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il ambystoma ciial salamandra gigante
Prolifera en charcas y estanques
Como otras Jesea_. cosa [ija_.

N - -
Tener un moniéu de renacuajos como !-.:,-as.

Hstos ajo’otes tienen l)ranq'uizw
Para respirar Imjo las aguas
Pero mientras se transforma
En nueva salamandra
En su estanque viven perdit]as y errantes.

Cambian solo bajo impul’sos,
Cuando en el charco son muchos,
Pues entonces han de usar
pulmones para respirar
y salir fuera a Ia orilla
Pero si sienten del lago la atraccion
Lleno de alimento y buena aireacion
Mantienen de joven perpetua situacién
Y dan mds renacuajos con su
Reproduccién.

*Poema escrito por el zodlogo britanico Walter Garstang dedicado a los ambystomas, en el que deja
ver sus concepciones sobre el ciclo de vida, la relacién de la neotenia con presiones ambient. os y el
cambio en cuanto a respiracion que se da con la metamorfosis en estos organismos.
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ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA UNIDAD
CORDIOPULMONAR DE Ambystoma mexicanum

(Amphibia:Urodela).
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Resumen

Ambystoma mexicanum actualmente es considerado uno de los anfibics mas
importante como sujeto de experimentacion, sin embargo, no se tiene una descripcion
detallada de su corazon, solo existen trabajos en los que se aborda el tema
conjuntamente con otros faxa de forma muy somera 0 en el campo de fisiologia donde la
anatomia queda en segundo plano. En la literatura reciente predominan estudios sobre la
Biologia del desarrolio, regeneracion y biologia molecular, en éstos estudios la parte
anatémica se ha cubierto tomando la referencia de organismos taxondmicamente
cercanos, pero se ha olvidado que la anatomia cardiaca refleja mas el modo respiratorio
predominante y el estilo de vida que una relacion taxonomica muy estrecha. Con la
finalidad de describir las caracteristicas morfolégicas realizar la descripcion del corazon
de este organismo, comparario con otros grupos de anfibios y discutir la relacién que
existente entre la anatomia del corazén y del pulmon y la neoténia, se realizaron estudios
de anatomia macroscopica, microdisecciones, histologia, microscopia electronica de
barrido, grabaciones en video y se levd acabo la inyeccién via ventricular de una masa
gelatinosa tomando como base la técnica de Milton y Charles (1971). Se encontré que el
corazdn del ajolote exhibe e patrén basico que se observa en los anuros y la mayoria de
los anfibios: tiene un seno venoso y un bulbus cordis no integrados al corazon, dos atrios
y un ventriculo, el polo arterial esta constituido por un tronco arterial y cuatro pares de
arcos abrticos con ducto carotideo y ducto arterioso persistentes. Las principales
diferencias con los anuros (grupo mas representativo de |a clase) es una comunicacion en
el septum interatrial, la ausencia de cuerdas tendinosas en la valvula atrio ventricular, |a
falta de un arreglo en grupos de las trabéculas del ventriculo y una muesca entre la
vélvula espiral del bulbus cordis y el septum principal del tronco arterial, esta ultima
caracteristica conjuntamente con la comunicacién interatrial se ha asociado a la
predominancia de las respiraciones no pulmonares. En el ajolote debe darse un fenomeno
semejante, ya que la neoténia involucra fa retencion de ias branquias y un estilo de vida
acuatico, sin embargo, no existe una atrofia tan severa en estas estructura como |a
sucede en otros urodelos neoténicos como Necturus sp. Al estudiar los pulmones se
encontré que tiene una organizacion compleja: estan altamente vascularizados y
compartimentalizados y son de gran volumen, a pesar que se ha reportade que |a
metamorfosis es un evento importante para la maduracion pulmonar y el estilo de vida del
organismo. Supongo que los pulmones son funcionales pese a las caracteristicas larvales,
ya que las aguas que habita son hipoxicas y la demanda de oxigeno no puede
satisfacerse del todo con las respiraciones no pulmonares y tiene que salir a la superficie
y respirar aire con oxigeno. La atrofia de las estructuras auxiliares en la separacion
sanguinea se debe a que existe sangre oxigenada tanto en el atrio izquierdo (proveniente
de pulmones) como en el atrio derecho (proveniente de respiraciones no pulmonares y
sangre sistémica) por o que no se requiere mantener una separacion sanguinea. Cuando
existe una buena oxigenacién del agua, las respiraciones no pulmonares pueden
satisfacer la demanda total de oxigeno de los distintos érganos incluyendo el pulmén, ya
que el arco pulmocuténeo pasa por las branquias antes de llegar a los pulmones.
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INTRODUCCION

Clasicamente el corazon de los anuros ha sido considerado el mas representativos
(en la mayoria de sus caracteristicas) del corazon ancestral de los tetrdpodos, ademas de
ser el grupo cuyo patron de circulaciéon sanguinea se considera como el patrén general de
la clase amphibia (Hoimes, 1976). Debido a estos hechos se realizara a manera de
introduccion, ia descripcion de la anatomia cardiaca de este orden que se ha tcmadeo

como un modelo general para toda ia clase.

El corazon de los anuros se encuentra en el torax y dentro de la cavidad
pericardica, de tal manera que las camaras cardiacas y accesorias se observan
practicamente de frente. Los atrios estan en posicion cefalica con respecto al ventriculo y
el buibus cordis en posicién ventral derecha con respecto a los atrios. El ventriculo tiene la
forma de un cono invertido cuyo 4pice apunta en direccion caudal, el tamaro del
ventriculo es mayor con respecto a los atrios (De la Cruz, et al. 1999) (Fig. 1). El seno
venoso drena al atrio derecho, mientras que al izquierdo liega et seno de las venas
pulmonares. Ambos atrios estan separados por un septum interatrial completo; en muchos
casos el atrio derecho es mas grande que el izquierdo y puede ocupar un espacio
considerable a la izquierda del bulbus cordis {Lawson, 1979 a). Los atrios se abren al
ventriculo por medic del orificio atrioventricular compuesto por dos valvas, una dorsal y
otra ventral que se insertan a la pared ventricular y son tensadas por cuerdas tendinosas

y lo dividen en dos tractos de entrada, uno derecho y otro izquierdo (Van Mierop, et al.

1985).
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E| ventriculo es tnico (no septado) de paredes esponjosas, con trabeculas
organizadas en grupos; el ventriculo se continua con el bulbus cordis a través del orificio
bulboventricular localizado en la porcién derecha de la cavidad ventricular, en este orificio

esta presente la valvula semilunar proximal que consta de tres velos valvulares tensados

a la pared del bulbus cordis mediante cuerdas tendinosas (Van Mierop y Kutsche, 1984).

El bulbus cordis esta bien desarrollado, presenta un septo delgado en forma
lespiral (valvula espiral) que lo divide en dos canales, uno sistemocarotideo y otro
pulmocuténeo; dicha valvula corre en direccion de izquierda dorsal a derecha ventral y se-
inserta por su borde dorsal a la pared del bulbus cordis, mientras que su borde ventral es
libre, lo que permite que durante |a diastole bulbar haya un flujo entre ambos canales, por
lo que la separacion de los toirentes sanguineos no es completa. En la porcién distal del
bulbus cordis, existe un par de valvulas bicuspides, una en el canal pulmocutdneo y otra

en el sistemocarotideo. esta ultima es la mas desarrollada (Lawson, 1979 a).

El bulbus cordis se continia con la aorta ventral o tronco arterial, segmento muy
corto que se bifurca casi inmediatamente en una rama derecha y otra izquierda, ambas de
igual talla. La valvula espiral del bulbus cordis en su porcion distal se fusiona con el
septum principal del tronco arterial, el cual se prolonga en el interior de ambas ramas lo
que permite la continuidad de los canales, el pulmocutaneo dorsal y el sistemocarotideo
ventral. La anatomia general interna del corazén de anuro se ilustra en la figura 2. Existe
otro septum en el interior del tronco arterial denominado septum médium, el cual surge a
partir del septum principal formando un angulo recto y se extiende en un plano sagital
dividiendo el compartimiento sistemocarotideo del tronco arterial en un canal derecho de
tamafio regular y un canal izquierdo mas pequerio (Fig. 3), el canal derecho se continua

en el cuarto arco derecho formando los dos canales carotideos, mientras que el lado
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Figura. 1. Fotogratia de vista ventral de corazon de Runa pipiens . V = ventriculo, BC = bulbus cordis. TA
= tronco arterial, CB = vasos coronarios , CT = ronco coronario. (tomado de De la Cruz, ot al. 1999).
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Onifivio de entrada del arco
Sistémico izquierdo
.fm:u carotideo izquierdo

Septum médium
; / ’ . _Luerpo carstideo
Onificio de entrada de !
las cardtidas /“1 - Arco sistémico izquierdo
e 7 \
L TETN ! . Arco pulmocutineo izquierdo

Arco sistémuco derecho ... AR
“*/5"*-'“% ' K \;

Tronco arterioso ™ ™.

Atrio izquierdo

Anmnna— g

Valvula espiral

* Orifico de entrada del seno venoso al atrio
dereche

e . .
* Septum interatnial

Pared del ventriculo it

.
.

. Vilvula atrioventricular
Cavidad del ventriculo

Trabeculas

Figura. 3. Esquema de la region basal del tronco arterial. SP=septum principal, SM=septum medium.
(tomado de Van Mierop y Kutsche, 1984).
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En los anuros solo prevalecen 3 de los 6 pares de arcos adrticos que aparecen en
el cordado ancestral y en el embrién de los vertebrados (I, IV, VI). El par Il se extiende
cefalicamente y forma las carotidas, una externa (ventral) y otra intema (dorsal). El par IV
es un arco sistémico, éste en estadios larvarios estd unido al arco Iil por el ducto
carotideo. El par Vi es pulmocutineo y en los adultos suplementa de sangre a los
pulmones constituyendo las arterias pulmonares. En los estadios larvales este par de
arcos presenta un conducto que los comunican con la aorta dorsal, llamado “ducto
arterioso”, tanto el ducto carotideo como el ducto arterioso se pierden con la metamorfosis
(Fig. 4) (Torrey, 1978). La presencia en el corazén de los anuros de dos atrios (derecho e
izquierdo), una cavidad ventricular compartimentalizada (con dos tractos de entrada y una
region apical trabeculada), un bulbus cordis con una valvula espiral, una valvula en su
region proximal (bulboventricular) y dos en su region distal (bulbotruncales), asi como la
disposicion del septum principal del tronco, son caracteristicas anatdémicas indicativas de
que este grupo es el primer taxa dentro de los tetrapodos en el que se establece la

separacion entre la sangre arterial y venosa (Johansen y Burggren, 1980).

Arteria cutinea

Arteria carotidea imterna Arco sistemico

.
ot s v e Mo ot

Cuerpé carotideo

i :
Arteria lingual Arco pulmocutineo

Figura. 4. Esquema de los arcos aérticos de anuro. En lineas punteadas se muestran las estructuras que se
pierden con la metamorfosis (tomado de Lawson. 1979 a).
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El hecho de que los anuros sean en cuanto a la anatomia cardiaca el grupo mas
representativos de los anfibios actuales y se consideren como el modelo basico del
corazén ancestral de los tetrapodos, no implica que todos los anfibios sigan un mismo
patrén, pues los anfibios actuales son extremadamente diversificados y han desarrollado
muchas adaptaciones secundarias (Johansen y Hanson 1968). Algunas se consideran
desviaciones y / o regresiones de la linea evolutiva principal del corazon de los anfibios,
que esta claramente representada en ios anuros, habiar de un patrén general de
anatomia cardiaca en la clase Amphibia es claramente inapropiado (Burggren, 1988).
Generalmente se piensa que los organismos de un mismo faxa tienen caracteristicas
anatémicas similares, sin embargo en los anfibios, actualmente existe una tendencia a
considerar que la anatomia cardiaca refleja mas el estilo de vida y el modo respiratorio
predominante que una relacion taxonémica muy estrecha ( Burggren,1988; Lawson,

1966,1979 a).
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ANTECEDENTES

Ambystoma mexicanum es uno de los anfibios mas utilizados como sujetos de
experimentacion (Smith, 1971, 1989), en la investigacion en general y en diferentes
aspectos del desarrollo cardiaco. Sin embargo, no existe una descripciéon morfolégica
detallada del corazén en esta especie en particular, solo se conocen algunos trahajos
donde se aborda el tema en diversos faxas, conjuntamente con otros 0rganos y sistemas
(anatomia comparada) como los de Cuvier (1865), Fritsh (1869), Weichert (1851) y
Eaton, et al. (1960). También existen trabajos en el campo de |a fisiologia en los que la
anatomia cardiaca queda en un segundo plano como el de Terhail (1942). Estos trabajos
nos dan solo una escasa e incompleta informacién y ademas es de llamar la atencion su
antigiedad. Smith (1971) senala ademas que los trabajos realizados en el siglo
antepasado (Cuvier, 1865 y Fritsh, 1869) fueron hechos en material postmortem mal
preservado. Estos textos hoy en dia son muy dificiles de conseguir debido a su

antigliedad y a las caracteristicas de las publicaciones.

Antecedentes importantes para nuestro estudio, son trabajos mas modemos
realizados en otras especies de anfibios, por ejemplo, Lawson (1966) realiza la
descripcién del corazén de Hypogeophis rostratus, Van Mierop y Kutsche (1584) y Van
Mierop et al (1985) la de Bufo marinus, el trabajo de Sharma (1957) en Rana pipens que
es retomado por De la Cruz et al (1999) centrandose en los vasos coronarios, mientras
que Johansen y Hanson (1988} incluye en su trabajo una breve descripcion de
Amphiuma tridactilum y trabajos originales sobre corazén y pulmén incluidos en libres

como el de Necturus realizado por Lawson (1979 a,b).
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Por ultimo tenemos los antecedentes donde se relaciona la forma respiratoria con
la arquitectura cardiaca, que nos permiten reforzar nuestro planteamiento y elaborar una
hipétesis. Por ejemplo; Goodrich (1930), menciona que en algunas salamandras acuaticas
y / 0 neoténicas la valvula espiral puede estar reducida o ausente y ademas Johanseny
Hanson (1968) apunta que su anatomia y la administracion de sus sistemas respiratorios
es mas parecida a la de los peces pulmonados que a la de otros anfibios. Boas (1882) y
Lawson (1966, 1979 a) sefialan que en algunos apodos, los cuales usan la piel como el
principal érgano de intercambio gaseoso, la valvula espiral del butbus cordis y el septum
interatrial estan muy reducidos. Un caso extremo lo cita Bruner (1900) en salamandras
que carecen de puimones (pletodontidae), en ellas el bulbus cordis es poco desarrollado,
el septum interatrial puede no desanollarse y el arco pulmocutaneo degenera en una
arteria cutanea simplemente y finalmente el descrito en salamandras acuaticas (Johansen
y Hanson, 1968), cuya circulacién nos recuerda mas a los peces pulmonados (Dipnoi)
que a los urodelos o anuros. Por otro lado estad Figge (1930) citado en Weichert {1951}
quien después de sus trabajos sobre metamorfosis en Necturus plantea que como
consecuencia de la fijacion de la neotenia, se pueden dar cambios importantes en el
patrén de arcos adrticos, especificamente en el arco pulmocutanec debido a la
predominancia de ia respiracion branquial y la hemodinamia. Un experimento citado en
Weichert (1951) trata de comprobar esta hipdtesis ligando el arco pulmocutéaneo en
salamandras no neoténicas (Ambystoma tignnum) y ver si esto repercute en la
metamorfosis, el resultado fue que a diferencia de los controles los organismos ligados no
sufren metamorfosis 'después de la inyeccién intramuscular de la hormona tiroidea T4
intramuscular. También tenemos el trabajo de Garber (1930), él extirpa el pulmoén de A.
mexicanum e induce la metamorfosis y observa que a pesar de la pérdida de las

branquias por la metamorfosis y la ausencia de los puimones, el organismo se mantiene
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vivo por un par de meses, en base a esto él plantea que |a respiracion cutanea debe ser

muy importante en la oxigenacién sanguinea.

10
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ACERCA DEL ORGANISMO EN ESTUDIO

Segun Smith (1971) Ambystoma mexicanum taxonomicamente esta agrupado
dentro de las siguientes faxas:

Phylum: chordata.
Subphylum: vertebrata.
Superclase: fetrapoda.

Clase; amphibia.
Subclase: lisamphibia.

Orden: urodela.
Familia; ambystomidae.
Género: ambystoma.

La familia ambystomidae es un grupo de salamandras distribuidos unicamente
en el reino neartico. Es un organismo endémico de los lagos de Xochimilco que se
distingue por ser neoténico obligado inducible (Norris, 1983), categoria dada por ser un
organismo que de forma natural no sufre metamorfosis, pero se le puede inducir de
formas artificial por la inyeccién de la hormona tiroidea T4. La neotenia en el ajolote es
debida a que la hipofisis no produce la cantidad suficiente de la hormona estimulante de
la tiroides (TSH), necesaria para estimular la produccién de la tiroxina en la gléandula
tiroides. Este mecanismo no es exactamente el mismo que opera en otros organismos
neoténicos, pero se ha determinado que en todos estd involucrado el eje hipotalamo-
hipofisis-tiroides-tejidos y érganos blanco; Io que varia es el punto especifico en donde se

da la modificacion (Khun y Jacob, 1989).
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Morfolégicamente, A. mexicanum como la mayoria de las larvas de
ambystomatidos, tiene una cabeza de;srimida, presenta una cola postanal musculosa con
una aleta caudal que ocupa aproximadamente % de la longitud hocico cloaca, que en
organismos sexualmente maduros es de 16 a 24 cm. Posee tres ramas principales de
branquias externas, que pueden llegar a ser muy plumosas, dependiendo de su actividad
respiratoria, cuenta con una serie de pliegues a los costados que funcionan como una
extension en la superficie respiratoria. El cuerpo es cilindrico, la coloracion va del verde
oscuro a negro (larva y adulto), existen variedades albinas pero éstas fueron obtenidas en
el laboratorio, poseen cuatro dedos en extremidades anteriores y cinco en posteriores,
sin membranas interdigitales; en organismos metamorfoseados se presentan parpados

{Armstrong y Malacinsky, 1989) (Fig. 5).

A. mexicanum presenta una reproduccion estacional, la puesta se da entre
octubre y febrero, su tamafo promedio es de 660 huevos. El desarrolio embrionario dura
2.5 semanas a 18°C, al momento de la eclosién, las larvas miden 1cm aproximadamente,
alcanzan su madurez sexual entre los 10 y 18 meses de vida, su periodo reproductivo
dura de 5 o 8 afos y su vida total en cautiverio es hasta de 10 afios (Armstrong y Duhon,

1989).

La denominacién ajolote es dada en México a cualquier larva de salamandra, es
una traduccion al espanol de la palabra nahuatl axolotl que quiere decir perro de agua;
los primeros exploradores esparioles lo describian como un pez de cuatro patas, pero
mas tarde en Paris, Cuvier estableceria su identidad, trabajos que se publicarian en 1865,
él lo denomind como: “una larva de una salamandra desconocida’, al mismo tiempo

iniciaria su carrera como objeto de investigacion debido a la faciiidad de reproducirio en
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cautiverio. Su fama se extendié a tode el mundo hasta convertirse en la actualidad en el
animal mexicano méas conocido y junto con Xenopus lesvis los anfibios mas utilizado en

investigacion (Smith, 1989).

-

Figura. 5. Apariencia externa del ajolote: Ambystoma mexicanum
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JUSTIFICACION

=

En el presente trabajo, se realiza una descripcion detallada de la morfologia
cardiaca y pulmonar especifica del ajolote, que no existe en la literatura, principal
justificacién de nuestra investigacion. Este trabajo cobra mayor importancia si tomamos
en cuenta que el ajolote actualmente es un modelo biologico de experimentacion muy
utilizado y que el conocer la anatomia cardiaca es algo fundamental para entender otros
procesos a niveles mas finos, tales como la cardiogenesis y la fisiologia cardiovascular.
Por otro lado, al conocer de forma integral la morfofisiologia del corazon de los anfibios,
resultan un buen modelo en la investigacion de los patrones hemodinamicos de los
estadios tempranos del desarrolio de los vertebrados superiores, incluido el humano
(Burggren, 1988 y Sedmera et al, 2000). Ademas, nuestros hallazgos sobre la anatomia
cardiaca y pulmonar de A. mexicanum seran una herramienta util al realizar estudios
comparativos para explicar la evolucién del grupo de los anfibios y de los tetrapodos

(Holmes, 1976).
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HIPOTESIS

La metamorfosis en anfibios es un proceso que involucra eventos tales como la

absorcion de las branquias, 1la maduracion pulmonar (adelgazamiento de los epitelios

respiratorios, actividad secretora, aumento de tamafo y vascularizacién) (Coleman y

Hessler, 1996), la pérdida del ducto arterioso y ducto carotideo en e! polo arterial, asi
como la terminacién del desarrollo de estructuras auxiliares en la separacion sanguinea,
ya que con la metamorfosis estos organismos pasan de tener una respiracion
predominantemente branquial a una predominantemente pulmonar. A. mexicanum, es un
organismo neoténico, es decir no sufre metamorfosis, por o tanto retiene las branquias y
no sufre las modificaciones a nivel cardiaco y pulmonar que traen consigo la
metamorfosis, por lo que esperamos gue las estructuras cardiovasculares asociadas a la
separacion sanguinea y el pulmén sean poco desarrollados o estén en proceso de atrofia
debido a los requerimientos hemodinamicos y respiratorios propios de un organismo con

una respiracion no pulmonar predominante.

15




Pasopuia Dosns Wiguel r4. - Teaia pnofesimal

OBJIETIVOS

OBJETIVO GERERAL:

g

& Describir las caracteristicas morfolégicas del corazén y el pulmén de Ambystoma
mexicanum vy discutir las relaciones que existen entre elios y de que manera la

morfofisiologia de un érgano puede influenciar la del otro.

OBJETIVOS PARTICULARES:

< Hacer una descripcion anatémica e histologica del corazon y pulmon del organismo

en estudio.
< Comparar los resultados obtenidos con los conocimiento que existen al respecto en
otros anfibios, principalmente con los anuros, por ser mas representativos de la clase

Amphibia, asi como con los apodos y otros urodelos.

< Discutir si la neoténia y sus implicaciones a nivel respiratorio intervienen en la

definicion de la arquitectura cardiaca.
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MATERLIALES Y METODOS

Se adquirieron 18 organismos vivos y 2 cadaveres (fijados por congelacion a una
temperatura de -2°C.), sexualmente maduros, asi como 6 larvas de Ambystoma
mexicanum, de l1a colonia de ajolotes de la Facultad de Estudios Superiores lztacala
(U.N.A.M.) la especie se corrobor6 de acuerdo a las claves de Smith y Taylor (1942). En
el corazon, se realizaron estudios de anatomia macroscopica, microdisecciones,
histologia, microscopia electrénica de barrido y grabaciones en video. Para el pulmén se
realizaron estudios de anatomia macroscdpica, histologia y microscopia electrénica de
barrido.

Ademas para dar seguimiento a los principales vasos de entrada y de salida del
corazén, se llevé a cabo una inyeccién cardiovascular de una mezcla de gelatina-octanol-

fenol por la técnica de Milton y Chartes (1971), ‘masa de Milton y Charles”.

|. Estudios del Corazén

A) Anatomia macroscopica

Para poder realizar el estudio de anatomia macroscopica del corazon de A.

mexicanum se hizo una incision en |a linea media ventral a nivel de 1a cin’'~a escapulary

cuello, se disecd la membrana pericardica para dejar expuesto el corazén y polo arterial,

toda la cirugia se llevé a cabo sobre una cama de parafina en una charola de diseccidn,

en medio de operacion para urodelos (apéndice 1). En los organismos vivos, el
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procedimiento se realizo previa anestesia con benzocaina al 0.6% (Vanable, 1985)
{(apéndice 1), para que permanecieraﬁ con vida y realizar una video grabacion para tener
un registro dinamico de la actividad del corazén (seccion | — E). Posteriormente se fijo el
corazon por perfusion, inyectando una solucion salina ayudados con una sonda y una
jeringa hipodérmica. Debido a que el corazon es un érgano hueco, lleno de sangre y para
evitar el colapso de las cavidades, primero se introdujo el ringer para anfibios (apéndice 1)
para lavar el organo y después el fijador (formalina 3.4%). Tanto los corazones obtenidos
de material in vivo como los de material postmortem fueron sometidos a una sesion

fotografica bajo un microscopio estereoscopico.
B) Micro disecciones

Las caracteristicas intemas de las diferentes estructuras que constituyen el
corazén y camaras asociadas, se investigaron realizando disecciones longitudinales de la
region atrial, el ventriculo, el bulbus cordis y el tronco arterial; también se hicieron
disecciones a nivel de los pisos valvulares atrioventricular y bulbo_ventricuiar. Con el
propésito de hacer evidentes los diferentes septos, trabeculas y sistemas valvulares de
las distintas camaras cardiacas, seno venoso, bulbus cordis y polo arterial, dichas
estructuras se tineron usando pequerios filamentos de vidrio, cubiertos con una mezcla de
azul de metileno (1%) y agar (2%) en proporcion 1:1. Para analizar la conexién interna
que se establece entre las diferentes camaras cardiacas y el destino de los conductos y
vasos principales, se utilizaron pequenos trozos de cabellos, a manera de sondas, que se
deslizaron dentro de los orificios senoatrial, atrioventricular, buibotruncales, venas
pulmonares y arcos adrticos. En todos estos casos los especimenes se estudiaron y se

fotografiaron con la ayuda de un microscopio estereoscopico.
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C) Histologia

Se utilizaron cinco organismos adultos, a los que previamente se les realizo una
cirugia y se les fijo como ya se menciond anteriormente. Las piezas anatémicas se
deshidrataron en un tren de aicoholes: 30%, 50%, 60%, 70%, 90%, 96% y 100%,
dandoles cambios de 30 minutos a las primeras cinco concentraciones y 2 de una hora en
las concentraciones restantes, se aclararon con xiiol y se incluyeron en parafina,
imprimiéndoles presién con la ayuda de una bomba de vacio para sacar el aire del interior
del 6rgano si fuese necesario. Se realizaron cortes sagitales y transversales de 5 micras
de grosor en un micrétomo (Leitz 1512), que se tifieron con la técnica tricromica de
Masson (modificada de Goldner, tomada de Aguilar et al). La descripcion y obtencion de
material fotografico, se realizo con ayuda de un microscopio estereoscopico y un dptico.

También se empled el software Vidcap para digitalizar las imagenes.

D) Microscopia electrénica de barrido

Parte del material obtenido de las microdisecciones se procesé para analizarse
con el microscopio electrénico de barrido (Jeol SME 5300). Se estudiaron muestras del
piso valvula atrioventricular, ventriculo, bulbus cordis y tronco arterial. Para preparar estos
especimenes, una vez hecha la diseccion se sujetaron con pequerfios alambres de cobre
en un trozo de corcho, para evitar que se cerraran durante la desecacion. Se
deshidrataron en un tren de alcoholes: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 % un bafo de 15
minutos cada uno, en el alcoho! absoluto se dieron dos cambios de 20 minutos cada uno.

Inmediatamente después se desecaron por punto critico usando CO; liquido, en un
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aparato Samdri 780A, se colocaron en un portamuestras de cobre y se recubrieron con
una delgada capa de oro de un grosor de 35nm, usando un aparato Dentun Vaccun

Desk-1.
E) Video grabaciones

Para realizar un andlisis dinamico de ia actividad del corazén, se llevé a cabo lia
grabacic’)n en video de organismos adultos y larvas de reciente eclosion, después de
exponer el corazon, mediante el procedimiento quirargico ya descrito. La fitmacion de este
material "in vivo" se llevd a cabo usando una videocamara Olympus U-PNTVC y una

video grabadora VHS Sony-HiFi.
i. Estudio de los pulmones
A) Anatomia macroscopica.

A los organismos utilizados en estudios antenores se les realiz6 una diseccion en
la region dorsal a nivel del tronco, removiendo la columna vertebral, lo que permitié
observar la morfologia extena del puimén, el grado de desarrollo y su disposicion in situ,

estas piezas también se sometieron a sesion fotografica con la ayuda de un microscopio

estereoscopico y un microscopio multifot Nikon, asi como en una camara digital Nikon.
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B) Histologia

Para estudiar la organizacién histolégica del pulmén, se extrajeron pulmones de
los mismo organismos de la seccion Il - A, se tomaron muestras de aproximadamente 1.5
cm cortando a partic de la region del hilio, se deshidrataron en un tren de alcoholes
(30%,50%,70%,90%,96%,) con cambios de 15 minutos cada uno y dos de una hora en
alcohol absoluto. Se aclararon con xilo! y incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de
5 micras de grosor, sagitales y transversales en un microtomo (Leitz-1512). Se tifieron
con las técnicas tricrémica de Masson, hematoxilina y eosina (HE), azul de alciano, PASS
y luxol azul rapido, contrastados con hematoxilina (tomadas de Aguilar et al). Al igual que
en el corazén, las imagenes se digitalizaron directamente del microscopio con el software

Vidcap.

C) Microscopia electrénica de barrido

Se realizaron cortes del pulmén, gruesos con una navaja de bisturi de forma
longitudinal justo por la mitad, que se prepararon de forma similar a los corazones para el
microscopic electronico de barrido. También se hicieron cortes de 15 micrometros de las
piezas incluidas en parafina para estudios histologicos, éstos ultimos, se desparafinaron
en xilol, se lavaron en alcoho! absoluto y se desecaron al aire. Posteriormente se
recubrieron con una delgada capa de oro {35nm) en un aparato Dentun Vaccun Desk-1

para después observarios en el microscopio electrénico de barrido (Jeol SEM 5300).
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Il - Inyeccién de la masa de Milton y Charles

Para poder seguir el destino de los arcos aorticos, las arterias y venas pulmonares,
se realizo la inyeccién de una masa de gelatina y octanol-fenol, tomando como base 1a
solucién marcada como ‘red boroasperse solution” de Milton vy Charles (1971). A
continuacién se describe la técnica adecuada a nuestros requerimientos. Cuatro
organismos vivos, se anestesiaron y sometieron a cirugia de la forma ya descrita. La
masa de gelatina pigmentada (apéndice 2), se les inyectd por via ventricular, usando una
sonda y haciendo presién con una jeringa hipodérmica. La masa se dejo fluir hasta que el
corazén dejaba de latir y recorriera todo el circuito. Después los especimenes se fijaron
con formol tamponado al 3.4%, para acelerar la solidificacion de la gelatina y evitar que
abandonara los vasos sanguineos. Finaimente se siguio el curse de los vasos principales

mediante microcirugia (apéndice 2).

La descripcion del corazon y el pulmén, siempre se realizd usando el material
fotografico obtenido, para sustentar en todo momento ia resefia de los resuitados, a partir

de éstas se realizaron esquemas y diagramas como interpretacion.

El equipo utilizado en las distintas facetas del estudio fue el siguiente: microscopio
estereoscopico Olympus 57-STUZ, dptico olympus BH2-RFCA, camara Olympus C-
3SAD-4 y camara digital nikon. En el caso de las fotografias en blanco y negro usamos la

pelicula Kodak plus-x-pan.
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RESULTAROS

|. Estudios del Corazén

A) Anatomia macroscopica

De acuerdo con las observaciones realizadas tanto en material postmortem como
in vivo, el corazon de A. mexicanum se ubica en el del térax dentro de la cavidad
pericardica, cuya pared es gruesa y de color pardo moteado. La disposicion natural de las
camaras cardiacas en el corazon in situ en vista ventral es de tal forma que se observa la
superficie izquierda del seno venoso y de la region atrial, el ventriculo, !a region distal del
butbus cordis y el tronco arterial (Fig. ). Siguiendo la direccién del flujo sanguineo se
encuentran: el seno venoso, los atrios, el ventriculo, el bulbus cordis y el tronco artenial del
que emergen cuatro pares de arcos adrticos (Fig. 7). Respecto a las caracteristicas
anatémicas externas y disposicion espacial (en vista ventral) de las camaras cardiacas,
encontramos que el seno venoso es una estructura de forma sacular de gran volumen
(Figs. 6,7), sus paredes son muy delgadas y translucidas (Fig. 6), esta en posicion dorsat
con respecto a los atrios y el ventriculo, sobresaliendo en la porcion caudal a la izquierda
del ventriculo. La region atrial es cefalica con respecto al ventriculo; es la de mayor
volumen (Figs. 6,7), sus paredes son delgadas y translucidas al igual que las del seno
venoso: en su interior se observan abundantes musculos pectineos (Fig. 6), el atrio

derecho es mas dorsal que el izquierdo (Figs. 6, 7). El ventriculo tiene la forma de un
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cono invertido de aspecto esponjoso y moteado, su base corresponde a los surcos
atrioventricular y bulboventricular. El apice apunta en direccién caudal (Fig. 6)
desplazandose a la derecha durante la diastole atrial (Fig. 7). El bulbus cordis es una
estructura tubular de forma espiral su base es caudal y ventral y su porcidn mas distal
cefalica y dorsal, su union con el ventriculo es el surco bulboventricular que se encuentra
en la regién basal derecha mas o menos al mismo nivel del surco atrioventricular. A
continuacién esta el tronco arterial que se encuentra en posicion dorsal e izquierda con
respecto al bulbus cordis que se encuentra sobre una muesca formada en |a region medio
ventral de los atrios. Es una estructura cilindrica deprimida muy corta, mide
aproximadamente ¥: de la longitud del bulbus cordis, se dirige en direccion ventrodorsal y
de izquierda a derecha, bifurcandose en dos ramas principales, que corren paralelas y
muy cercanas (Figs. 6,7). De cada una de ellas emergen cuatro pares de arcos adrticos
(Fig. 7). También se observa un vaso coronario en la porcién mas cefalica del tronco
arterial, que se ramifica profusamente e imigan las paredes del tronco arterioso y bulbus

cordis pero no el ventriculo.

B) Microdisecciones.

Las microdisecciones de las camaras cardiacas permitieron observar los diferentes
septos, conductos y valvulas presentes en su interior. Existe un septum interatrial
incompleto, con un orificio en su region medio-basal, que comunica ambos atrios (Fig.8) y
cuya disposicion es oblicua con respecto al eje dorso ventral del organismo (Fig. 8). Dicho
septum se inserta en las paredes atriales y al surco atrioventricular, dividiendo su orificio
en dos, uno derecho y otro izquierdo (Fig.10). El atrio izquierdo es de menor tamano que
el derecho, sin embargo ambos orificios atrioventriculares tienen un tamano semejante.

En el atrio derecho drena el seno venoso por medio del orificio sencatnial y al izquierdo el
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de las venas pulmonares que esta constituido por la convergencia de dos venas
puimonares (Fig. 11). En el interior del orificio atrioventricular existe una valvula
constituida por dos valvas de aspecto mamelar, gruesas y pigmentadas, que se inserta en
las paredes ventriculares y se proyectan hacia su cavidad (Fig. 12). Con esta metodologia
(microdisecciones) no se observo la presencia de cuerdas tendinosas y / o musculos
papilares en este sistema valvular especificamente. Existe una cavidad ventricutar unica,
de luz estrecha con paredes muy esponjosas y rica en trabeculas que se disponen en
laminas delgadas que no se organizan en grupos (Fig. 12). El bulbus cordis emerge del
ventriculo a través del orificio bulboventricular que contiene en su interior un complejo
valvular constituido por tres velos, cada uno de ellos tiene una forma simitar a un nido de
golondrina, estos tres velos valvulares estan anclados a la pared del bulbus cordis en su
region mas proximal, uno se encuentra en la porcion medio dorsal y los otros dos en los
extremos derecho e izquierdo respectivamente (Fig. 12). La estructura mas sobresaliente
del bulbus cordis es la valvula espiral (Fig. 13), que se inserta por su borde dorsal a la
pared bulbar, su borde ventral es fibre; mediante este estudio de microdisecciones no se
pudo distinguir la presencia de musculos papilares o cuerdas tendinosas ni en los
sistemas valvulares semilunares ni en la vélvula espiral. En el extremo distal del bulbus
cordis se encuentran dos valvulas que se ubican en la base de los dos canales en los que
se divide el tronco arterial (Figs.13,14). Este ultimo tiene un septum principal que lo divide
en dos canales, uno derecho y otro izquierdo (Fig.14) que se ramifican en cuatro pares de

arcos aorticos.
C) Histologia

El seno venoso es una estructura sumamente delgada, constituida por endocardio

y miocdrdio (Fig. 15 a); son evidentes algunos musculos pectineos (Fig.15b). La pared
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atrial también es de miocardio bordeada por endocardio y epicardio, pero su grosor es
variable, va desde una célula miocardica hasta cuatro y posee abundantes musculos
pectineos (Fig.16a). El septum interatrial tiene la misma constitucién histoldgica, es muy
delgado en la region central y mas grueso en su insercion a la pared atrial (Fig. 16B). Las
valvas de la valvula atrioventricular estan formadas por endocardio que bordea la linea de
cierre de ambas valvas y una capa muscular delgada, inmersa en la pared ventricular muy
trabeculada. Entre ambas capas celulares, existe una gran cantidad de matriz extracelular
con células mesenquimales en su interior (Fig.17). Mediante esta técnica tampoco se
detectd ninguna estructura que las tense ya sea cuerdas tendinosas y / 0 musculos
papilares en este sitema valvular (valvula atrioventricular). El ventriculo tiene un aspecto
esponjoso, posee varios espacios intersticiales debido al gran desarrollo trabecular que es
muy irregular, las trabeculas se toman mas gruesas en la zona de la cavidad ventricular y
las células miocardicas que las forman se tifien de un color rojo intenso. A pesar de la
gran cantidad de trabeculas, las paredes son muy delgadas, compuestas por una capa de
células miocardicas un poco mas claras que las de las trabeculas y cubiertas por
endocardio hacia la luz de la cavidad y un fino epicardio hacia la superficie externa (Fig.
18). En la union bulboventricular, la regién proximal de! bulbus cordis se encuentra
inmersa dentro del ventriculo (Fig. 19), en este sitio, las trabeculas son mas gruesas que
la regién del tracto de entrada (compare Figs.17 y 19). Las paredes libres del bulbus
cordis estan constituidas por las tres capas celulares tipicas de este organo; el endocardio
es muy delgado, el miocardio es un tejido compacto no trabeculado, formado por dos
estratos bien definidos, el intemo es horizontal y el externo oblicuo (Fig. 20}; el epicardio
es mas grueso gue en las demas camaras. La valvula espiral del bulbus cordis, esta
formado de endocardio y una matriz extracelular que se tine de azul con la técnica de
Masson, lo que indica que esta constituida por mesenquima (Fig. 21a,b). Las valvulas

semitunares constan también de tejido mesenquimal y endocardio y se encuentran
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tensadas a la pared bulbar por fibras muy delgadas, que son proyecciones del
endocardio, es decir los sistemas valvulares semilunares tanto proximal como distal si
presentan cuerdas tendinosas y se hacen evidentes mediante esta metodologia
(Fig.22a,b). En la region del tronco arterial existe un endotelio y musculo liso que se tifie
de rojo por la técnica de Masson, esta inmerso en tejido conectivo. El septum principal se
distingue por tener un nucleo cartilaginoso, rodeado de una matriz mas laxa y células
mesenquimatosas (Fig 23a,b); las divisiones que individualizan los cuatro pares de arcos

adrticos emergen de forma independiente (Fig.23c).

E! endocardio se distingue del miocardio, porque el primero forma un epitelio
constituido de células que tienen la forma de huso, con escaso citoplasma, claro y un
ndcleo oscuro muy prominente; mientras que las células de miocardio presentan mayor
cantidad de citoplasma que se tifle de color rojo y en cuyo interior se observan |as
estriaciones de miofibrillas; estan unidas por discos intercalares, su nucleo es claro,
prominente y central. El epicardio es un epitelio de células planas mas pequenas que las
del endocardio, su nucleo es prominente y oscuro. El espacio entre el miocardio y el
epicardio, esta ocupado por matriz extracelular y escasas células de forma estrellada y
de nucleo denso. En las diferentes regiones del corazén, varia en tamafo, es muy grande
en las uniones atrioventricular y bulboventricular, pero en la region apical del ventriculo es

casi virtual ya que el epicardio se adosa al miocardio.

D} Microscopia electronica de barrido

El microscopio electrénico de bamido permitié determinar que el sitio de insercién
del septum interatrial al surco atrioventricular, se encuentra en una region adyacente a la

insercion de cada valva, de la valvula atrio ventricular (Fig. 24). Otro aspecto interesante
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observado por este medio fueron las cuerdas tendinosas de los sistemas valvulares
semilunares, tanto proximales como d-istales. Cada velo tiene tres cuerdas tendinosas,
una en la parte central y dos en cada extremo (Fig. 25a). Respecto a las valvulas
semilunares distales, pudimos confirmar que ambas son bicuspides (Fig. 25b) y se obtuvo
una mejor imagen de la valvula espiral (Fig. 26). Respecto al ventriculo encontramos que
las trabeculas tienen un arreglo taminar pero no forman trabeculas gruesa (Fig. 27) y

tampoco observamos cuerdas tendinosas por esta técnica.
E) Grabaciones en Video.

Los videos muestran que el orden de contraccién de las camaras cardiacas y
accesorias es el mismo que el de! flujo sanguineo (para detalle de la circulacién ver
esquema 2). Primero se contrae el seno venoso, luego la region atrial (cuya fase sistolica
es la mas dramatica en comparacién con las demas cadmaras), después se contrae el
ventriculo y finalmente el bulbus cordis. El tronco arterial no se contrae, sus movimientos
son producto de los cambios de presion en su interior. Durante la diastole la sangre es
intensamente ciandtica, sin embargo en la sistole tienen un color rosa claro. Al principio
de la sistole la pared ventricular se observa embebida por la sangre dandole un aspecto
rozado, pero al final de este proceso, el ventriculo adquiere un aspecto blanguecino,
debido a la salida de la sangre de los espacios que existen entre las trabeculas. Otro
fenémeno importante que se aprecia bajo esta metodologia, es que la salida de la
corriente sanguinea en el polo arterial derecho (tronco arterial y arcos aorticos), se
anticipa unas décimas de segundo con respecto al flujo jizquierdo (Fig. 28). No fue posible
ver las estructuras internas, debido al desarrolio muscular de las paredes de las camaras
cardiacas, accesorias y el tronco arterial. Es impgstonte sefalar la presencia de un vaso

coronario que se hace evidente a partir del sitio donde sa-bifurca el tronco arterial, justo

28




Wnngeria Tasas Wigael W, - Tests frofesionnt

antes de la emergencia de los arcos aorticos, corre entre las dos ramas principales,
ramificandose e invadiendo las paredes del tronco arterial y bulbus cordis. También se

observo que el flujo sanguineo que viene de |las venas pulmonares es muy abundante.

i1. -Estudio de los pulmones

A) Anatomia macroscoépica

Los pulmones son estructuras saculares no lobuladas, deprimidos, alargados y
situados dorsalmente. Cada uno presenta un bronquio que emerge de la region ventral
de una traguea muy corta, van desde la region de la tercera rama branquial hasta la
region media del cuerpo, ocupan aproximadamente un tercio de la longitud total del
cuerpo, se encontré que existen diferencias en cuanto al tamaro, pero sin un patrén que
determine cual es el mas pequefio (Fig. 29). Su coloracion es pardusca, sus paredes son
translucidas, de manera que es posible observar su vascularizacion intema. Existe un
vaso que bordea toda su contorno, de él emergen multiples vasos de diferente calibre que
se ramifican profusamente. Cabe mencionar que los pulmones de algunos especirrenes,

al momento de sacrificarlos contenian aire en su interior (Fig. 30 ).

B) Histologia

El pulmén del ajolote internamente es una esponja desde la region
inmediatamente caudal al hilio hasta el apice. Sobresale un canal principal que corre
longitudinalmente, el cual posee células ciliadas, secretoras y un epitelio
pseudoestratificado, presenta musculo liso y tejido conectivo en sus paredes (Fig. 31).

Hay otros conductos de menor calibre, que tienen un epitelio cilindrico ciliado y secretor,
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su pared también es de musculo liso y no existe cartilago en ninguna de estas
estructuras. Las secreciones son positivas a las tinciones: azul de alciano, luxol y PAS
(Fig. 32). Dicha positividad se encontré en un 15% de la poblacion celular de estas zonas.
La porcion respiratoria estd muy extendida por todo el pulmén, vemos unidades
respiratorias o alvéolos que no estan arreglados en sacos alveolares, son estructuras de
epitelio plano simple con gran numero de capilares en toda su extension donde no existen
células secretoras ni células ciliadas (Fig. 33). Existen vasos bien desarroilados que
corren por toda la periferia el pulmén (Fig. 34) las arterias se ramifican hasta llegar a los
capilares. Las estructuras conductoras de aire, extra puimonares son poco desarrolladas y
carecen de cartitago en su paredes, su principal sostén es el musculo liso y colagena

densa.
C) Microscopia electronica

£n el estudio realizado mediante el microscopio electrénico de barrido, se lograron
obtener imagenes que nos dan un mejor detalle sobre la disposicion de los cilios en
células epiteliales del bronquio y bronquiolos (Fig. 34), en los alvéolos no encontramos
cilios. También se lograron observar células secretoras en proceso de exocitosis (Fig.35),

que forman parte del epitelio de los bronquios y bronquiolos.

lIl.- Inyeccién de la masa de Milton y Charles.

Los cuatro pares de arcos adrticos pasan por las branquias antes de liegar a su

destino especifico (Fig. 36). El tercer par, despues de su paso por las branquias, llega ala
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aorta dorsal y se proyecta a la region del rostro constituyendo las carotidas, el cuarto y
quinto par, después de pasar por las branquias, desembocan a 1a aorta dorsal por lo que
son arcos sistémicos, el sexto par se halla unido en la regién dorsal al quinto par por el
ducto carotideo (Esquema 3). El sexto par es mas dorsal y esta reducido en cuanto a
tamano; después de pasar por 1as branquias, alimenta al pulmoén y la piel, es decir origina
a la arteria pulmocutanea (Fig.37).

Los pulmones se hallaron con una gran cantidad de la masa, observéndose
regiones obscuras y claras como consecuencia de la compartimentalizacion intema (Fig.
29). De cada pulmén sale un vaso de diametro regular y llega al atrio izquierdo comao una
vena pulmonar (Fig. 37). La piel retuvo gran cantidad de! pigmento, dandose una mayor

acumulacion en los pliegues intercostales.
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DISCUSION

E| corazén de A. mexicanum, al igual que en todos los tetrapodos, ocupa la region
ventrocefalica de! torax, estd contenido dentro una cavidad pericardica, que a su vez
forma parte de la cavidad celomica; el polo venoso es caudal y el arterial cefdlico. La
disposicion en vista ventral de las camaras cardiacas y anexas en los individuos de la
clase anfibia varia ampliamente, en los anuros es frontal, es decir se observa la cara
ventral del ventriculo, el bulbus cordis y el tronco arterial, los atrios son dorsales al bulbus
cordis y el seno venoso estd en posicion dorsal a los atrios y el ventriculo (Fig. 1)
(apéndice 4) (De la Cruz et al, 1999). Nuestros resultados muestran que en A. mexicanum
la disposicion es sagital izquierda, por lo que solo es evidente la superficie izquierda del
seno venoso, atrio izquierdo y ventriculo (Figs. 6, 7). Este mismo patron ha sido
observado en otros ambystomatidos como A. punctatum y A. tigrinum (Copenhaver
1939). En cuanto al tamario de las camaras cardiacas y accesorias, encontramos que en
el ajolote las de mayor volumen son el seno venoso y los atrios (Fig. 7), mientras que en
anuros se ha descrito que el ventriculo es !a estructura mas prominente (Van Mierop et
al,1985). En los apodos, especificamente Hypogeophis rostratus el patrén es muy similar
al de anuros pero con la diferencia de que el ventriculo es mas reducido y el buibus cordis

mas desarollado (Lawson, 1966) (apéndice 3).
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Respecto a las caracteristicas de las camaras cardiacas y accesorias,
encontramos que al igual que en todos los anfibios, el seno venoso persiste como una
estructura independiente (Figs. 6,7), no se integra al atrio derecho, sus paredes son
miocardicas sumamente delgadas, con escasos musculos pectineos (Fig. 15), estas
caracteristicas histologicas explican, la capacidad contractit que apreciamos en el video.
En nuestro modelo el seno venoso se abre al atrio derecho a nivel del surco atrio
ventricular, caso similar se ha descrito durante el desarmollo embrionario de las aves y l0s
mamiferos (Steding et al, 1990), pero en los anuros se ha descrito en la parte media de su

pared dorsal (Lawson, 1979 a).

Encontramos que el atrio derecho es mayor en tamaiio que el izquierdo; se sabe
que esto sucede con frecuencia en los anfibios (Lawson, 1979 a). Suponemos que esto se
debe a que el atrio derecho maneja una mayor presion porque recibe sangre proveniente
de todo el organismo excepta los puimones. También se encontrd gque el septum
interatrial es incompleto, es decir presenta una comunicacién en su region basal media.
Diversos autores han descritc que esta caracteristica también es muy comun en los
anfibios, especificamente en aquellos cuyo puimon tiene una actividad respiratoria
reducida y las respiraciones accesoras (cutanea, bucofaringea y cloacal) son muy
importantes (Johansen y Hanson, 1968; Lawson, 1966,1979 a,b; Withers, 1992 ). Estos
autores sefialan que cuando la respiracién no pulmonar es la dominante, la sangre que
arriba al atrio derecho, puede tener un contenido de oxigeno igual o incluso mayor que la
del atrio izquierdo que proviene de los puimones, dependiendo obviamente de que tan
funcionales son. Bajo estas circunstancias, no es indispensable la separacion de los
torrentes circulatorios derecho (sistémico) e izquierdo (pulmonar) a nivel cardiaco, ya que
puede llegar sangre parcialmente oxigenada a ambos lados dei corazén. Es importante

sefialar que esta propuesta también esta apoyada por jos hallazgos de Bruner (1900) en
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pletodontidos, que son salamandras que presentan atrofia pulmonar severa y tabique
interatrial muy reducido. En este caso, el autor plantea que si existiera un septum
interatrial completo, impediria el flujo de sangre parcialmente oxigenada en el atrio
izquierdo, la parte izquierda del ventriculo, 1a regién del bulbus cordis que se continua con
ésta y el sexto par de arcos aorticos. También debemos recordar que los anuros al sufrir
la metamorfosis, pierden las branquias y la respiracion pulmonar se vuelve dominante, en
este caso, el tabique inteatrial es completo. Por otro lado, Garber, 1930; Czopek, 1957 v
Coieman & Hessler, 1996, han demostrado ta importancia de |a respiracién cutanea en el
ajolote en condicion neoténica. Ellos estudiaron la vascularizacion cutanea antes y
después de la metamorfosis inducida y encontraron que es menos abundante después de
la metamorfosis, una vez que se establece la respiracion pulmonar predominante. Se
aceptan las explicaciones de todos estos autores, pues ademas de encontrar un tabigque
interatrial incompleto, hallamos evidencias que sugieren la existencia de una respiracion
cutanea importante, pues al inyectar gelatina coloreada a través del ventriculo,
encontramos que la sangre llega a la piel con una distribucién selectiva, siendo

sumamente abundante en los pliegues intercostales.

Es importante sefialar que durante la morfogénesis cardiaca de los amniotas
sucede algo similar a lo descrito en anfibios de respiracién pulmonar no predominante. En
etapas tempranas del desarrollo, la sangre oxigenada proveniente del saco vitelino o la
placenta, llega al corazon a través del seno venoso, pues los pulmones estan en proceso
de desarrollo y ain no son funcionales. En estas etapas, el tabique interatrial mantiene
una comunicacion, primero es el ostium primum, posteriormente el ostium secundum que
se forma por procesos apoptoticos en el septum primum, esta comunicacion pemite el
paso de sangre oxigenada a la parte izquierda del corazén embrionario (Anselmi G. y De

la Cruz M. V. 1998). Una vez desarrollado el puimén, aumenta la presién y la
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concentracién de oxigeno en la sangre del lado izquierdo del corazon, se cierra la
comunicacién y se separan definitivamente los dos torrentes circulatorios. Esto sucede

después de ia eclosion en las aves y después dei nacimiento en los mamiferos.

La informaciéon que existe sobre la estructura cardiaca de los anfibios con
respiracion pulmonar no predominante y los conocimientos sobre la morfogénesis
cardiaca en los amniotas nos permite suponer que la presencia de alguna comunicacion
interatrial en los anfibios necténicos, que legan a la madurez con un aspecto larval como
es el caso del ajolote, o ios que poseen puimones atréficos se debe a que persiste una
condicion de la etapa embrionaria y no a la aparicion posterior de la comunicacion
interatrial una vez que se habia desarroliado completamente, es decir no hay una
regresion de dicha estructura. Esta misma propuesta es aplicable a la posicién en que se
encuentra el orificio senoatri;al en el ajolote, pues al principio del desarollo, el seno
venoso tiene una posicién caudal con respecto a los atrios y como es obvio la union
senoatrial tiene esa misma ubicacidn; con ef desarrolito, las camaras cardiacas aumentan
de tamafio y cambian de posicion en ef espacio, hasta que finaimente el seno venoso se

ubica en la porcion media de la pared dorsal del atrio derecho.

El hecho que en el gjolote los arificias atrioventriculares derecho e fzquierda sean
muy semejantes en tamafio, a pesar de las diferencias el tamafio de los atrios, nos hace
suponer que la presencia de una comunicacion interatrial cercana a los orificios
atrioventricufares determina que las presiones sanguineas se igualen y no existan
condiciones hemodinamicas que influyan en un tamario diferencial de ambos orificios, A
diferencia de los anuros, en el ajolote no pudimos constatar la presencia de cuerdas
tendinosas y / o musculos papilares por las metodologias empleadas, que son muy

evidentes en anuros (Fig. 17), el aparato tensor de estas valvas es distinto en el ajolote
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que en los anuros, aunque los estudios por microdisecciones no nos permitieron
establecer la presencia de cuerdas tendinosas en el sistemas valvular atrioventricular los
estudios histologicos y de microscopia electronica dan la confianza de decir que no
existen tales estructuras en esta valvula , solo pudimos ver pequefias trabeculas que las
insertan a la pared ventricular. Respecto a la forma de las vaivas, en el ajolote
encontramos que son estructuras gruesas que recuerdan a los cojines del canal
atrioventricular del embrion de pollo y en los anuros son mas delgadas y no estan
inmersas en el ventriculo. Suponemos que el desarrolio de cuerdas tendinosas y musculo
papilares va relacionado con el cambio de forma de las valvas atrioventriculares, de las
paredes ventriculares, el incremento de la presion que se maneja y la necesidad de evitar
el reflujo. Tal vez la presion que maneja el tracto de entrada ventricular del ajolote es
menor que en el corazén de un anuro o bien que la constitucion anatomica de estas

valvas las haga eficientes en su funcion.

Encontramos que el ventriculo en A. mexicanum, al igual que otros urodelos y
anuros, posee una pared miocardica muy deigada, altamente trabeculada, sin embargo en
el ajolote existe un arregio laminar (Figs.12,17,27) pero no se agrupan para formar
grandes trabeculas como sucede en los anuros que poseen de siete a ocho grupos (Van
Mierop et al, 1985). En el ajolote el ventriculo es muy esponjoso, entre las trabeculas se
forman diminutos canales o espacios intersticiales, por estos espacios se embebe la
sangre oxigenada, es por eso que en estos organismos asi como en otros urodelos y los
anuros, no existen vasos coronarios en el ventriculo, solo los encontramos en estructuras
como el tronco arterial y bulbus cordis. En los anuros existen dos troncos coronarios que
se originan en el arco carotideo (Ill) (De la Cruz et al 1999), pero en el ajolote no
determinamos su origen, solo pudimos observar un tronco coronario a partir del sitio

donde se ramifica el tronco arterial. Con base a la descripcion de la irrigacion coronaria de
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la literatura en anuros y nuestras observaciones en el ajolote, vemos que es mas profusa
en anuros. Respecto a los apodos se ha. sefialado que los vasos coronarios irmigan gran
parte de las caras dorsal y ventral del tronco arterial, bulbus cordis y ventriculo, su patréon
es muy distinto al de los anuros y urodelos. En el apodo Hypogeophis rostratus, las
coronarias irrigan el ventriculo, primordiaimente su regién ventral, ademas del bulbus
cordis y la parte mas caudal del tronco arterial (apéndice 3), también estos vasos forman
una red en la cara dorsal del corazén y se abren en ambos lados del seno venoso
(Lawson, 1966). Esta diferencia esta relacionada con las caracteristicas del miocardio
ventricular de H. rostratus que es mas compacto y de un nimero mayor de capas
celulares comparandolo con A. mexicanum, los urodelos y anuros. Por esta razén la
imbibicion de sangre oxigenada no es tan eficiente en H. rostratus. Se ha sefialado en la
literatura que la estructura de la pared miocardica y el desarrollo trabecular del ventriculo
es la principal causa de la separacion de los torrentes sanguineos (sistémico y artenal),
que se establece en los atrios y se continua en el ventriculo (Simon, 1958; Johansen y
Hanson, 1968, Jahansen y Burggren1980; Withers,1992). En los apodos debido a la
escasa trabeculacion y o compacto de las paredes ventriculares, 1a separacion se da
mas bien por una trabecula central que tiene su origen en |a pared ventral, muy cerca del
apica, dicha trabecula crece en direccion cefalica (Marcus,1935; Shiling, 1935,
Ramaswami,1944; Lawson,1966.), sin embargo Lawson (1966), refiere que en este caso,
la separacion sanguinea es menos efectiva que la observada en otros ordenes de anfibios

{urodela y anura).

El bulbus cordis es la estructura mas variable en cuanto a complejidad y tamafio
en el corazon de los anfibios y sus caracteristicas internas estan muy relacionadas con el
tipo de respiracion predominante {Johansen y Hanson, 1968, Jahansen y Burggren 1980;

Burggren, 1988; Withers, 1992), sin embargo, en general hay un patrén basico. Es una
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estructura tubular, que tienen dos limites, uno con el ventriculo y otro con el tronco
arterial, en cada uno existe un sistema valvular (sigmoideas proximales y distales) y una
valvula espiral que corre longitudinaimente en su interior; esta constituido de musculo
cardiaco bordeado por endocardio y epicardio. Las variaciones exhibidas en los distintos
grupos de anfibios, son principalmente de tamario y grado de desarrollo en sus sistemas
valvulares. En el ajolote encontramos una discontinuidad de la vaivula espiral del bulbus
cordis con el septum principal del tronco arterial (Figs.14, 26 ), caracteristica que
conjuntamente con la presencia de la comunicacién interatrial (Fig. 8 ) es una
consecuencia de la participacion de respiraciones no pulmonares, aspecto en el que esta.
inmiscuida la neoténia. En el caso de otros organismos neotéicos como Necturus,
presenta una valvula espiral mas reducida que el ajolote, por ser un organismo necténico
abligado (Weichert, 1951). En algunos apodos en los que se ha determinado que la
respiracion cutanea es muy importante, también la vélvula espiral es simplificada (Boas
1882) y en los anuros donde la respiracion pulmonar es predominante, la valvula espiral
esta bien desarroltada y forma un continuo con el septum principal del tronco arterial. El
ejemplo mas demostrativo de la refacion anatomia del bulbus cordis y forma respiratoria
predominante es el descrito por Bruner (1900) en salamandras que carecen de pulmones
(pletodontidos), en estos organismos se ha perdido casi por completo la valvula espiral y

el bulbus cordis es el mas simplificado dentro de los anfibios.

Otro aspecto importante de mencionar es que a diferencia del sistema valvular
atrioventricular, las valvas semilunares si presentan cuerdas tendinosas las cuales fue
posible observarla mediante los estudios histolégicos y de microscopia electrénica. Estas
estructuras insertan dichas valvas a la pared del bulbus cordis, pero no contienen una
matriz de colagena, solo son proyecciones endocardicas (Fig. 22). En estudios realizados

en anfibios solo se muestran en esquemas pero no se ha descrito su constitucion
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histologica, por 1o que no es posible determinar si esta caracteristica es compartida por
todos los anfibios. En e! ajolote existe la misma disposicion de las valvulas semilunares

como los anuros, tres proximales y dos valvuias bictispides distales.

Pensamos que la presencia en el corazon del ajolote de una comunicacion
interatrial y una discontinuidad entre la vélvula espiral del bulbus cordis y el septum
principal del tronco arterial, pueden ser las Unicas repercusiones de la participacién de

respiraciones accesorias y branquial en la que la neoténia esta involucrada directamente.

En cuanto al polo arterial (tronco y arcos aérticos) A. mexicanum ai igual que otros
urodelos y los anuros tiene el tronco arterial dividido por el septum principal en dos
canales, uno derecho pulmocutaneo y uno izquierdo sistemocarotideo. Sin embargo este
plan general no es exhibido en |os apodos, por ejemplo Ramaswami (1944) menciona que
en H. rostratus existe en el tronco arterial un septum espiral, él describe que el tronco
arterial es un tubo simple en su region basal y en la region mas cefalica da origen a dos

grandes canales.

A mexicanum sigue el patron de arcos adrticos propuesto por Lawson (1979)
para las larvas de urodelos: cuatro arcos (Il,,IV,V.VI), el tercero se prolonga cefdlicamente
dando origen a las carotidas, el cuarto y quinto son sistémicos y el sexto da origen a la
arteria pulmocutanea. Entre el par il y el IV existe un segmento que los une que es el
ducto carotideo y entre el V y VI el ducto arterioso (Esquema #3). La porcién ventral del
arco pulmocutaneo no se encuentra en otros organismos como Necturus, pero conserva
la porcién dorsal que es alimentaca por el arco V mediante el ducto arterioso,
caracteristica que Figge (1930) (citado en Weichert, 1951) ha relacionado con la fijacion

definitiva de la neotenia en este organismo. El autor considera que en los organismos
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como Necturus la metamorfosis es imposible, porque dicho proceso biologico tiene como
consecuencia entre otras cosas, la pérdida del ducto arterioso (que en Necturus, esta
implicado en la irigacion sanguinea de la piel y el pulmén) y debido a que carecen de ta
porcion ventral del arco pulmocutaneo, si sufrieran la metamorfosis, perderian las
branquias y ef ducto arterioso y con esto los pulmones y 1a piel quedarian desprovistos del
aporte sanguineo. Es decir el organismo metamorfoseado deberia de prescindir de todos
estos sistemas respiratorios y entonces mantenerse solamente con otras respiraciones
-accesorias como fa bucofaringea, que en los pletodontidos que son los anfibios donde
este tipo respiratorio se considera el mas eficiente, solo aportan un 13% de la
oxigenacion sanguinea total, por lo que si a Necturus se le indujera la metamorfosis, este
sistema respiratorio por si solo seria insuficiente y el organismo moriria. Otro experimento
que apoya la relacién de la pérdida del segmento ventral del arco Vien el establecimiento
definitivo de la neotenia también citado por Weichert (1951), consistié en simular la
condicién de Necturus en Ambystoma tigrinum, que es una especie no neoténica, ligando
el segmento ventral del arco VI, en estas circunstancias no se presento la metamorfosis, a

pesar de que se tratdé de inducirla experimentalmente, mediante hormonas tiroideas.

Basandonos en estos hechos, suponemos que en el ajoiote uno de los factores
involucrados en que responda a ia induccién hormonal para suffir 1a metamorfosis, es la

presencia de la porcién ventral del sexto par de arcos aorticos.

Otro dato interesante visto en nuestros resultados es que el sexto par de arcos
adrticos pasa por las branquias antes de llegar al pulmén (Fig. 36); esta caracteristica
anatomica, significa que en el ajolote aparentemente el pulmon recibe sangre oxigenada
de las branquias, dependiendo que tan bien oxigenada este el agua del medio donde

habitan. El paso del sexto par de arcos aorticos por las branquias, antes de llegar al
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pulmén y a la piel, no se ha observado en especies muy emparentadas con el ajolote
como Ambystoma tigrinum, en el que el arco V| es el tnico de los arcos aorticos que no
tiene ninguna relacion con fas branquias, sino que éste solamente alimenta la piel y el
pulmon, Los anuros solo poseen tres pares de arcos aorticos durante la etapa adulta el il
IV y VI. El quinto se pierde durante la metamorfosis al igual que los ductos carotideo y
arterioso. En el caso de los apodos solo existe un arco sistémico-pulmonar y dos

carctidas comunes.

Respecto al pulmén, en A. mexicanum al igual que en todos los anfibios, no
presenta lobulaciones, encontramos que frecuentemente los pulmones derecho e
izquierdo son diferentes en cuanto al tamario (Fig. 29), se descarta que éste sea un
suceso patolégico, pues esta situacion se presentd en todos los organismos sacrificados y
no se ha descritc una patologia de este tipo. Tampoco observamos una constante
respecto a cual de los pulmones era el de mayor o menor tamario, para pensar que fuera
una caracteristica de la especie como sucede en las cecilias las cuales tienen el pulmon
izquierdo solo de forma vestigial. En éstos la presencia de un pulmén izquierdo reducido
esta asociada con la forma del cuerpo de un cilindro delgado y alargado (Lawson, 1979

b). El resto de los anfibios poseen pulmones pareados y de talla similar.

Los pulmones del ajolote son de buen tamario y ocupan aproximadamente 1/3 de
la longitud tota! del cuerpo, tienen una organizacion interna compleja, esto lo pudimos
apreciar desde el exterior, cuando inyectamos la gelatina pigmentada, ya que apreciamos
un mosaico de colores pardos (Fig. 29), que no es ofra cosa que la masa penetrando a
compartimentos de distinto calibre, es decir existe una compartimentalizacion jerarquizada
en su interior. Este érgano cuenta con estructuras extra pulmonares muy simplificadas,

esto tal vez debido a que no existe cartilago como estructura de sostén lo que limita su
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tamafio, pues de ser muy grandes podria producirse su colapso, el principal sostén esta
dado por tejido conectivo denso. El pulmon presenta en la mayor parte de su longitud
estructuras respiratorias, los compartimentos rodeados en su luz totalmente por capilares
no pueden ser otra cosa que alvéolos (Fig. 33), que no estan organizados en sacos
alveolares, con las técnicas empleadas no pudimos distinguir el grosor de la barrera
alveolo endotelial. Encontramos que la organizacion del pulmén del ajolote es més
compleja aun que en el caso de los anuros y es muy contrastable con otros organismos
neoténicos como Necturus en donde las paredes de los puimones son practicamente lisas
(Lawson, 1979 b). Nuestros resuitados difieren de los estudios realizados en esta misma
especie por Czopek (1957) que muestran solo mediante un esquema el pulmén del ajolote
como una estructura sacular con escasas invaginaciones. El trabajo carece de material
fotografico, quiza sus resultados se deban a que la especie del organismo con el que
trabajé no fue identificada adecuadamente y no se trate de la misma especie o bien sea
un hibrido, caso comun en ambystomatidos (Smith 1989) o posiblemente el hecho, que el
organismo permanezca bajo condiciones de laboratorio y oxigenacion constante haya
repercutido en la degeneracién de sus pulmones, ya que éste es un organo usado para la
respiracion aérea y si existe una buena oxigenacion en el agua, la respiracion se realiza
principalmente por las branquias lo que pudiera provocar una atrofia de los pulmones
debido a falta de actividad. Nuestros organismos provienen de la facuitad de estudios
superiores |ztacala donde se les mantiene en agua reposada libre de aeracién artificial,
por lo que deben ejercitar mayormente la actividad respiratoria de los pulmones; al
respecto Garber (1930), plantea que los ajolotes tienen la capacidad de adecuar y
eficientizar sus modos respiratorios de forma diferencial, de acuerdo a sus requerimientos
fisiologico y al medio donde habitan, es por eso que pueden encontrarse distintos
resultados en cuanto a la morfologia puimonar, dependiendo del medio y las condiciones

donde se mantenga a los organismos.
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Otro aspecto importante a discutir es la posible presencia de sustancias tenso
activas (surfactantes) secretadas por el epitelio del bronquio y el bronquiolo, las tinciones
realizadas en los cortes de pulmén, nos indican la presencia de lipoproteinas (luxol
positivas) y glucoproteinas (Pass positivas) (Fig. 32). No se encontrd reaccion positiva a
estas tinciones en las paredes alveolares, tal vez porque no existen las sustancias, el tipo
de tincidon no es especifica para sus propiedades o el tipo de fijacion y / o deshidratacion
las haya lavado. Existe la posibilidad de que en el ajolote, al igual que en los vertebrados
superiores, solo las lipoproteinas sean surfactantes, y las glucoproteinas tengan otra
funcién, o bien que ambas tengan funcion surfactante ya que este aspecto debe
abordarse mediante otra metodologia. Cuando un organismo pasa de una respiracion
branquial a una pulmonar, como los peces pulmonados o e mismo ajolote, el surfactante
puede ser importante para evitar el colapso de las estructuras respiratorias cuando el
agua interna se desplaza por aire al respirar por pulmones. El caso es similar al que
ocurre en los recién nacidos, en ellos, antes del nacimiento, los pulmones se encuentran
lienos de liquido amnidtico, el cual es sustituido por aire en el momento del nacimiento, si
no existieran las sustancias surfactantes, podrian colapsarse las estructuras respiratorias

(Avery et al 1973).

Pareciera que existe una discordancia con los resultados obtenidos en corazén con
los de pulmon, ya que hemos justificado la reduccion de estructuras auxiliares en ia
separacion sanguinea con la predominancia de respiraciones no pulmonares que es la
tendencia general en Ia literatura, nuestra siguiente pregunta seria, ¢ Por qué no existe un
buen desarrollo de las estructuras involucradas en la separacidn sanguinea, que a su vez
esta relacionada con la predominancia de las respiraciones accesorias, si existe un

pulmén bien desarrollado?. Es dificil pensar que en el ajolote los puimones no sean
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funcionales, aunque un estudio morfolégico no es una prueba tajante de que io sean. Una
posible explicacion seria, que ain no ha pasado un tiempo evolutivo suficiente para que
se presenten cambios muy drasticos a nivel pulmonar, atrofia o desarrollo incompleto.
Una segunda explicacién y la més congruente es que el pulmén no ha sufrido cambios
muy drasticos debido a que el ajolote, bajo ciertas circunstancias respira por putmones,
pues su habitat son los lagos de Xochimilco que son cuerpos de agua lenticos con
concentraciones muy bajas de oxigeno, debido a la gran cantidad de materia organica que
existe en ellos, cuya combustion consume grandes cantidades de oxigeno Yy esta
concentracién varia durante las diferentes estaciones del afio (Duhon, 1996). La
respiracién branquial y cutanea se presenta durante su estancia en el agua y predomina
cuando hay una buena oxigenacién de! agua, durante este lapso el mismo pulmén es
oxigenado por las branquias como otro érgano mas ya que el arco pulmocutaneo pasa por

ellas antes de llagar al pulmon y a la piel.

La administracion de la respiracion pulmonar y no pulmonar del ajolote la
podemos ilustrar con los peces pulmonados. Protopterus aethiopicus y Lepidoseren
paradoxa {Lenfant y Joahansen, 1968) son incapaces de vivir solamente con el oxigeno
del agua, respirado solo por las branquias y piel, ellos necesitan tomar el oxigeno del aire
a través de los pulmones, esta respiracion es tan importante que incluse durante la
estivacion, cuando los cuerpos de agua se secan, pueden pasar un par de meses al aiio
fuera dei agua. (Johansen y Hanson, 1968). Por el contrario, la respiracion de
Neoceratodus es predominantemente branquial y la pulmonar es minima, ya que los
cuerpos de agua que habita son ricos en oxigeno y sus pulmones son poco organizados
(Johansen y Hanson, 1968). En el ajolote existe un mecanismo similar al encontrado en
Protopterus y Lepidoseren, ya que éstos también habitan en aguas poco oxigenadas y

con una oscilacién muy fuerte en cuanto a contenido de oxigeno, con la diferencia que
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estos Dipnos, tienen un pulmon mas desarrollado, y no tienen branquias extemas ni su
piel constituye un érgano respiratorio tan importante como en el ajolote, estas
caracteristicas les permiten vivir tiempos prolongados en la superficie a estos peces (en el

apéndice 5 se muestra un corazéon de pez pulmonado).

Las deducciones de caracter fisiologico derivadas en este trabajo puramente
morfoldgico, son una integracion morfofuncional, pues aunque la morfologia la mayoria de
las veces sugiere funcién, se necesita de estudios experimentales complementarios que
las confirmen.

Debido al caracter puramente morfolégico de este estudio, han quedado poco
explicados ciertos aspectos Yy abiertos para abordarse desde otra perspectiva y
metodologia, tal es el caso de los mecanismos de separacién sanguinea, el grado de

funcionalidad del pulmén y los resuitados obtenidos con los estudio de video.
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CONCLUSIONES

o El corazén de A. mexicanum, presenta el plan fundamental de un anfibio
representativo de la clase (anuro). un corazon tricavitario, con seno venoso
persistente, un bulbus cordis como camara accesoria, el cual consta de 2 sistemas.
valvulares semilunares (proximal y distal) y una valvula espiral. En cuanto al polo
arteria, éste muestra dos canales principales, la organizacion de los arcos aorticos es
la de una larva de urodelos, pero con la peculiaridad de que el arco VI pasa por las
branquias antes de liegar a la piel y pulmones. Los pulmones estan bien
desarrollados, son altamente compartimentalizados y vascularizados y presentan gran

cantidad de estructuras respiratorias en toda su extension.

o Llas diferencias principales con los anuros (grupo vivo mas representativo de la clase)
son: la comunicacion interatrial, la faita de cuerdas tendinosas en el sistema valvular
atrioventricutar, |a falta de un arreglo en grupos de las trabeculas , 1a muesca entre la
valvula espiral y el septum principal del tronco arterial y que en el ajolote existen 4
pares de arcos adrticos con ducto arterioso y ducto carotideo persistente. El ajolote
en comparacion con otros organismos neoteénicos como Necturus y otros que carecen
de pulmones (pletodontidos) presenta una atrofia o falta de desarrolio minimo de las

estructuras auxiliares en la separacion sanguinea.
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o Tomando en cuenta los argumentos citados y los resultados obtenido, podemos
plantear que la importancia de las re'spiraciones no pulmonares en conjunto con la
pulmonar son las mas posibles causantes de la comunicacién interatriatl y la
discontinuidad de la valvula espiral y el septum principal ya que esto involucra que en
ambos lados del corazén exista sangre oxigenada. La neoténia tiene un papel
importante en esto ya que involucra la retencion de las branquias y un estilo de vida

acuatico: también es la responsable del arreglo de arcos adrticos de este organismo.
o E! pulmén puede funcionar cuando la concentracion de oxigeno baja draméticamente:

en el agua con repetidas excursiones-a la superficie o simplemente complementando

a las respiraciones no pulmonares que operan principalmente bajo el agua.
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Frgura 6. Fotogratia de corazon de aolote fijado por pertsusion en vista veatral. S V= seno venoso,
V= ventriculu. A= alrio. BC= bulbus cordis. T, T= ria derecha e igguicrda del ironco arterial,
Co = vaso corenan, La Mecha seiala ¢l probable origen del vaso coronario, La barra representa

L.




Figura. 7. Fotograiia de vista ventral de coraon de caddver conservado por congelaciin olote v fijado en
tarmel, SV =seno venoso, A = atrno, Vo= ventriculo, BC = bulbus cordis, T= tronco artenal (Co = vasos
coronarios, 1L IV, V, VI = arcos adrigos.




Figura. 8. Diseccion de L region ventral del atrio izgquicrdo. La flecha seiala la comunicacion en ¢l septum
mteratriad (STA), Se coloco un cabello en ¢l ordicio are ventricular derecho que se puede apreciar por
transparencti. ELsepum esta teiido conazul de metileno. La barra representa Linm,
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Figura. Y. Fotogralia de corazdn en vista ventral con diseecion en ¢l atrio izquicedo (A1, ¢f seplum interatrizl
{SIA) esta tefiido con azal de metleno, Se colucaron un cabello en cada tracto de entrada, los cuales estan
separiados por el STA. La comunicacion mterarial es evidencia por una flecha, Vo= ventriculo, BC = bulbus
cordis T= tronco arterial, L barra representa L,
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Fig. 10, Fotogralfa discceion longnudinal a nivel del piso vavular sirioventricula, visto cefalicamente. El
sepum interatrial (S1-A) se encuentra tefiido con azul de metileno. VAV-1.2 = valvas atrio ventriculares.
OAVD = orificio auto ventricular derecho, OAVI = orilicio atrio ventricular izquierdo. La barra representa
Imm.




Figura. 11. Fotografia de regidn atrial visia dorsalimente. SY = seno venoso, AD= atrio derecho, Al= atrio
izyuierdo VP, VP'= venas pulmonares, SVP = seno de las venas pulmonares. La barra representa 1 num.




Figura .12, Fotogratia de discecion longitudinal de la cara izquierda Jel ventriculo (V). En su cavidad
ubservamos las trabeculas (cabezas de tlechas) teftidas con azul de menleno. VA-VE2 = valvas de la vilvula
atrivventricular, £.2.3 = valvas dela valvola semilunar proximal tenidas con azul de meuleno. Ly barry
representa | mm.




Figura. 13, Fotogradia de vista ventral de diseecién Jongitudinat de ventriculo (V), bulbus cordis (Be) y tronco
arterial (T, con tincidn de azul de metileno, VA-V = viilvula atrioventricular, VSP = vilvula semilunar
proximad. VEBC = vilvula espiral del bulbus cordis, VSD= viillvulas senulunares distales, SPT = septum
principal del tronco arterial. Li barra representa 1nnm,




Figura. 14, Fotografia de diseccion longitudinal de troneo arterial (T) y bulbus cordis (BC). Vista ventral.
SBV = surco bulbo venricular C1, C2 = canales derecho ¢ iaguierdo del tronco, en los gue se inserto un
cubello con L finalidad de hacerlos evidentes. La barra representa Lo,




Figura. 15. Fotografia digital de corte sagital de seno venoso tefiido por 1a técnica tricromica de Masson. En
“A” tenremos al seno venoso (SV) como se relaciona con el atrio derecho (AD), 208X, “IB¥ es un
acercamiento (835X) de la pared del seno venoso del mismo corte. SIA = septum interatrial, En = endocardio,
Mp = miscules papilares, Mi = miocardio.

Figura. 16. Fotografia digital de corte sagital de la regién atrial (A) teflido mediante la técnica de Masson,
83.5 X. “B” es un acercamiento del septum imteratrial, 835X. Al = atrio izquierdo, SIA= septum interatrial,
MP = miisculos papilares, AD = atrio derecho, En = erdecardio, Mi =miocardio.
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Fig. 17. Fotografia digital de corte sagital de! tracto de entrada veniricular, teflida con la técnica tricromica de
Masson. A = atries, VAV-1,2 = valvas de la valvula strioventricular. 83.5 X.
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Figura. 18. Fotografia digital de corte sagital de vertriculo tefiido con la técnica de Masson, 417.5X. P=
pared ventricular, E = epicardio, CS = células sanguineas.
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Figura.19. Fotografia digital de corte sagital de la regién bulbo ventricular tedida con la técnica de Mascon,
donde se puede apreciar la unién bulboventricular (dentro un circulo). V= ventriculo, BC= bulbus cordis, VSP=
vilvula semilunar proximal.
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Fgura 20. Fotografia Digital de corte sagital de la pared del bulbus cordis teflida con la técnica de Masson. EN= endocardio,
EP= epicardio, M= miocardio, 1.~ Estarto oblicuo, 2.- Estrato horizontal.

Figura. 21. Fotografia digital de corte sagital del. bulbus cordis tefiidos por la técnica de Masson(A), 83.5X.
“B” es un ecercamicnto de 1a valvula espiral 417X, VSP= vilvalas semilunares proximales, VE= vilvula
espiral, VSD= vilvala semilunar distal, Me= mesenquima, En= endocardio.
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Figura. 22 Folografia igital de corte eagital tefiido por la técnica de Masson de las valvulas semolunares distales.417.5X (A)y
proximales 40X ([). La flecha sefisla una cuerda tendinosa, 833X
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sagitales a 83.5X y 208.75X respectivamente y C es un corte transversal a 208.75X.

Figura. 23. Fotografia digital de cortes de tronco arterial teflidos con la técnica de Masson. A y B, son cortes
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Figura. 24, Microlotegratia eleciromes de barrdo de el pise valvulie atrie vemncular visto
celaheamente. Las echas sealan los purtos de mseraion del seplum interatrial. Ea barra representa
S pucrometros.
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Figura. 25. Microfotografia electrénica de barrido de las valvas de la vélvula semilunar proximal (A)
y de las valvulas semilunares distales. Las llechas indican la presencia de cuerdas tendinosas. La
harri representa 500 micrometros,




Figura,26.- Microlotogratia clectronica de barrido de la vidvaly espirad det bulbus cordis 15X,




Fig.27, Macrofotogralia clecirénica due barrido del arreglo trabecular en la cavidad ventricular. 50X,
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Fig. 28. Fotografia tomada de videofilmacion in vivo del corazdn en vista ventral, C1= canal derechio,C2=canal
izquierdo. 15X,
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Figura. 29. Fotogratfa de vista dorsal de pulmones. P = pulmon, AD= aorta dorsal. la barra representa lem,




Flech Qe Reet 40 - Pt pofeenat

Figmn30,disecciénventraldeajo!o‘wdemcientemume,!ahamwpmema 1cm.

74




Tlpcin Ry Tt 1. - Teets psfested.

Figura.31.- Fotografia digital de corte sagital de Bronquio de pulmén teflido con la técrica de

hematoxiling y eosina. 208.75X
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Figura. 32. Fotografla digital de Cortes sagitales de
tinciones positivas .A= azul de alciano, B = Luxol fast
blue, C. Pass. Las flechas indican las células con
reaccién positiva. 835 X,
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Figura 33. Fotografia digital de corte sagital de alveolo de pulmén de ajolote tefiido con la
técnica de hematoxilina eosina. 400X

Fig.34. Fotografia digital de corte transversal de pulmén en su nivel medio, tefiido con la técnica de
Lxol Fast Blue, en un circulo estdn encerrados dos grandes vasos.
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Figura, 35, Microfotogratia electronica de barride, de cilios de células de epitelio bronguiolar. La barra
representa 10 nuerometros.
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Figura. 36. Microfotografia electrénica de barrido que muestra exocitosis de cetulas del epitelio bronquiolar
{flechas) de pulmén. La barra representa 10 micrometros.
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Figura.37. Fotogralia de corazdn de ajolote inyectado con la masa de Milton y Charles. Vista
ventral. Ill, IV, V, Vison los arcos adrticos cormespondientes. La barra representa | em.
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Figura 38, Fotografia de vista lateral de pulmon (P) y corazdn de gjolote, AD = Aorta dotsal, VP= venas
pulmonares, AP = arteria pulmonar, Al'= atrio izquicrdo.
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APENDICES
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APENDICE —-1-

TECNICA EMPLEADA PARA CIRUGIA EN EL CORAZON DE

AJOLOTE

EQUIRPO:

o Tijeras de diseccion curvas.

o Tijeras para iris (Vannas).

o Charota de diseccion (con cama de parafina en el fondo).
o Bisturi numero 11.

o Microscopio de diseccion.

o Pinzas de relojero #15 (2).

o Alfileres.

o Pipetas Pasteur

o Cable de cobre “magneto”

REACTIVOS:

o Medio de operacion para urodelos
o Solucién salina {Holfreter)

o Benzocaina en polvo

o Alcohol etilico 86%

o Agua destilada
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o Agua (H2Q) libre de cloro
o Cloruro de sodio (NaCl)
o Cloruro de potasio (KCI)
o Cloruro de caicio (CaCi2)

o Bicarbonato de sodio (NHCHO3)

SOLUCIONES:

Solucién stock para urodelos (Rugs, 1962):
Agua corriente libre de cloro....................c.c..eoe 2 T itrO
NBCL .. oo e e e ere e v enee e ee T G

CACI2. o e e e 0. 02200

Medio de operacion para urodelos (Rugs, 1962) :

Solucion stock para urodelos................c.....eo.oe.. ... 2 PAIES

Agua corriente libre de cloro................cc.coooce T parte
Solucidn Holfreter (Rugs, 1962):

NBCL.. oo oo e ereeee o035

Koot e 2.0.005F

CaCI e 2000100
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NaHCO3..... ... 0002 gr

Aguadestitada................. ... 00mI

(+) Anestésico :

1.-Diluir 6.0 gramos de benzocaina en una cantidad minima de etanol al 96% (5 mililitros
aproximadamente).
2.-Llevarla a un volumen final de 100 ml.

3.-Agitar fuertemente, de ser posible usar agitador y mosca.

{+) El anestésico tiende a precipitar poco tiempo después de preparase, por lo tanto es muy

importante preparar sélo la cantidad necesaria y usarla en un lapso no mayor a 3 horas.

PROCEDIMIENTO:

< Tomar el espécimen, colocarlo en la charola de diseccion con cama de parafina llena
de medio de operacion para urodelos y anestesiarlo. A pesar de que la concentracion
indicada en la literatura es de 0.6% para un ajolote adulto, nosotros recomendamos
mejor usar la solucion concentrada que ya especificamos como preparar y agregar a
gotas hasta que el ajolote esté bien anestesiado; esto porque la resistencia de los
organismos al anestésico es variable dependiendo de la temperatura ambiente y su
talia corporal.

< Una vez anestesiado el organismo, fijarlo con alfileres a la charola por las
extremidades anteriores y posteriores asi como de la aleta caudal.

< Realizar una incisién con el bisturi, en la region media ventral, justo en la region que

esta flanqueada por las branquias hasta la region media abdominal, retirar la piel,
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musculo y escapulas con tijeras hasta encontrar el pericardio, que tiene una
apariencia brillosa y es de color gris a verde oscuro y moteado, este saco pericardico
hay que jalario con las pinzas de relojero antes de cortar, con cuidado ya que dentro
esta el corazén, recomendamos hacer los cortes con las tijeras para irs; retirar
completamente el pericardio detenerlo en los extremos con alambres y alfileres junto
con los otros tejidos. La diseccion se puede prolongar mas cefalicamente para
descubrir los arcos aérticos, asi et corazén se puede filmar, inyectar con la masa de
Milton y Charles o cualquier otra manipulacion que requiera realizarse /n vivo a
corazén abierto.

< Fijar el corazén por perfusion ya que al ser un 6rgano que cuenta con camaras huecas
y que ademas estan llenas de sangre, puede ocasionar muchos problemas a [a hora
de realizar cortes histoloégicos, micro disecciones o microscopia electronica.
Recomendamos inyectar via seno venoso o ventriculo, primeramente la solucion
salina Holfreter o ringer para anfibios y luego el fijador por la misma via. Después de
forma extemna a todo el organismo para fijarlo.

Nota: en caso de que exista la necesidad de que el organismo sobreviva, toda la cirugia debe realizarse en

condiciones de asepsia, suturar y tratar el espécimen con antibidticos como la estreptomicina o la penicilina y

mantenerlo en medio de crecimiento que se prepara usando dos partes de la solucidn stock para urodelos y

cuatro de agua corriente libre de cloro, el organismo se mantiene en esta solucion hasta que cicatrice Ia

herida.
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APENDICE -2-

TECRICA DE MILTON Y CHARLES MODIFICADA PARA INVECCION

CARDIO VASCULAR DE EL CORAZON DE AJOLOTE.

La técnica utilizada para el sistema vascular del ajoiote fue una adecuacion de la
solucion “Monastral red + borosperse” referida por Miiton y Charles (1971). La técnica

equipo y reactivos utilizados en el estudio fueron los siguientes:
EQUIPO:

o Catéter o sonda para nino.

o Jeringa hipodérmica de uso clinico de 10ml.
o Vasos de precipitado (50 y 25mi).

o Agitadores.

o Balanza analitica.

o Pipeta graduada.

o Probeta graduada (10, 50, 100 ,ml).

o Equipo para cirugia del apéndice “I.
REACTIVOS:

o Agua destilada (H20)
o loduro de potasio (Kl)

o Fosfato bibasico de sodio (Na2HPO4).

87




Maguca Toons Wigued o - "ess trajemonal

o Fosfato monobasico de sodio (NaH2PO4).
e QOctanol (CH3COHH (CH2)5CH3).

o Fenol (liquido) (CEH50H).

o (elatina (para microbiclogia).

o Tinta china negra (Staford).

o Formalina 15% (formaldehido diluido en PBS 1X)

SOLUCIONES:

Soluciones de fosfato bibasico y monobasico de sodio 1mi.

Se prepara tomando en cuenta los siguientes consideraciones: el peso molecular del

fosfato bibasico y monobasico es de 142.0 gr/mol y 137.99 gr/mol, es decir agregar 142

gr. De fosfato bibasico y 137 de fosfato monobasico por cada litro de agua

respectivamente. El pH final debe serde 7.1-7.4.

Solucién de octanol ; fenol:

CH3OH(CH2)5CHS.........cciie 40m|
CBHS0OH. ... 60ml

Formol 15% diluido en PBS 1x (formalina)
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PROCEDIMIENTO:

< Agregar los reactivos en las siguientes proporciones en el siguiente orden y agitar con

una varilla de vidrio hasta su dilucion total antes de agregar el siguiente.

Aguadestiiada...................cocv e 2. 30 ML
GelatiNg.......cooee et e e e e ene - 13 T
loduro de potasio................c e veeeese et e e reenee e 13 GF
Fosfato monobasico de sodio (1 mM)............ccccovvr v 13 Ml
‘Fosfato bibasico de $0dio (1 MM)..........cocoeereeeeces oo 3L
Mezcla de octanol-fenol (40:60).............ccoco i cenene 0, . 0.3mIL
TiNta China ... e e e 1T ML

*E| volumen total de esta masa tiene que ser de 55 ml aproximadamente, su coloracién
tiene que ser amarilla cristalina debe ser transiucida y viscosa, esto para obtener mejores

resultados.

< Al momento de usar agregar a la masa formalina al 15% en proporcion 9 :1 (masa :
formalina), esta gelatiniza rapidamente (aprox. 5 minutos despues de agregar el
formol) por lo que el proceso tiene que realizarse lo mas rapido posible. Si se requiere
que ia masa llegue a vasos muy pequefios e invada gran parte de los organos asi
como un tiempo de gelatinizacién mayor y una mayor fluidez se recomienda una

dilucion 1:1 de la masa con PBS (1X), antes de agregar la formalina.
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PROCEDINIECNTOS

& Anestesiar y realizar cirugia como se especifica en ¢l apéndice "1"

& Lavar intemamente el corazén inyectando ringer para anfibios con la ayuda ds la
jeringa hipodérmica y fa sonda por via ventricular (ver apéndice "1%), hasta eliminar
toda la sangre del interior del corazén.

& Cargar rapidamente Ja jeringa hipodérmica con la masa ya con formalina, conectarla a
una sonda @ inyactar en la zona ds! ventriculo, regulando la presién con el émbolo (12
via no aes exclusivamenta ventricular ésta puede variar dependiendo la zona de

interés, la inyeccién puade ser por el s8no venoso, atrio, ventriculo o bulbus cordis).

Despuss de inyectar ta masa, las contraccionss cardiacas la impulsaran por el sistermna
vascular, la variacién de la concentracién de la formalina, el octano! - fenol, y 1a dilucién
de la masa, nos da un amplia gama de tiempos de gelatinizacion y tamafio de vasos que

puede invadir la masa asi como la consistencia final.

& Finalmente lavar ¢l cadéver con agua comiente dospuss de la gelatinizacién de la
masa y fijaro con formatina 3.5%, por dos horas minimo. Al iniciar el seguimiento de
los vasos, el cadaver se mantiensn en agua para evitar la desecacion. La diseccion
se puede llevar acabo con equipo para cirugia, el equipo a usar depandera de el

tamafio de los vasos a seguir.

Nota: la mezcla sin pigmento y sin formalina, puede almacenarse por un par de meses a temperatura

ambiente sin disminuir su eficacia.
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APERDICE-3-

CORAZON DEL APQDO Hypogeophys rostratus {de Lawson 1966).

c.t.b

r.Cjug. v. ™

0.Ca. Vv,

ca.v.= venas coronarias, con.= bulbus cordis, ¢.1.b.= tejido conectivo que conecta el atrio y el tronco arterial,
c.t.p.= uniones posteriores de tejido conectivo, .a.= atrio izquierdo, r.a.=atrio derecho, l.c.jug.v.= vena
yugular comiin izquierda, r.c.jug. v.= vena yugular comun izquierda, L.r.c.=arterias carotideas comunes,
derecha e izquierda, o.ca.v.= apertura de las venas coronarias en ¢l seno venoso, p= pericardio, p.att= puntos
de adherencia entre ¢l corazén y el pericardio, p.v.c.= vena cava posterior, §.v.p.= S¢no venoso principat,
S.V.S.= Seno Venoso sinistra, tru = tronco. ve= ventriculo, v.re.=,vena renal.
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APENDICE-4-

CORAZON DE ANURO “Rana catesbiana” ( Holmes, 1976)
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APENDICE-5-

ONADO(Protopterus) { de Holmes 1976)

»
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ESQUEMAS
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ESQUEMA -1-

REPRESENTACION DEL CORAZON DE AJOLOTE

., OSA

A=atrio, V= ventriculo, BC= bulbus cordis, T= tronco arterial, SP= septum principat SIA= septum interatrial, OSA=
orificio senoatrial , OSVP= entrada del seno de las venas pulmonares, OAV= orificio atrio ventricular, SV=seno
venoso, 1,2,3 = valvas de valvula semilunar proximal, VE = vélvula espiral, 1, 1°,2,2'= valvas de valvulas scmilunares
distales, LII, 1II,IV= arcos adrticos correspondientes.
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ESQUEMA -2-

DIGRAMA GENERAL DE CIRCULACION EN BL AJOLOTE

AORTA DORSAL [ l

T Hﬂmkﬁis I i l\“

A LA PIEL
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AN Py

I BULBUS
CORDIS
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/ SANGRE DE RESPIRACION CUTANEA
SANGRE SISTEMICA

V\
"N SANGRE DE RESPIRACIONES ACSESORIAS
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ESQUEMA -3~

DISPOSICION DE ARCOS ACRTICOS, CORAZON Y PULMON DEL

AJOLOTE

DC= Ducto corotideo. DA = Ducto arterioso, AD =Aorta dorsal, VP = Venas puimonares, AP = Arteria pulmonar, VP = Vena pulmonar,
AV = Aorta ventral. I, IV, V. VI son los arcos adrticos respectivos.
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