultos neoténicos respecto a salamandras (p<0.05)

Grifica 4. Indice hepatosomatico de verano
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1V.3 CATEGORIZACION DE LOS DIFERENTES ESTADIOS DE DESARROLLO

[ categorizacion de los diferentes estadios de desarrollo se ltizo de la siguiente mancra,
tomando en cuenta el peso Inimedo, la longitud total, y caracteristicas cualitativas de la
gonada:

Larva temprana.- Organismos con un peso promedio de 16.48+£2.5 em de longitud total, y
un peso promedio de 37.95£17.35g, la observacion macroscopica de la génada
reveld una estructura inconspicua o incipiente, en la cual no se pudo definir el sexo.

Larva tardia.- Organismos de un promedio de 19.6242.8cm de longitud total y un peso
promedio de 61.424:15.27g, en la gonada podia reconocerse el sexo, sin embargo no
estaba bien desarrollada.

Adulto neoténico.- Fueron los organismos mds grandes, con una longitud promedio de
25.1£22¢m y de mayor peso, con un promedio de 129.05432.39¢g respecto a los
anteriores estadios, branquias bien desarrolladas, y gonadas generalmente maduras.

Salamandras.- Individuos completamente terrestres sin branquias ni pliege de la aleta
media caudal. La longitud promedio fue de 19.0+1.87cm y un peso de 38.26::13.77g
en promedio. En cuanto a la gonada, ésta se encontrd bien desarrollada cuando se
obtuvo a expensas de adultos neoténicos y poco desarrollada cuando se obtuvo a
expensas de larvas tardias,

IV.4 REPRODUCCION

Durante ¢l trabajo de campo, y a lo largo del aflo, se pudo detectar que la época de
reproduccion se da durante el invierno, ya que se encontraron puestas de huevecillos, en un
arreglo masivo y de consistencia mucilaginosa, también se descubrieron organismos recién
eclosionados o ¢n las primeras fases de desarrollo (aprox. de 1 a 5 em de longitud total), lo
que no se observo durante el resto del afio.

En el laboratorio, ¢l andlisis anatémico de la génada mostré para el invierno, ovarios y
testiculos en etapa reproductiva para todos los organismos sexualmente adultos (adultos
neoténicos y salamandras), no asi en el resto de las estaciones.
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IV.5 METAMORFOSIS

Solamente en las estaciones de verano e invierno se encontro en estado silvestre el estadio
de salamandra, y en un nitmero muy pequefo (n=5) que corresponde a un 3.88% del total
de individuos capturados, no obstante al inducir la metamorfosis en cl laboratorio a partir
de larvas tardias y adultos neoténicos, 1a metamorfosis se logro en un 86% en un lapso de 5
a 7 dias aproximadamente,

IV.0 RESULTADOS HISTOLOGICOS DE LA GLANDULA TIROIDES

La gléndula tiroides de Ambystoma tigrinum se presentdé como una estructura pareada y
alargada, una a cada lado de la region mandibular, inmersa entre los paquetes de los
musculos intermandibulares en posicion ventral (Lamina | Fig.1), se observd constituida
por foliculos tiroideos carscteristicos con forma variada, desde esférica hasta fusiforme,
cada foliculo estd formado por una capa de células epiteliales sceretoras que van de epitelio
plano a cilindrico, el lumen folicular fue posible observarlo lleno, parcialmente lleno o
vacio de coloide tiroideo, el cual presentd una reaceion PAS positiva de diferente intensidad
(Ldmina | Fig.2 y 3). Los foliculos de csta espeeie, al igual que en los otros grupos de
vertebrados que presentan glandula ultimobranquial, no tienen células parafoliculares.
También pudimos observar que puede haber escaso o abudante tejido conjuntivo entre los
foliculos y siempre se encuentra ricamente vascularizado.

a). Histologia de la glandula tiroides de larvas tempranas

Primavera.- se encontraron foliculos esféricos lenos de coloide tiroideo, células cpiteliales
aplanadas y los folfculos estan practicamente unidos entre si, no habiendo gran
cantidad de tejido intersticial ni vasos sanguincos entre ellos (Lamina 4 Fig.1). Y

dada su morfologfa no se¢ encontraron indicios de actividad tiroidea (Ldmina 3 Fig,
3).

Verano.- presentd folfculos vacios y esféricos, con células epiteliales clibicas, con espacio
minimo entre los foliculos.

Otoiio.- se observaron foliculos tlenos de coloide, con tejido conjuntivo interfolicular,
eélulas epiteliales cibicas y gotas de coloide endocitico.

Iuvierno.- los foliculos se encontraron llenos de coloide, sin espacios interfoliculares, las
célulag epiteliales son planas.
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Primavera.- en este estadio los foliculos se presentaron csféricos y el lumen folicular se
encuentrd parcialmente lleno de coloide, las células epiteliales clibicas y hay gran
cantidad de tejido conjuntivo entre los foliculos (1.amina 4 Fig.2).

Verano.- presentd algunos foliculos llenos y otros vacios; sin espacios entre ellos, las
células epiteliales son clibicas.

Otoiio.- los loliculos se encuentraron llenos de coloide no se abservo espacio interfolicular
y el epitelio es plano.

Invierno.- los foliculos se observaron parcialmente llenos de coloide, y sin espacio
interfolicular, ¢l epitelio es plano.

enicos

Primavera.- los foliculos tiroideos son ovoides, encontrandose foliculos vacios y algunos
llenos con gotas de coloide endociticas, células epiteliales clbicas o cilindricas
(Limina 4 Fig. 3), siendo todas estas caracteristicas morfoldgicas de gran actividad
tiroidea (Ldmina 3 Fig. 1 y2)

Verano.- presentd folfculos llenos de coloide sin espacio entre ellos y epitelio cibico bajo.

Otoito.- se observaron foliculos vacios, células epitcliales cabicas y con espacio
interfolicular.

Invierno.- folfculos parcialmente llenos y sin espacio interfolicular, las células epiteliales
de forma clbica.

d). Histologia de la gldndula tiroides de salamandras
Primavera.- se encontraron foliculos tlenos dc coloide y de forma irregular, con células
epiteliales cibicas (Lamina 4 Fig. 4, Lamina 3 Fig. 4).

Verano.- los folfculos se presentaron llenos de coloide sin espacios interfoliculares con
epitelio cubico bajo.

Otoio.- toliculos llenos de coloide con gotas endociticas y espacios interfoliculares, el
epitelio varid de cubico a cilindrico.

Invierno.- se observaron foliculos llenos de coloide, sin espacios interfoliculares y epitelio
plano.
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1V.7 RESULTADOS MORFOMETRICOS DE, LA GLANDULA TIROIDES

Se compard el tamaiio de la glandula tiroides del lado derecho con la lado en izquierdo en
las cuatro estaciones del afio y para los cuatro estadios de desarrollo; no encontrandose
diferencias significativas (P> 0.3305) en éste parimetro.

b). Tamafio de la gl

Al comparar el espesor de la glandula tiroides entre las diferentes estaciones y esladios se
encontrd que el mayor tamaiio correspondid a los adultos neoténicos de la estacion de
primavera y el mas pequeiio a las salamandras de la misma estacion (Tabla 8).

Tabla 8

Tamato de la glindula tiroides de Ambystoma tigrinum (ums,)

El andlisis de los parametros morfométricos (Nimero de foliculos, eje mayor, eje menor,
allura del epitelio) (Lamina 2 Fig 1,2 y 3) de la glandula tiroides en los diferentes estadios
y estaciones del afio mostrd los resultados que se presentan en la tabla 9.
En la tabla 10 se muestra la actividad de 1a glandula tiroides, valorada mediante la relacion:
ZAFxNF!xAE
AT
Donde:
ZAF= Sumatoria del drea folicular;
AT= Area total;
NF= Numero de foliculos y

AE= Altura promedio del epitelio folicular.
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del epitelio.

Tabla 9
Datos morfométricos de la glandula tiroides de 4. tigrinum

Se puede observar que la mayor actividad la presentan los adultos neoténicos y va
declinando conforme avanzan las épocas del afio, por el contrario las larvas tempranas
inician con una pobre actividad que aumenta conforme avanzan las estaciones del afio, las
salamandras manticnen una actividad constante en todo al afio y las larvas tardias inician
con una gran actividad declinando hasta el verano, manteniendose al otofio y aumenta
nuevamente para el invierno (Graf.5).

Tabla 10
Actividad dc la glandula tiroides
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um/No fol.
20

o larva temprana
¢ larva tardia

oA
15 ® alamandra

1.0

0.5

0
PRIMAVERA

VERANO OTONO

INVIERNO
ESTACIONES DEL ANO

Grifica 5. Actividad de la glindula tiroides de Ambystama tigrinum durante un ciclo anual
usando la formula: suma (area fol./area total) (No. l'(.)l") (alt. prom. epitelio).
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V. DISCUSION

Dado quc no se encontrd e} cstadio de salamandra en las estaciones de primavera y otofio en
el ambiente natural se indujo la metamorfosis en todas las estaciones a expensas, tanto de
larvas tardias como de adullos ncoténicos; fa cual se alcanzo entre 5-7 dias. La
metamorfosis fue inducida por la alteracion de las condiciones ambientales: hacinamiento,
disminucion del cuerpo de agua y aumento de la temperatura, factores que se han reportado
como agentes disparadores de dicho evento (Amstrong y Malasincki, 1989).

Dado que el fenotipo larval es predominante en la localidad, la funcion de la glandula
liroides quizas no esté relacionada con la metamorfosis, sino que esté encaminada hacia
otras vias del metabolismo animal como por ejemplo la del erecimiento rdpido o ia
respuesta a factores causantes de s/ress en estos individuos como pueden ser un cambio
drastico en la temperatura, disminucion del cuerpo de agua o la falta de alimento (Marsall y
Hughes, 1980).

Sc ha reportado que la altitud es un factor condicionante de la metamorfosis, en lugares de
altitudes aproximadamente de 2300 msnm, el género Ambystoma cast no experimenta
metamorfosis, ¢s decir, prevalece el fenotipo larval (Rogers, 1985) mientras que cn
localidades de altitudes de aproximadamente 1200 msnm la incidencia de la neotenia es de
alrededor del 75% contrastando con un 10% de neotenia alrededor de los100 msnm,
(Eagleson y McKewn, 1978). La laguna de Totolzingo sc encuentra ubicada cn los 2380
msnim y cn clla se cneontraron muy pocas salamandras 3 en verano y 2 en invicrno (de un
total de 139 individuos), lo que muestra un predominio del fenotipo larval (96%). Aun
cuando el cuerpo dc agua s considera permanente, se-tiene referencia quce hay afios en los
que la laguna s¢ seca en su totalidad, y muy posiblemente los individuos expresan su
potencialidad para cxperimentar metamorfosis, como se demostré en el laboratorio con un
86% de cficacia, tanto a partir de larvas tardias como de adultos neoténicos, csto hablade la
existencia de un estado de madurez del eje hipotdlamo-hipofisis-tiroides desde el estadio de
larva tardia y de una plasticidad de estos dos lenotipos (neoténico y larvas tardias) para
responder a diversas presiones selectivas, lo que les confiere notables ventajas en su
ambicnte natural. Solamente en la estacion de invierno 3 de 7 individuos (adultos
neoténicos) no experimentaron metamorfosis, lo cual podria explicrse porque en esta
estacion se lleva a cabo la reproduccion, cvento durante cl cual se eleva la concentracién de
hormona prolactina (PRL) cn el torrente sanguineo que antagoniza con la produccion de
hormonas tiroidcas (Duellman y Trueb, 1986); por lo que la metamorfosis no pucde tener
prioridad durante csta época del aio, ya que la canalizacion de los recursos energéticos
estan encaminados a la reproduccion. Aun cuando la tiroides participa en la consecusion de
la madurcz sexual, una vez alcanzada ésta, su funcion declina en el momento de que se
inicia la fase reproductiva (Marshall y Hughes, 1980).

En lo referente a visualizar el clveto de la funcion de la tiroides, de manera macroscopica en
el momento de la metamorfosis, fue claro que hay cambios como la degeneracion del
pliegie de la aleta media caudal, la formacion de glindulas dérmicas, la regresion de
branquias, ¢l crecimiento de los musculos extrinsecos del ojo, ete. como ha sido indicado
por Duellman y Trueb en 1986, ademis se tomo en cuenta la parte locomotora del
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organismo, las extremidades, como estructuras susceptibles de experimentar cambios
durante la metamorfosis (Ashley y col, 1991); por lo que consideramos necesario hacer las
mediciones tanto del pliegue caudal, la longitud de las branquias, y la longitud de la
extremidad anterior derecha, de esto observamos que los dos primeros pardmetros se
reducen  dristicamente  durante ¢l proceso de metamorlosis. Jacobs y col (1988)
demostraron que al administrar 20pg de TRI cn dos dosis se produjo la reabsorcion
completa de las branquias y del pliegue medio caudal en un tiempo aproximado de 80 dias,
y contrastandolo con los resultados obtenidos, en condiciones de laboratorio, sin la
administracion de hormonas, fue posible ver que la reduccion de dichas estructuras se dio
entre 5y 7 dias tmicamente. También Larras-Regard y col. (1981) reportan cambios, tanto
en la longitud de las branquias como fa desaparicion del pliegue caudal, ademas de que
encontraron, por medio de radioinmunoensayos, que en el plasma hay mayores cantidades
de T3 que de T, durante la metamorfosis. Lo que indica claramente que el eje hipotdlamo-
hipofisis-tiroides responde pricticamente de inmediato ante el estimulo de diversos factores
como confinamiento, reduccion de la cantidad de agua y aumento de latemperatura.

Los resultados mostraron que en los adultos neoténicos las branquias tuvieron un aumento
significativo de longitud, esto se puede deber a que al ser los organismos de mayor talla
necesitan estas estructuras bien desarrolladas para maximizar la obtencion del oxigeno
disuelto, ya que el medio en el que habitan la profundidad del sistema es de 1.5m por lo que
se requicre de una gran superficie para el intercambio gaseoso, por otro lado vemos que éste
caracter esta bien desarrollado en los adultos neoténicos de las estaciones de verano, otofio
e invierno, es decir, en la mayor parte del afio lo que es indicio de estabilidad en ¢f sistema;
en cuanto a las branquias como organos de intercambio gaseoso, se reporta que el grado de
desarrollo de las branquias también estd en funcidn de la temperatura, la presion parcial del
gas (oxigeno), niveles de actividad, estado de desarrollo y tamafio corporal (Burggren y
Roberts, 1993), ademas Duellman y Trueb (1986) reconocen tres tipos de branquias cn
urodelos, que estan en funcion del habitat. El tamafio y drea de superficie de estas
estructuras depende de la cantidad de oxigeno disuelto en el agua; en estanques, donde no
hay corrientes de agua, las branquias estan bien desarroiladas (como es el cuso de
Ambystoma tigrinum de la localidad de Totolzingo), en arroyos son cortas y menos
filamentosas y en riachuelos de montaiia son muy cortas y reducidas,

En cuanto al pliegue caudal, éste es significativamente mayor en las larvas tardias y en los
adultos neoténicos, ya que este es uno de los caracteres mas evidentes que definen el estado
larval (Larras-Regard y col, 1981). Ln las larvas tempranas dste caracter es
significativamente menor, debido, posiblemente a que es un estadio temprano de desarrotlo
en el que los individuos no alcanzan su mayor talla. Podemos proponer a este caracter conio
un indicio para la clasificacion de los primeros estadios (larvas tempranas) respecto a las
larvas tardias y adultos neoténicos ¢n esta especie.

Ashley y col (1991) sugiricron quc en una poblacion de A. tigrinum deberia haber cambios
significativos en la musculatura de las extremidades durante la metamorlosis, dada su
importancia en el cambio de hibitat, sin embargo al cuantificar los cambios en la masa
muscular no obtuvicron cambios significativos tanto de organismos acudticos, como de
organismos terrestres; no obstante en los resultados obtenidos respecto a la longitud de las
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extremidades, se encontraron diferencias entre dos grupos de individuos larvas tardias-
adultos neoténicos y entre larvas tempranas-salamandras, el primero con una mayor
Jongitud que en el segundo, dado que durante la metamorfosis hay una pérdida de peso
tolal, estos resultados sugieren una reduccion en la longitud de las extremidades, Hegando a
los niveles del primer estadio de desarrollo, mientras que el mayor desarrollo estd en las
tipicas fases larvales (larvas tardias y adultos neoténicos).

Aunque ¢l 1HS (peso del higado/peso total del organisma x 100), se ha aplicado
principalmente a hembras de peces, como un indice cuyo resultado es directamente
proporcional al estado reproductivo, dado que el higado segrega vitelogeninas, durante la
vitelogénesis exdgena, que serdn capladas por el avocito (Rodriguez, 1992). Se considero
que es posible aplicar este indice en esta investigacion, dado que el higado es una estructura
que se ve afectada por la tiroxina (T,) durante la metamorfosis, independientemente del
sexo. En el higado, durante la metamorfosis amnentan la sintesis de DNA y RNAr, los
carbohidratos, los lipidos, las proteinas como la albumina y las enzimas del ciclo de la urea
(Smith-Gill y Craver, 1981), estas ultimas son de importancia ya que, participan en el
cambio del tipo de exerecion, de un tipo de excrecion de swnonio (durante a fase larval) a
una exerecion de urea (durante la fase terrestie) (Fox, 1981). La enzima que regula la
velocidad del ciclo de produccitn de la urea en ¢l higado es lu carbamil-fosfo-sintetoza
(CPS), durante el proceso de metamorfosis, la T4 estimula la produccion de CPS,
promoviendo el inicio de dicho eiclo (Balinsky y Fabian, 1983). Se han reportado que
durante la metamorfosis el peso del higado aumenta en un 0.2% a wn 10% debido al
aumento cn el contenido de glucogeno. En adultos del genero Xenopus este pardimetro
puede aumentar en un 20% (Fox,1981).

Se encontrd que el indice hepatosomdtico (IHS) es significativamente mayor en el estadio
de salamandras y ¢n la estacion de verano, lo que demuestra que el higado esta participando
significativamente durante el proceso metamorfico, lo que apoya el hallazgo de incrementos
importantes durante la metamorfosis en dicho indice y aporta indicios de la pasticipacion de
fas hormonas tiroideas sobre éste drgano. También es probable que siendo la estacion de
verano cuando se encuentra mayor disponibilidad de alimento, se favorezea la
incorporacion de sustancias de reservas en el higado para su posterior uso.

En lo que se refiere al indice de condicion fisica (ICF), se observa que los adultos
neoténicos presentan un mayor ICF, indicando un mejor estado general, lo que se ve
reflejado en un ammento de biomasa, debido quiza, a que han acabado de crecer y han
alcanzado su maximo desarrollo con fenotipo larval, por lo que la energia se ve canalizada,
por un lado, al incremento de biomasa, y por el otro al desarrollo de las estructuras
reproductoras, ya que neeesitan un estade fisico adecuado para éste evento (Méndez de fa
Cruz, y Guticrrez-Mayén t99t), lo cual se ve en las estaciones de otofio ¢ invierno, donde
hay un mayor tamafio de las gonadas, prepardandose para la reproduccion la que se verifica
¢en invierno, concordando con lo visto directamente en el campo.

Para valorar la funcion de la glandula tiroides de organismos del género dmbystoma | se
han realizado estudios de radisinmunoensiyo reconociendo las cantidades de hormonas
tiroideas (T3 y Ty4) eicculantes en ¢l plasma sanguineo (Scott, 1993). Sin embargo, solo se
han podido obscrvar cambios de concentraciones de hormonas tiroideas en individuos
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metamorfoseados respecto de individuos neoténicos (Jacobs y col., 1988). También sc¢ ha
recurrido al andlisis morfologico de la glindula tiroides, pero basindose solamente en un
solo parametro de la glindula como indicador de su actividad, por ejemiplo, la altura del
epitelio folicular (Duellman y Trucb, 1986); cl didmetro folicular, o bien una relaeion:
(Altura del epitelio/didmetro folicular)x 100, el peso de la glindula (Norman y Norris, 1987)
o ¢l tamaiio de los foliculos (Norris, 1985), considerdndose que un mayor tamaiio es
indicativo de mayor actividad

Con el propdsito de evaluar de una manera mds integral el funcionamicento global de la
tiroides s¢ relaciono ¢l mayor nimero de pardmetros mesurables con base en datos
morfométricos (Sumatoria del drca folicular, referida a una unidad de drca constante, el
niimero de foliculos y la altura del epitelio) . Por lo que propaneinos una relacion de la
forma:

SAEXNF! x AE
AT
Donde:
ZAF= Sumaltoria del drea folicular;
AT= Area total,
NF= Namero de foliculos por unidad de drea y
AE= Altura promedio del epitelio folicular,

En esta relacion sc integran los principales pardmetros que morfoldgica y
morfométricamente sugieren cambios importantes de actividad por parte de la glandula
tiroides, con las siguientes consideraciones:

i) Mientras menor sea ¢l drea folicular, el valor, resultado de la relacion = AF/ AT tenderd
a cero, y por lo tanto el resultado final serd menor, respecto a una mayor drea folicular,
atn cuando la altura del epitelio sea mayor .

i) Cuando el drea folicular es mayor, el valor de la operacion £ AF/ AT tenderd a uno por
lo que el resultado final dependera de la altura del epitelio.

iti) Cuando el nimero de foliculos es mayor, ¢l valor de la operacién NF-! sera menor,
respecto a cuando hay pocos foliculos, ya que es una relaeion inversa, por lo que éste
resultado afectard de mancra importante los otros parametros de la relacién original,
ahora si tomamos como base que entre mas grandes sean los foliculos habra mas
actividad (Norris, 1985), entonces habra menos foliculos por unidad de area, y la
relacion tenderd a incrementar el resultado.

iv) La altura del epitelio es ¢l parametro que mas afecta el resultado final y como estos
pardmetros estdn interrelacionados, al final entre mayor sea la altura del epitelio, mayor
serd el resultado, lo que se interpreta como una mayor actividad.

Al relacionar los parametros morfométricos medidos en la glindula tiroides y analizar los
resultados (grdfica 5), se encontrd que en las larvas tempranas hay bajos niveles de
actividad todo el afio, aunque hay una tendencia al incremento progresivo, relacionado
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quizd al aumento de talla del organismo, en el invierno estos organismos no se reproducen
por lo que enr la primavera siguiente pueden seguir creciendo y reclutarse como larvas
tardias y aumentar mas su actividad tiroidea hacia niveles suficientes pura desencadenar la
metamorfosis en caso de ser necesario, favorecida por el aumento de la temperatura
ambiental. En dado caso de que no se Heve a cabo éste proceso, durante ¢l otofio y ¢
invierno, la actividad decue, elevandose nuevamente en invierno, época en la cual ¢ste
estadio no se reproduce por ser aln orgunismos inmaduros. La actividad tiroidea, por lo
tanto s¢ ve lavorecida, y en la siguiente primavera pueden crecer y reclutarse como adultos
neoténicos; los que presentan un aumento considerable de la actividad tiroidea, lo que es
indicativo de su capacidad para experimentar la metamorfosis, cn las estaciones siguientes a
la primavera fa actividad tiroidea decae progresivamente hasta su minimo valor en invierno,
lo cual puede ser un indicio del antagonismo que existe entre la metamorfosis y la
reproduccion, Ia cual se verilica en esta estacion, los crilerios cualitativos a nivel
histologico para valorar la actividad tiroidea coinciden con estos resultados en que en
verano y sobre todo en primavera Ja glandula tiroides de los adullos neoténicos se muestra
muy activa,

La actividad de las salamandras se muestra en términos generales en niveles intermedios y
muy constante durante el afto lo cual indica que ya pasé el "climax" metamorfico y la
actividad ha disminuido. Sin embargo, ¢l andlisis puramente cualitativo parece indicar en
algunas estaciones una glandula activa al juzgar por ¢l tamaiio de los loliculos y la altura
epitelial. La aparente contradiccion de estos resultados nos confirman la necesidad de
utilizar una relacion basada en criterios morfométricos para apoyar los resultados
morfolégicos y hacer una interpretacion mas adecuada de la actividad tiroidea.

Segin las observaciones hechas, la metamorfosis pueden experimentarla tanto larvas tardias
como adultos neoténicos en cualquicra de las estaciones. No obstante en primavera, al
juzgar por la actividad tiroidea este evento esta facilitado en adultos neoténicos y en larvas
tardias, asi como en adultos neoténicos de verano y en invierno en las larvas tardias. En el
otoiio, la propencion a la metamorfosis pareciera ser muy baja, de hecho en el campo, en
esta estacion no se encontraron ejemplares metamorfoseados.

El andlisis histologico parece indicar que en el momento en que hay foliculos parcialmente
vacios y con gotas endociticas de coloide, como en ¢l caso de adultos neoténicos de
primavera, la glandula estd muy activa (lamina 3, figura | y 2), ademas de encontrar solo 5
foliculos por unidad de drea y una gran vascularizacion, en contraste con larvas tempranas
de la misma estacion (ldmina 2, figura 3 y lamina 3, figura 3), donde hay una gran cantidad
de foliculos por unidad de drea (n=24), y menor actividad, considerando la presencia de un
epitelio folicular bajo con muy cscasa vascularizacion y los foliculos Henos de coloide, lo
que indica que no se esti utilizando.

El hecho de que los adultos neoténicos presenten el mayor indice de actividad en
primavera, puede deberse a que cn ellos los procesos de crecimiento estan acentuados,
declinando dicha actividad en invierno, debido al evento reproductivo, ademas de que han
llegado al punto mas alto de su desarrolio. o que conlleva que esten listos, bien sea para
afrontar un cambio cn las condiciones del ambiente (transformindose en salamandras) o
para la reproduccion.
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En invierno se encontrd que los individuos de Ambystoma tigrinum estaban en su etapa de
reproduccion; en el campo se observaron huevecillos y organismos recién eclosionados y en
el laboratorio todos los adultos (neoténicos y salamandras) presentaron génadas maduras,
esto es importante ya que se ha indieado que no hay una actividad importante de la tiroides,
durante la etapa de reproduccion; Grant (1966) seiiala la posibilidad de que una hormona
antagonica a la hormona tiroidea, la prolactina (PRL) participe en el comportamienio sexual
de algunas salamandras y tritones; Romer y Parsons (1987) sefialan el efecto de la PRL
sobre los organos y funciones sexuales, haciendo que algunos urodelos entren nuevamente
al agua para efectuar la reproduccion, fendmeno conocido como water drive,
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!\)

W2

9.

10,

Ambystoma tigrinum es un arganismo que presenta una gran plasticidad de su fenotipo
para responder i cambios ambientales, ya que

En su habitat natural, (Lagiuna de Totoleingo, T1ax.) no requieren de experimentar
metamorfosis dada la estabilidad del sistema, por lo que no es muy frecuente encontrar
el fenotipo de salamandra.

Los adultos neaténicos presentan en general los mayores valores para amplitud de la
aleta caudal, longitud de las branquias y extremidades anteriores, pardmetros que son
distintivos del fenotipo larval,

El mayor indice de condicion fisica es para los adultos neoténicos, lo que les permite
canalizar recursos energdticos a eventos reproductivos o metamorficos

No hubo diferencias significativas en ¢l tamadio de Ja glindula tiroides derccha
respecto a la izquierda.

No puede tomarse un solo pardmetro de los componentes estructurales de la glindula
tiroides para evaluar su actividad por lo que proponemos una relacion matematica que
trate de integrar dichos pardmetros, considerandola como apropiada para evaluar la
actividad de la glandula tiroides, dicha relacion es:
AR X NFUxAE
AT
Donde:
AF= drea folicular;
AT= dreg total;
NF= pumero de foliculos y

AE=altura promedio del epitelio. .

Se encontrd una correlacion positiva entre la altura del epitelio folicular y la actividad
tiroieda,

Los adultos neoténicos presentaron una mayor actividad tiroidea en la estacién de
primavera, declinando gradualmente hasta su menor valor en invierno y en general
poseen la mayor actividad respeeto de los demas estadios,

l.os menores valores de aetividad tiroidea correspondieron a las larvas tempranas,
sobre todo en primavera.

Las larvas tardias presentan su mayor actividad liroidea en primavera, y la menor en
otofio.

Las salamandras mantuvieron durante el afio una actividad tiroidea relativamente
constante.
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12. Lamayor actividad reproductora para esta especie en la laguna de Totolcingo, Tlax. se
veritica en la estacion de inviero por lo que Jos valores de menor actividad tiroidea sc
presentan en esta estacion.

13. De la deseripeion de la estructura de la glandula tiroides, mediante fa histologia, se di6
la pauta para la obtencidn de nueva informacion, que Hevo al desarrollo de una formula
matemdtica que surge como una alternativa al uso de estudios con radioinmunoensayos
para evaluar fa actividad de dicha glandula, cuando no se cuenta con este recurso o
cuando la informacion que brinda es insuficiente,
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LAMINA 1. LOCALIZACION DE LA GLANDULA
TIROIDES DE Ambystoma tigrinum

Fig. 1 La glandula tiroides (T) de 4. tigrinum es una
estructura pareada, formada por tipicos foliculos
tiroideos (F). No se encontraron diferencias
significativas en el tamafio entre la glandula derecha
(dr) y la izquierda (iz).

Localizada entre los misculos(M) intermandibulares.
Técnica H-E 31.25x.

Fig. 2 y 3 Las glandulas tiroides de esta especie en las
diferentes estaciones y estadios varian en tamaiio,
nlimero tamaiio y forma de los foliculos (F), cantidad de
tejido conjuntivo interfolicular (TC), cantidad vy
reaccion del coloide (C) y la altura del epitelio folicular
(EF), Fig.2 Glandula tiroides de una larva tardia de
primavera H-E 78.75x; Fig.3 Glandula tiroides de una
salamandra de otofio. Técnica PAS 78.5x.






LAMINA 2 PARAMETROS MORFOMETRICOS
EVALUADOS EN UN AREA DE APROX. 0.4 mm*
Y COMPARACION DE DIFERENTES
CONDICIONES.

Se evaluaron el ndmero de folienlos (1, 2, 3...), los
cjes mayor (MA) y eje menor (ME) y Ia altura del
epitelio folicular (EF)

Fig. 1 Salamandra de otofio 200x Técnica. PAS.

Fig. 2 Salamandra de primavera 200x Técnica H-E.

Fig. 3 Larva temprana de primavera 200x Técnica H-E.






LAMINA 3. CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS DE LOS FOLICULOS
TIROIDEOS INDICATIVOS DE ACTIVIDAD.

Fig. 1 Neoténico de primavera, el coloide (C) esta
siendo utilizado, ya que se observan gotas endociticas
de coloide (GC), el epitelio (E) cilindrico y el nucleo
(N) con ecucromatina son también indicios de gran
actividad. 500x Técnica PAS.

Fig. 2 Neoténico de primavera, el coloide (C) se ha
agotado en muchos foliculos lo que indica que se esta
utilizando rapidamente. 500x Técnica H-E.

Fig. 3 Larva temprana de primavera, el coloide (C)
ocupa totalmente la cavidad folicular, se observa
homogéneo sin gotas de coloide endocitico, el epitelio
(E) es aplanado y la cromatina en el niicleo (N) tiende a
condensarse, estos datos indican poca actividad. 500x
Técnica H-E.

Fig. 4 Salamandra de primavera, el coloide (C) se
encuentra en “reposo” no se observa actividad en el
epitelio folicular como lo indican las células del epitelio
en forma cibica baja y sobre todo el nucleo con
heterocromatina muy condensada. 500x Técnica H-E.






LAMINA 4 VARIACION POR ESTADIO DE
DESARROLLO DE LAS CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS DE LA GLANDULA
TIROIDES

Fig. | Larva termprana de primavera. Se observan
signos de poca actividad tiroidea, el epitelio folicular
(E) es plano con un nlicleo con heterocromatina. Se ve
el coloide (C) tiroideo Henando completamente la
cavidad folicular. 1250x Técnica H-E.

Fig.2 Larva tardia de primavera. Se observan signos de
actividad tiroidea, el epitelio folicular (E) es clbico, el
coloide tiroideo (C) esta llenando la cavidad folicular.
1250x Técnica H-E.

Fig. 3 Adulto neoténico de primavera. Se observan
datos de gran actividad tiroidea con nfiicleos (N) con
“eucromatina, Células del epitelio folicular (E) cilindrico
con coloide (C) tiroideo {lenando la cavidad folicular y
gotas de coloide (GC), se observa la presencia de un
vaso sanguineo (V) y tejido interfolicular (TC) 1250x
Técnica PAS.

Fig. 4 Salamandra de primavera. se observa una
regresion de la altura de las células del epitelio folicular
(E) y el nicleo (N) se ve con cromatina muy densa sin
actividad y el coloide estd ocupando toda la cavidad
folicular. 1250x Técnica H-E.






LAMINA 5. GLANDULAS EN LA QUE POR LA RELACION (*) Y
LA MORFOLOGIA LAS UBICA COMO POCO ACTIVAS A PESAR
' DE SU GRAN TAMANO.
* L AFx NF-1x AR
AT

Fig. 1 y 2 Adulto neoténico de invierno, foliculos
tiriodeos (F) y epitelio folicular (E) sin evidencias de
actividad, posiblemente debido a la época de
reproduccion donde se mantiene inactiva la glandula
tiroides. Fig. 1 200x Técnica PAS. Fig. 2 1250x Técinca
H-E.

Fig. 3 y 4 Salamandra de invierno, tanto los foliculos
(F) como el epitelio folicular (E) no presentan signos de
actividad Fig.3 78.75x Técnica H-E., Fig. 4 1250x
Técnica H-E.
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