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RESUMEN

La glandula adrenal es un érgano endocrino constituido por dos tejidos, esteroidogénico y
cromafin, distintos tanto en su origen embriolégico como por su histologia y fisiologia, que
se asocian en la mayor parte de los vertebrados para formar un 6rgano complejo. En los
diferentes grupos de vertebrados la compactacion e interrelacion de estos dos tejidos y su
distribucion con relacién al sistema renal son datos clave para entender su funcién y para
definir su posicion filogenética.

Partiendo de una investigacion documental respecto a las adrenales de anfibios en
especial de urodelos, se establecieron las bases para realizar el presente trabajo, que
tuvo como objetivo analizar las diferencias morfolégicas de los tejidos esteroidogénico y
cromafin, los cuales participan en la respuesta al estrés, entre tres especies neoténicas
del género Ambystoma que habitan en diferentes ambientes.

La anatomia e histologia de la glandula adrenal de Ambystoma dumerilii, A. mexicanum y
A. velasci concuerda en lo general con lo descrito para otros urodelos; pero, nos
enfocamos a tratar de responder la pregunta, ¢existen diferencias claras entre las
adrenales de estas especies?, considerando que Ambystoma dumerili es neoténico
obligado y jamas presenta metamorfosis; Ambystoma mexicanum a pesar de ser
neoténico obligado, experimentalmente puede transformarse en una salamandra viable; y
Ambystoma velasci presenta metamorfosis de acuerdo a los cambios medio ambientales.
Ademas de tener en cuenta la perturbacion que existe actualmente en los cuerpos de
agua que habitan.

Se utilizaron cinco ejemplares machos adultos de cada especie, se anestesiaron y
sacrificaron, se hizo una comparacion anatomica e histoldgica de las glandulas adrenales
de los tres especies (n=5) utilizando una técnica general (Hematoxilina-Eosina) y dos
especificas para evidenciar los tejidos que las conforman (Sudan IV y Llombart). Se
tomaron datos morfométricos de los dos tejidos y a los resultados se les aplicé la prueba
estadistica de Kruscal-Wallis (p<0.05).

Se encontraron diferencias en la abundancia y tamafio de los islotes adrenales, la
proporcion y tamafio de las células esteroidogénicas y cromafines que forman cada islote,
asi como en el grado de asociacion de los dos tejidos. A. velasci presentd la distribucion
mas regular de los islotes, las células mas pequefias; la mayor asociacién entre los dos
tejidos, lo que sugiere una respuesta mas eficiente al estrés que concuerda con su
condicion de neoténico facultativo y capacidad de explotar los dos ambientes. Las
especies que no experimentan metamorfosis en su habitat natural como A. dumerilii y A.
mexicanum tienen significativamente mas desarrollados ambos tejidos, lo cual sugiere
una hiperreaccion al estrés. Ambystoma mexicanum presentdé las células
esteroidogénicas y cromafines mas grandes y abundantes. Ambystoma dumerilii present6
los islotes mas grandes, ademas de tejido cromafin extraadrenal y gran densidad de
neuronas simpaticas, esto puede relacionarse también con la necesidad de hacer ajustes
vasopresores en su habitat de aguas profundas.

De acuerdo con lo anterior se sugiere la posibilidad que en el nivel interespecifico las
diferencias entre las caracteristicas de la glandula del género Ambystoma atiendan, en
gran parte, a una respuesta frente al estrés ambiental.



INTRODUCCION

En México estan representados el 33% de las familias de anfibios del mundo, el 11% de los
géneros y el 8% de las especies; destacando el grupo de las salamandras con el 26% de las
especies a nivel mundial. Los anfibios tienen gran importancia en los ecosistemas,
fundamentalmente en las cadenas de alimentacién, ya que ademas de mantener estables otras
poblaciones de especies de las que se alimentan, a su vez son depredados por otros animales.
Existen también especies importantes que son recursos naturales para el hombre, ya que en
nuestro pais se capturan y se aprovechan 10 especies de anfibios; 4 salamandras, 1 sapoy 5
ranas (Cendrero, 1972; Flores, 1993).

En 1984 Casas-Andréu informa que en nuestro pais existen unas 67 especies de anfibios entre
las que se encuentran en mayor peligro de desaparecer 5 especies de ajolotes que viven
exclusivamente en las lagunas de eje neovolcanico transversal de México, Ambystoma taylori de
Alchichica, Ambystoma lermaense de Lerma, Ambystoma mexicanum de Xochimilco, Ambystoma
velasci, de Zumpango y Ambystoma dumerilii de Patzcuaro. A estas especies se les considera en
peligro de extincion, ya que el grado de destruccion que se esta ocasionando al ambiente las pone
en una situacién dificil de sobrevivencia. Sin embargo, no fue hasta 1989 que el estudio de la
ecologia de los anfibios recibié gran atencion, resultado de las conversaciones casuales en el
Primer Congreso Mundial de Herpetologia realizado en Inglaterra, en donde se habl6 por primera
vez de la declinacion global de los anfibios. La hipétesis central de la declinacion global de las
poblaciones de anfibios se fundamentan en que son susceptibles a cambios ambientales, debido
a que tienen piel permeable que los hace vulnerables a la contaminacién quimica y radiacién; por
otro lado el estilo de vida de la mayoria de éstas especies requiere de dos tipos de habitat, el
acudatico y el terrestre, pero al verse afectados por el crecimiento de las poblaciones humanas, la
introduccidn de nuevas especies y el desecho de sustancias a los cuerpos de agua entre otros, se
reduce significativamente la disponibilidad de espacio y de recursos alimentarios para estos
organismos (Stebbins y Cohen, 1995; Halliday, 2002).

Para febrero de 1990 el Consejo Nacional de Investigacion en Biologia de Estados Unidos de
América realiz6 un trabajo tratando de encontrar las causas de la declinaciéon global de las
poblaciones de anfibios. Ellos encontraron que en muchas partes del mundo, existe una
verdadera declinacién con posibilidades de llegar a un punto de extincién, debido a la destrucciéon
del habitat y a la degradacion general del ambiente (Cendrero, 1972; Montafio, 1995).

Las salamandras estan distribuidas en todas las regiones templadas y tropicales del mundo, sobre
todo en la zona neértica la cual penetra en México a través de su frontera norte entre las dos
Sierras Madres y se extiende en direccion sur, hasta encontrar la Cadena Volcanica Transversal.
La mayoria de las especies de los géneros Ambystoma habitan normalmente en las aguas
estancadas (charcos, pantanos, canales de riego) y orillas de los rios con poca corriente. Se sabe

que algunas especies que pertenecen al género Ambystoma son habitantes de cuerpos Iéticos,
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llevando a cabo su reproduccién en invierno o primavera, aunque el ciclo reproductor puede estar
desfasado en ciertas especies a lo largo de afio (Cendero, 1972; Montafio, 1995).

Las primeras descripciones impresas sobre ajolotes, aparecen en los trabajos de Ximenes en
1615 y Nieremberg en (1635) basados en los trabajos de Hernandez en (1548). Desde Aristoteles
la clasificacion de las salamandras y demas anfibios comenzé con la inclusion de este grupo con
los reptiles, basados en caracteristicas externas. Pero el naturalista John Ray (1963), considero a
los anfibios como organismos de sangre fria, un corazén con dos auriculas y un ventriculo. Sin
embargo fue muy significativo el evento de la metamorfosis para la clasificacion y separacién del
grupo de los anfibios (Adler, 2003).

Actualmente la clase anfibia incluye tres ordenes: Urodela (caudata) con 10 familias (470 spp);
anura, con 29 familias (4,380 spp) y Gymnophiona, con 5 familias (170 spp) (Halliday, 2002).

El orden de los urodelos se caracteriza por presentar. Cabeza, tronco, cola y dos pares de
extremidades iguales. En particular la familia Ambystomidae con un género: Ambystoma
incluye 32 especies distribuidas ampliamente desde Canada hasta México, costas del Pacifico y
Atlantico, ademas de la meseta central de México (Flores, 1993).

Dentro de las caracteristicas externas, Ambystoma presenta un cuerpo robusto y alargado, con
cuatro miembros de los cuales las patas son pequefias, no palmeadas y provistas de cuatro dedos
delante y de cinco detras. Miden en promedio de 18 a 20 centimetros en estado adulto; la
coloracion de las larvas jovenes es mas clara, con manchas pardas o amarillentas, este tono se
hace mas oscuro con la edad. La cabeza es aplanada con un hocico obtuso con pocos huesos y
pequefios ojos prominentes, surcos costales y linea lateral (Larson, et al 2003). Posee una cola
con una cresta vertical que corre por el dorso hasta desaparecer a nivel de la cloaca, tiene a
ambos lados de la cabeza tres pares de branquias externas y “plumosas”. El dimorfismo sexual
estd poco marcado y se hace aparente sobre todo en el periodo de reproduccion; los machos son
esbeltos, pero tienen la cloaca mas prominente (Humphrey, 1975; Brandon, 1989; Montafio,
1995).

Ademdas de su importancia ecolégica y taxondmica, los ejemplares de la familia Ambystomidae, se
han utilizado en diferentes lineas de investigacion en todo el mundo. Como en las de desarrollo
morfolégico (Asheley, et al 1991); metamorfosis (Duellman y Trueb, 1986; Brandon, 1989; Kuhn y
Jacobs, 1989); reproduccion (Stebbins y Cohen, 1995); sistematica (Jones, et al 1988); evolucion
(Gould, 1977; Alberch, 1979) y estudios genéticos, relacionados con su biologia y desarrollo
(Humphrey, 1975; Malacinski, 1978). También son importantes estos organismos como modelo
experimental en el estudio del desarrollo y la evolucidn de las células nerviosas y endocrinas. Las
especies de este género resultan muy interesantes ya que poseen todas las propiedades
morfologicas y funcionales caracteristicas de los tetrapodos, sus estructuras nerviosas estan
simplificadas y sus células nerviosas y endocrinas poseen un gran tamafio durante todos los
estadios de su desarrollo (Stebbins y Cohen, 1995); lo que facilita hacer estudios de morfologia
comparada, citoevolucion, citodiferenciacion, plasticidad celular, especificacion de linajes celulares



en células nerviosas y endocrinas, como las que forman las glandulas adrenales, propésito de

nuestro estudio.

Clasificacién: (Duellman and Trueb, 1986)

Super reino:  Eucariota

Reino: Animalia
Subreino: Metazoa
Phylum: Chordata

Subphylum: Vertebrata

Clase: Amphybia
Subclase: Lissamphibia
Orden: Urodela (Caudata)
Suborden: Salamandroidea
Familia: Ambystomidae
Género: Ambystoma



ANTECEDENTES

NEOTENIA

Muchas salamandras son capaces de retener su forma larvaria durante toda su vida, convirtiéndose en
maduras sexualmente sin sufrir metamorfosis: Esta retencion de las caracteristicas juveniles de los
individuos sexualmente maduros se denomina NEOTENIA. La forma en que tiene lugar la metamorfosis
difiere de especie a especie. El ajolote mexicano, Ambystoma mexicanum, no experimenta
metamorfosis en la naturaleza porque no libera TSH (hormona estimulante de la tiroides) activa para
estimular sus glandulas tiroideas (Amstrong y Malacinski, 1989). Otras especies, como Ambystoma
velasci y Ambystoma tigrinum, se metamorfosean sélo si se dan sefiales desde el ambiente. De otro
modo, se hacen neoténicos, apareandose con éxito como una larva. En parte de su territorio,
Ambystoma tigrinum es una salamandra neoténica de las lagunas frias de las Montafias Rocosas. Sin
embargo, en la porcibn mas calida de su territorio, la forma larvaria de A. tigrinum es transitoria, y
conduce a la salamandra tigre habitante de tierra firme. Las poblaciones neoténicas de las Rocosas
pueden inducirse a experimentar metamorfosis simplemente colocandolas en agua a mayor
temperatura. Parece que el hipotdlamo de esta especie no puede producir TSH a baja temperatura
(Ezendam, 1994). Sin embargo, algunas salamandras como Ambystoma dumerili son
permanentemente neoténicas, la induccion hormonal de la metamorfosis en el laboratorio conduce a un
organismo no viable (Kuhn y Jacobs, 1989; Moore, 1994).

Gould (1977) ha especulado que la neotenia es un factor principal en la evolucion de los taxones mas
complejos. Retardando el desarrollo de los tejidos somaticos, se da a la seleccion natural un sustrato
flexible. La neotenia “proporcionaria” un escape a la especializacién. Los animales pueden deshacerse
de sus formas adultas altamente especializadas, volver a la labilidad del joven, y prepararse a si
mismos para huevas direcciones evolutivas (Schreckenberg y Jacobson, 1975).

La neotenia facultativa es cuando el organismo puede quedarse en estado larvario toda su vida y
reproducirse, pero al haber algiin cambio en el medio, falta de alimento o una reduccion drastica del

cuerpo de agua, puede metamorfosearse y convertirse en terrestre (Brandon, 1993).



CARACTERISTICAS DE LOS AMBISTOMIDOS

- Ambystoma dumerilii.

Nombre cientifico: Ambystoma dumerilii (Duges). Nombre comudn: Achoque.

Ambystoma dumerilii posee una cabeza redondeada, muy aplanada de arriba hacia abajo y mas ancha
en su maximo transversal que el tronco, en ambos lados del tronco presenta catorce pliegues costales y
segun Taylor (1945) y Maldonado-Koerdell (1947) (citado por Brandon, 1970), son Unicamente 12, es de
color pardo, con un tono mas claro en la parte central del dorso y en el vientre, los costados muestran
manchas blanquecinas. Madura sexualmente a los 6 meses. La cola es aplanada lateralmente. Los
miembros anteriores y posteriores presentan membranas interdigitales (Imagen 1). Su aleta dorso—
caudal comienza en un punto de la linea media dorsal, situada entre los miembros anteriores,
extendiéndose sin interrupcion hasta la punta de la cola, presentando su altura maxima entre los
miembros posteriores. Presentan branquias externas cortas y muy ramificadas (Maldonado-Koerdell,
1947) que se mueven ritmicamente en sentido dorso ventral. La cabeza y el dorso estan cubiertos de
pequefios puntos hundidos formados por aberturas de glandulas que producen una secrecion amarga y
de mal olor (Brandon, 1970).

Ambystoma dumerilli es caracteristico del lago de Péatzcuaro; aunque se cree que aun existen en
cuerpos de agua cercanos al lago mencionado. Segun Bair (1970), los criterios usados para determinar
la madurez sexual son: testiculos y epididimo agrandados en los machos y en las hembras, los
oviductos estan agrandados y enrollados, asimismo, los Ovulos son grandes y amarillentos. Las
gonadas de los organismos inmaduros son pequefias y los conductos reproductores son delgados y
rectos. La época de crianza, parece ser en primavera (probablemente en los meses de febrero a mayo)
y durante el invierno pocos machos con madurez sexual tienen cloaca hinchada, con presencia de
espermatoforo (diciembre). El desove puede ocurrir a principios de diciembre y esta relacionado con la
disminucion de la lluvia y el incremento gradual de la temperatura del aire que va de los meses de enero
a junio (Brandon, 1969,1970; Baird, 1970).

Con relacion a su explotacién, la actividad pesquera se realiza en la zona litoral y sublitoral del lago.
Generalmente en aguas de 5 a 7 m de profundidad (Bair, 1970). Se capturan durante todo el afio con
dos jornadas de pesca el mismo dia. En la segunda se obtiene la mayor cantidad de organismos; al no
existir veda, no se le permite a su poblacién que pueda seguir reproduciéndose adecuadamente.
Presenta neotenia obligada debido a que no presenta metamorfosis. Retiene las branquias y otras
estructuras larvarias aun cuando madura sexualmente y se reproduce. Si se le induce a la metamorfosis
el organismo no sobrevive (Brandon, 1969,1970; Baird, 1970).

Tiene una capacidad regenerativa muy alta. Es considerado un manjar para los Tarascos. También es

usado en la farmacologia y aun hoy en dia, un conocido convento en Patzcuaro fabrica “el jarabe de
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achoque” que segun dicen las monjas que lo fabrican, es “muy eficaz” para contrarrestar todo tipo de
afecciones respiratorias, como la bronquitis y la laringitis entre otras (Baird, 1970; Brandon, 1993).

Imagen 1.  Ambystoma dumerilii. Se observan sus branquias
que semejan plumas, tipicas en esta especie.
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- Ambystoma mexicanum

Nombre cientifico: Ambystoma mexicanum (Shaw, 1789). Nombre comdn: ajolote.

Este exotico animal, cuyo nombre proviene del dios Xolotl de México, es uno de los mas extrafios seres
que se puede encontrar (Imagen 2), tiene como ventajas para su estudio, su adaptabilidad a cambios

del medio, ademas de su abundancia en cautividad (Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

Antes de convertirse en un animal de acuario y luego en animal de laboratorio, el ajolote constituy6 un
enigma. Procedente de México (lago de Xochimilco), el ajolote llevd numerosos nombres cientificos,
entre ellos Siredon mexicanum o Siredon pisciformis. Era conocido por su facultad de reproducirse sin
haber perdido las branquias y fue clasificado entre los anfibios Perennibranquios (junto con el Proteo de
las grutas de Istria y el Siren). Pero ya en 1800 Shaw y luego Cuvier, insistieron sobre su semejanza
con las larvas de salamandra y en 1825, Latréille (citado en Dumeril, 1872) lo introdujo en la familia de
las salamandras. Los primeros ejemplares vivos fueron enviados a Francia por el Cuerpo Expedicionario
(cuya mision era instalar al emperador Maximiliano en el trono de México) y se reprodujeron en 1865 en
el Museo Nacional de Historia Natural. La controversia parecio solucionarse definitivamente: el ajolote
no era una larva pues se reproduce en el agua sin perder sus branquias. Pero dos afios mas tarde el
problema volvio a ser examinado cuando Dumeril (1867) observdé que varios de sus ajolotes se
metamorfoseaban (pérdida de las branquias, regresion de la aleta caudal, transformacion de los ojos y
aparicion de parpados) en una salamandra parecida a la conocida con el nombre de Ambystoma. Este
modo de reproduccion, por una larva, llamada neotenia por Kollmann (1884), fue sefialado, también, en
numerosos anfibios y especialmente en los tritones nativos de Europa, en los cuales sélo se produce

accidentalmente este fenémeno (Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

Este urodelo perteneciente a la familia de los Ambistomidos (salamandra topo), llega a vivir hasta 20
afios si se le mantiene en buenas condiciones. En los flancos del animal aparecen bien marcados 12
surcos laterales que recorren de arriba a bajo, perpendiculares a la linea del cuerpo. Las extremidades
anteriores como posteriores son pequefas, y no presentan membrana interdigital. También cuentan con

pulmones que se llenan de aire cada dos minutos (Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

Como consecuencia de la facilidad que tienen para criarse en cautividad (Imagen 3) y por la necesidad
para obtener gran numero de ejemplares destinados a la invastigacion en el laboratorio, han aparecido
distintas variedades genéticas a disposicion de los investigadores. Como resultado de su neotenia, el
ajolote conserva durante toda su vida caracteristicas propias de las larvas (branquias externas,
costumbres totalmente acuéticas, cola como la de los peces, etc.). Estas circunstancias se producen
principalmente como consecuencia de que las glandulas tiroides estdn subdesarrolladas en estos
urodelos, y la secrecion de tiroxina resulta del todo insuficiente para provocar la metamorfosis. Esta

especie presenta neotenia obligada en su ambiente natural, es decir, se reproduce en estado larvario;
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aunque si se induce experimentalmente la metamorfosis llegara a ser una salamandra terrestre, viable.

En estados de estrés algunos ejemplares presentan este cambio (Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

El ajolote es un animal de vida acuatica, que habita en aguas remansadas. En estado natural se
encuentra practicamente extinto debido a la destruccién de su héabitat, siendo mucho mas abundante en
cautividad, como consecuencia, mucho de su valor actual es como espécimen de laboratorio. Otra de
las particularidades de este anfibio que esta relacionada con su estado larvario permanente, es la
regeneracion de las partes del cuerpo. Los anfibios son animales con gran capacidad de regeneracion
de las partes perdidas o dafiadas pero el ajolote las recupera en un tiempo menor y de manera mas
efectiva. Muchas células de su cuerpo no han alcanzado una diferenciacion completa y mantienen su
capacidad proliferativa y por lo tanto pueden generar nuevas células y tejidos a partir de ellas. Por
esta razon el ajolote ha sido objeto de numerosos estudios cientificos sobre el desarrollo embrionario y

las células madres embrionarias (Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

Con relacién al desarrollo embrionario, el huevo etapa 1, es tipicamente anfibio. Un embrion de
aproximadamente 2 milimetros de diametro, tiene capas gelatinosas circundantes, la gelatina es el
producto de una sustancia secretada alrededor del huevo y que se hidrata en el agua. La etapa 2 es el
embridon antes de eclosionar, mide aproximadamente 11 mm de longitud. La etapa 3 es una larva
posteclosion, antes del crecimiento de los miembros. Estas larvas tienden a ser transparentes
durante sus primeras semanas de vida, hasta que la piel se ha engrosado y las células de pigmento
han proliferado sobre el cuerpo, asi que los 6rganos son absolutamente visibles. Después de
aproximadamente dos semanas, la larva alcanza la etapa 4. Como el resto de los caudados, aparecen
primero las patas delanteras, y en el plazo de una semana o dos las patas traseras. En la etapa 5 el
ajolote esta completamente desarrollado (Humphrey, 1975; Brandon, 1989). Estudios embrionarios mas

detallados han descrito 42 estadios de desarrollo (Stephan - Otto y Ensastigue, 2001).

La reproduccion del ajolote neoténico no ofrece dificultad alguna en cautiverio. Las larvas alcanzan la
madurez sexual a la edad de un afio. La puesta tiene lugar de agosto a octubre en el Hemisferio Sur y
de febrero a abril en el Hemisferio Norte. Segun Schultz (1965) tiene lugar entre fines del invierno y
fines de la primavera. Sin embargo se ha podido observar puestas en pleno verano y también en pleno
invierno. Descripciones de Benl (1968) y Matz (1971) informan de este comportamiento. Para interpretar
este fenomeno hay que considerar que los ajolotes que se reportan en Europa son, por lo general
procedentes de importaciones. En sus paises de origen los ajolotes mantienen su "reloj biologico”
adaptados al clima y condiciones generales del lugar donde fueron criados por muchas generaciones. Al
trasladarlos de ciertas condiciones climaticas a otras opuestas, ese "reloj bioloégico" puede tardar
unos meses en adaptarse. La fecundacién interna se lleva a cabo por medio de un espermatoforo
colocado por el macho sobre una roca o incluso sobre la arena. En ese momento se puede reconocer al
macho por sus labios cloacales prominentes. El espermatdforo es absorbido por la cloaca de la

hembra. Por la noche también, tiene lugar la puesta, si bien por la mafana puede
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observarse la puesta de los ultimos huevos. Bajo los efectos de una contorsion del cuerpo, la hembra
deposita los huevos, lo mas frecuentemente en grupos que van de 4 a 10, sobre todo encima de las
plantas, aunque también sobre las piedras o sobre los cristales, la amplitud de la puesta es muy
variable: desde cuarenta que puede deponer un ejemplar joven, hasta 1500 que puede colocar un
adulto, ya sea de una vez, ya sea con algunos dias de intervalo. El tiempo de incubaciéon estara
determinado en gran medida por la temperatura; para una temperatura de 16° C la duracién media del
desarrollo es de 19 dias. Sin embargo este tiempo depende también de la luz, la oxigenacion, del
tamano de los huevos, de la altura del agua, (en un mismo acuario, los huevos que han permanecido
pegados a las plantas, y por tanto mas préximos a la superficie, se desarrollan mas rapido que los que
caen al fondo) (Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

La reproduccion es menos frecuente en animales metamorfoseados. Los ejemplares que han tenido una
metamorfosis experimental a la edad de seis meses han llegado a la madurez sexual con tres afios y
medio de retraso las hembras y cuatro los machos. Todos los ejemplares jévenes que se han obtenido
han permanecido en estado larvario, lo cual demuestra que el ajolote es una forma neoténica obligada
(Humphrey, 1975; Brandon, 1989).

Imagen 2. Ejemplar de Ambystoma Imagen 3. Ambystoma mexicanum en
mexicanum, se observa con gran claridad su cautiverio.

cresta caudal. Una particularidad de este

género.
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- Ambystoma velasci

Nombre cientifico: Ambystoma velasci (Green, 1825).

Anfibio urodelo, perteneciente a la familia Ambystomatidae, en ocasiones le llaman salamandra tigre por
el patron de las manchas en su piel (Imagen 4) (Duellman y Trueb, 1986). Este ambistomido presenta
un cuerpo vigoroso y surcos sobre los costados presenta tres pares de branquias filamentosas
(Duellman y Trueb, 1986). La metamorfosis juega un papel importante en su ciclo de vida, ya que el
organismo experimenta toda una serie de cambios anatémicos, fisiol6gicos, bioquimicos y conductuales
para enfrentar el cambio del habitat acuatico al terrestre; y con ello, se alcanza la madurez sexual y se
continia con el ciclo vital (Duellman y Trueb, 1986). Sin embargo, la metamorfosis puede ser
prescindible. En este caso, las larvas de A. velasci retienen sus branquias y permanecen en el habitat
acuatico y se pueden reproducir sin la necesidad de experimentar metamorfosis, fenémeno conocido
como neotenia, permaneciendo con el fenotipo larval pero alcanzando la madurez del aparato
reproductor (Stebbins y Cohen, 1995). No obstante su neotenia es facultativa, ya que si existe un
cambio ambiental, como por ejemplo, que el cuerpo del agua se seque o aumente la temperatura
ambiental entonces se desencadena la metamorfosis, lo que permite que los organismos enfrenten las
presiones ambientales, colonizando el medio terrestre para reproducirse como adulto terrestre,
salamandra (Imagen 5) (Stebbins y Cohen, 1995).

En México desde hace tiempo se han tenido problemas con la taxonomia de las especies del género
Ambystoma, por existir al parecer, procesos de especiacién en los diferentes cuerpos de agua de la
parte Centro y Este de la Republica Mexicana. Brandon (1989), ha indicado que esto puede deberse a
gque existe un potencial de hibridacion interespecifico; aunado a su aparente separacion ecoldgica y
geogréfica, que da como consecuencia un aislamiento reproductor. Ademas los grandes cambios en los
habitats de estos organismos en el pasado geoldgico, han dado como resultado la gran variabilidad de
fenotipos de este género (Brandon, 1989).

Hasta hace poco se mencionaba la distribucion de Ambystoma tigrinum desde el Norte de los Estados
Unidos, hasta la regién de la meseta de México, y se le reconocia como el Unico anfibio politipico
distribuido continentalmente (Stebbins, 1995). No obstante, recientemente se ha puesto en duda si esta
especie es realmente politipica; sobre todo en las especies mexicanas de este complejo, ya que
presentan una serie de particularidades que hacen a las poblaciones del centro de México muy
especiales (Shaffer, 1996). En México se encuentran 15 especies de salamandras de la familia
Ambystomatidae, distribuidas en el centro del pais y estan estrechamente relacionadas con Ambystoma
tigrinum (Shaffer, 1996).

Mediante andlisis de aloenzimas y patrones morfolégicos de diversidad, se ha propuesto la hipotesis de
gue hubo una especiacion, lacual estuvo en funcién, en primera instancia, de una diferenciacion

Alopatrica , determinada por la geologia y la hidrologia y la hidrologia de la parte centro de México, por
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la edad geoldgica aproximada del eje neovolcanico mexicano, se encontré consistencia en que la
divergencia de los taxa mexicanos se dio en un periodo de no mas de 10 millones de afios, y muchas
especies derivaron, al parecer en un tiempo menor a éste (Shaffer y McKnight, 1996).

En la actualidad se reconocen al menos siete grupos monofiléticos, con base en el analisis de
aproximadamente 840 pares de bases de una secuencia de ADN mitocondrial, para sugerir la monofila
del complejo Ambystoma tigrinum. Para las especies del centro mexicano, se ha propuesto su ubicacién
taxondbmica como Ambystoma velasci. Aunque resulta dificil interpretar las poblaciones de
Ambistémidos de la parte Este de la meseta de México, dados los antecedentes ya mencionados,
aunados con situaciones ambientales diferentes al resto de las especies de Norte América, hacen que
estas poblaciones presenten particularidades muy marcadas no sélo en la cuestién taxonémica, sino
también en la biologia, lo que permite sugerir el alto éxito que han tenido para establecerse en esta
region (Shaffer y McKnight, 1996).

Imagen 4. Ambystoma velasci se observa su piel con Imagen 5. Ambystoma velasci
manchas marrén. metamorfoseado.
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GLANDULAS ADRENALES. Tejido esteroidogénico y tejido cromafin

- Anatomia e histologia

El tejido esteroidogénico (interrenal en peces o corticosuprarrenal en mamiferos) y el tejido cromafin
(médula suprarrenal en mamiferos) constituyen dos tejidos endocrinos muy diferentes que se
encuentran separados en los vertebrados no tetrdpodos. Pero, suelen asociarse aunque de forma muy
variable, en las diferentes clases de vertebrados terrestres y en conjunto forman la glandula adrenal
(Leake, 1975; Paniagua, 1983).

La evolucion de la glandula va desde la completa separaciéon de los dos tejidos, con una tendencia
progresiva a asociarse hasta constituir un érgano independiente, pareado y con organizacidén en zonas.
(Imagen 6) (Norris, 1980).

Imagen 6. Anatomia comparada del tejido adrenal. Comparacion y distribucién de los tejidos cromafin
(obscuro) y corticoadrenal (claro) asociados con el rifion (punteado) en vertebrados. (A) ciclostomos;
(B) celacantos; (C) holocéfalos; (D) condrosteos; (E) holosteos; (F) dipnoos; (G) teleésteos; (H) anuros;
() urodelos; (J) quelonios; (K) serpientes; (L) lagartos; (M) cocodrilos; (N) aves; (O) mamiferos (Norris,
1980).
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En peces los tejidos interrenal y cromafin estan completamente separados, ambos tejidos estan
situados en los rifiones. Estdn dispuestos en numero par y en forma de agregados dispuestos
longitudinalmente, que se localizan en la porcién superior de la cavidad corporal, hacia el lado ventral de
la columna vertebral y a lo largo de la aorta dorsal, hacia el exterior del peritoneo. Son agregados
celulares mixtos, compuestos por elementos endocrinos, hematopoyéticos y fagociticos entre los
componentes excretores renales (Hanke et al, 1993).

En los anfibios la glandula adrenal es dispersa, claramente se distingue formada por pequefios islotes
compuestos de ambos tejidos, desde la zona cefélica hasta la parte caudal ventral del rifién, y
continuando por el borde de las venas cardinales de la regién abdominal. En este grupo de vertebrados
el tejido cromafin y esteroidogénico se encuentran normalmente asociados (Grassi y Accordi, 1986).

En reptiles la glandula adrenal es compacta y capsulada. Ocupa una posicién anteroventral respecto a
los rifiones y muy préxima a las gonadas, es independiente y pareada. El tejido cromafin aparece
recubriendo al esteroidogénico adrenal o entremezclado con éste, las células cromafines forman una
masa de cordones irregulares, ademas se observan pequefos islotes de tejido cromafin dispersos entre
las células esteroidogénicas (Leake, 1975; Paniagua, 1983).

En aves la glandula adrenal también es compacta y capsulada, esta situada antero-dorsal respecto a los
rifiones, las células del tejido cromafin quedan entremezcladas con las células del tejido
esteroidogénico, en forma de cordones o grupos irregulares (Leake, 1975; Paniagua, 1983).

En los mamiferos la glandula adrenal ademés de estar compacta y capsulada, muestra un nivel de
organizacion mayor, cada una se localiza sobre un rifién, por lo que se denomina suprarrenal. La
corteza estd formada por el tejido esteroidogénico y esta organizado en tres zonas concéntricas a la
meédula, esta ultima formada por el tejido cromafin (Leake, 1975; Paniagua, 1983). Aunque estan unidas
anatomicamente, la médula y la corteza se desarrollan a partir de dos tipos diferentes de tejido en el
embrion y funcionan como glandulas distintas (Solomon, et al 1996). Embriolégicamente, las glandulas
suprarrenales se derivan de dos capas germinales: el mesodermo y la cresta neural ectodérmica. La
corteza suprarrenal se desarrolla de un engrosamiento del mesotelio celomico en intima relacion con los
rifones y las gbnadas. La cresta neural ectodérmica migra a esta region e invade la corteza
como tejido suprarrenal medular. El érgano esta incluido en una capsula de tejido conjuntivo fibroso
denso (Banks, 1986).

En todos los grupos el tejido esteroidogénico (interrenal o corticoadrenal) esta constituido por células
claras, escasamente basofilas o ligeramente acidofilas, se caracterizan por poseer abundante reticulo
endoplasmico liso y en la mayoria de los casos, mitocondrias con crestas tubulares: Como en las
restantes glandulas endocrinas, existe una rica vascularizaciéon. (Leake, 1975; Paniagua, 1983; Banks,
1986).
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En mamiferos la corteza suprarrenal corresponde a las células secretoras de hormonas esteroides
(tejido esteroidogénico), pero a diferencia de otras clases de vertebrados hay diversidad celular, las
células de cada tipo se organizan en la corteza, formando tres zonas que de afuera hacia adentro son
las zonas: glomerular, fasciculada y reticular (Banks, 1986).

1) Zona glomerular, es subcapsular y consta de cordones curveados o arcadas (carnivoros, caballo,
cerdo), o paquetes de glomérulos (hombre, rumiantes). Las células de esta zona son cilindricas
(hombre, carnivoros, caballo, cerdo) o poliédricas (otras especies). El parénquima, independientemente
de su disposicidon espacial, esta relacionado en forma intima con una red vascular extensiva. El
citoplasma es aun mas aciddfilo y menos espumoso que el de las células de la zona adyacente. Los
ndcleos de la zona glomerulosa son mas pequefios y obscuros que los de las células de la zona
adyacente. La presencia de inclusiones lipidicas finas, con frecuencia va acompafada de un incremento
en la actividad celular. 2) Zona fascicular es la mas ancha de la corteza. Tiene células cuboidales o
poliédrica dispuestas en cordones radiales. Cada corddn consta de una o dos células separadas de los
cordones adyacentes por una red sinusoidal extensa. Las células mas grandes de las dos terceras
partes mas externas de esta zona, tienen nucleos vesiculares grandes (las células binucleadas son
comunes) dentro de un citoplasma muy espumoso. Estas células con frecuencia son llamadas
espongiocitos. El tercio interior de esta zona tiene células con menos lipidos y con citoplasma mas
basofilo.

3) Zona reticular consta de células dispuestas como cordones libremente anastomosados. Las células
se parecen mucho a las de la zona fasciculada, y tienen mucho menos lipidos que las mas
periféricas de la zona adyacente. Sus ndcleos y citoplasma se tifien de obscuro. Casi siempre existe
lipofucsina en estas células.

La médula suprarrenal esta constituida por el tejido cromafin, que consta de dos tipos de células, las
secretoras de noradrenalina, con granulos autofluorescentes que se tifien con yodatos de plata; y las
secretoras de adrenalina, con granulos que se tifien con azocarmin y contienen fosfatasa 4cida. La
secrecion de adrenalina y noradrenalina se produce por estimulacion del sistema nervioso
simpéatico que inerva éstas células. Ademas, se observan neuronas del simpatico en la médula
suprarrenal, aunque en menor proporcion. Las células cromafines se denominan asi porque al ser
fijadas con bicromato de potasio adquieren coloracién parda. Esto es debido a que poseen granulos de
secrecién que contienen catecolaminas, adrenalina y noradrenalina principalmente (Leake, 1975;
Paniagua, 1983).
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- Funcién conjunta de los tejidos esteroidogénico y cromafin

La corteza suprarrenal (tejido esteroidogénico) es indispensable para la vida ya que sus
hormonas influyen sobre numerosos procesos somaticos esenciales como la regulacion del equilibrio
hidrico, suministro de energia adecuada en estados de estrés, movilizacibn de grasas para la
conversibn de éstas en glucosa, reduccion de la inflamacién en diversas enfermedades vy
androégenos. Aunque se han aislado numerosas hormonas esteroides de los tejidos corticales, se
agrupan en tres familias: mineralocorticoides, glucocorticoides y hormonas sexuales (Leake, 1975;
Paniagua, 1983; Banks, 1986).

El nombre de mineralocorticoides se debe a que estas hormonas actlan principalmente sobre los
electrolitos de los liquidos extracelulares en particular sodio, potasio y cloruros. Los glucocorticoides
fueron llamados asi porque uno de sus principales efectos es elevar la concentracion de glucosa en la
sangre. Sin embargo, los glucocorticoides tienen efectos sobre el metabolismo de grasas y proteinas,
tan importantes para el organismo como el metabolismo de los carbohidratos (Guyton, 1963).

Se han aislado mas de 30 esteroides de la corteza suprarrenal; el mineralocorticoide mas importante es
la aldosterona; no obstante, otros corticosteroides tienen actividad de mineralocorticoides
(corticosterona, cortisol, desoxicorticosterona). La actividad mas importante de la aldosterona es el
aumento tubular de Na* por los rifiones. La aldosterona ejerce un efecto también sobre las glandulas
sudoriparas, salivales e intestinales. Se conocen numerosos efectos secundarios relacionados con la
conservacion del sodio Na* bajo la influencia de la aldosterona. La reabsorcion de Na* se relaciona a
una secrecion de Ky H*, lo cual da por resultado, desecho de potasio y una ligera alcalosis metabdlica.
La disminucion en el K puede originar debilidad muscular y arritmias cardiacas. La alcalosis metabélica
gue resulta del efecto de la aldosterona, es por lo comudn transitoria y se corrige por los mecanismos de
regulacion &cido/basica. El aumento en la retencion de Na* también incrementa la retenciéon de agua, lo
cual aumenta el liquido extracelular y el volumen sanguineo. La elevacion del volumen liquido
incrementa la cantidad de esfuerzo que debe realizar el corazén. La poliuria se produce como
compensacion del aumento de volumen liquido. Los efectos contrarios se producen cuando hay
ausencia de aldosterona, como es la hiponatremia y la hiperpotasemia, ademas de la disminucion
de liquidos, produciendo a la larga una hipovolemia, la actividad cardiaca disminuye hasta llegar a un
“choque hipovolémico”, en conclusién la aldosterona es necesaria para este balance, (Imagen 7)
(Guyton, 1963;Ham, 1975; Banks, 1986).
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HORMONAS CORTICOSUPRARRENALES
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Imagen 7. Efectos fundamentales de la aldosterona (Guyton, 1963)

Los otros corticosteroides poseen efecto glucocorticoide, el mas importante es el cortisol. Este es
transportado en la sangre en unién con una globulina plasmatica, la transcortina o globulina de unién del
corticosteroide (CBG), la cual tiene efectos diversos sobre los tejidos corporales. El cortisol produce un
aumento de la glucosa sanguinea (hiperglucemia) y una disminucion de la utilizacion periférica de la
glucosa. La glucogénesis y la gluconeogénesis complementan el aumento en la liberacion de glucosa
hepatica. El cortisol es diabetogénico. En tanto que los glucocorticoides estimulan la sintesis de
proteinas hepaticas, se inhibe la sintesis de proteinas en otros tejidos. A medida que el cortisol es
lipolitico y aumenta la liberacion de acidos grasos a partir del tejido adiposo, cantidades excesivas de la
hormona resultan del exceso en la deposicion de lipidos. La estimulacion de la liberacion de insulina por
el cortisol puede determinar el incremento en la deposicion lipidica, porque la insulina promueve la
lipogénesis y aumenta la cantidad de tejido adiposo. Las propiedades antiinflamatorias de los
glucocorticoides son funciones muy significativas, estas hormonas estabilizan las membranas
lisosomales, disminuyen la sintesis colagena, aumentan la degradacion colagena y también inhiben la
proliferacion de fibroblastos. Los glucorticoides ejercen otros numerosos efectos sobre el cuerpo, los
cuales se relacionan con la reduccion de sintesis proteinica, depresion de la inmunocompetencia,
retardo en la cicatrizacion de heridas, osteopenia cuantitativa. Ademas, poseen efectos potentes como
antiinflamatorio e inmunorregulador, ya que inhibe la produccion de interleucina 1. El cortisol evita que el

sistema inmunolégico reaccione excesivamente ante algun evento adverso y dafie células y tejidos
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sanos. Una vez puesto en la circulacién, inhibe la secrecion de hormona liberadora de corticotrofina
(HLC) por el hipotdlamo mediante el mecanismo de retroalimentacién. La sobreproduccién o
subproduccion de cortisol puede traer consecuencias desastrosas, como hipoactividad o hiperactividad
del sistema inmune, respectivamente. De esta forma, la HLC y el cortisol vinculan la respuesta inmune
del organismo y la regulacion cerebral de la respuesta al estrés (Banks, 1986; Hadley, 1996). El cortisol
posee también propiedades permisivas que complementan el funcionamiento de otras hormonas
(hormona del crecimiento, glucagon, catecolaminas). Los glucocorticoides manifiestan también
propiedades antialergénica al prevenir la liberacidon de histamina, modulan la expresién génica y la
reproduccion (Banks, 1983; Hadley, 1996).

La sintesis y liberacion de glucocorticoides de la corteza suprarrenal es regulada por la secrecién de
ACTH de la porcién distal de la hipdfisis. Los niveles circulantes de glucocorticoides ejercen una
retroalimentacién negativa sobre el hipotalamo y la porcién distal. Sin subestimar la importancia del
servomecanismo, la liberacién de glucocorticoides, esta influida por la actividad del sistema limbico y de
la corteza cerebral, por ejemplo el esfuerzo es un estimulo significativo en la secrecion de
glucocorticoides (Guyton, 1963; Banks, 1986; Hadley, 1996).

La médula suprarrenal (tejido cromafin, en no mamiferos); esta compuesta principalmente por células
cromafines las cuales son productoras de catecolaminas, la adrenalina conocida también como
epinefrina y la noradrenalina también llamada norepinefrina, son producidas en respuesta a una
situacion estresante como es el ejercicio fisico o un peligro inminente. Cualquier estimulo estresante
puede determinar un aumento en la descarga del nervio esplénico y un aumento de éstas hormonas, la
adrenalina y noradrenalina tienen efectos metabdlicos sobre 6rganos y sistemas porque en estos
existen receptores adrenérgicos de diferente tipo. La estimulacion de los nervios simpaticos en la
médula suprarrenal tiene por consecuencia que se liberen grandes cantidades de noradrenalina y
adrenalina, que pasan a la sangre circulante. En promedio, el 25 %, aproximadamente, de la secrecion
es de noradrenalina y el 75% de adrenalina, aunque las proporciones relativas de estos dos productos
pueden cambiar considerablemente segun las condiciones fisioldgicas y los grupos de animales; en el
hombre, durante la nifiez predomina la noradrenalina. Los animales que tienden a ser presas secretan
sobre todo adrenalina y los predadores noradrenalina, lo cual posibilita a cada organismo a cumplir con
su funcién segun sea el caso (Guyton, 1963; Hoar, 1978; Hadley, 1996).

La adrenalina se sintetiza en el tejido cromafin (médula suprarrenal), en tanto que la noradrenalina no
s6lo se encuentra en el tejido cromafin, sino también en el sistema nervioso central y nervios simpaticos
periféricos. La dopamina, precursora de la noradrenalina, se encuentra en la médula suprarrenal y
neuronas noradrenérgicas; en concentraciones altas en el cerebro, neuronas especializadas de los
ganglios simpaticos y el cuerpo carotideo, donde sirve como neurotransmisor; también en células
cebadas especializadas y enterocromafines (Besedovsky, et al 1991).

Las catecolaminas se producen a partir de la tirosina, de la cual se forma un catecol y da lugar a la

DOPA (dihidroxifenilalanina) mediante la tirosina hidroxilasa, se descarboxila la DOPA a través de la
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dopadescarboxilasa y da lugar a la dopamina. La dopamina-B-hidroxilasa hidroxila la dopamina y da la
noradrenalina y para dar lugar a la adrenalina le falta un grupo metilo que se lo proporciona la N
-metiltransferasa. La enzima limitante de este proceso es la tirosina hidroxilasa y en segunda
instancia la cantidad de cortisol (Besedovsky, 1991; Musselman y Nemeroff, 1995).

Desde 1948, Ahlquist describi6 un método de clasificacion de los agentes adrenérgicos segun su
capacidad para activar un mecanismo receptivo adrenérgico dual. Esta clasificacién implica el concepto
de que hay dos receptores adrenérgicos diferentes llamados alfa (o)) y beta (B). La adrenalina y los
compuestos relacionados producen efectos adrenérgicos que son tanto excitadores como inhibidores.
Aquellas respuestas atribuidas a la activaciéon de un receptor alfa son excitadores, con la excepcion de
la relajacion intestinal. Aquellas respuestas atribuidas a la activacion de un receptor beta son
inhibidoras, con la excepcién de los efectos estimulantes miocardicos (Ritter, et al 1978; Besedovsky, et
al 1991; Hadley, 1996).

Se puede resumir de la siguiente manera las funciones asociadas a cada uno de los receptores
adrenérgicos: (Ritter, et al 1978; Besedovsky, et al 1991; Hadley, 1996).

Receptor alfa Receptor beta

« Vasoconstriccion (cutanea, renal). ¢ Vasodilatacion (en musculo esquelético).

e Contraccién de la capsula esplénica. * Cardioaceleracion.

e Contraccién del miocardio. e Aumento de la fuerza de la contraccion del

e Contraccion del dilatador del iris. miocardio.

L - e Relajacion del miometrio.
e Contraccion de la membrana nictitante. J

P , ¢ Relajacion bronquial.
¢ Relajacion intestinal. J q

o e Relajacion intestinal.
e Contraccion pilomotora. J

. . e Glucogenadlisis.
e Aumento del Ca" (contraccion del mdsculo 9

liso). e Lipdlisis.

¢ Inhibe la adenilciclasa (efecto presimpético) * Calorigénesis.

o Estimula la adenilciclasa (efectos
metabdlicos, cardiacos, relajacion del
musculo bronquial, vasodilatacion del

musculo e higado).

La noradrenalina y la adrenalina actian segun el tipo de receptor adrenérgico al que se unen. La
adrenalina provoca tres respuestas distintas al corazén: 1) aceleracion cardiaca a través del nodo

sinoauricular (efecto cronotrépico); 2) aumento en la fuerza de contraccion (efecto inotropico);
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3) alteraciones en la funcion ritmica del ventriculo (extrasistoles ventriculares, taquicardias y fibrilacion
potencial), las pruebas para valorar estas respuestas son separadas y distintas. Sin embargo, si la
frecuencia aumenta demasiado, el gasto puede disminuir debido a un tiempo insuficiente para el llenado
ventricular. En el hombre, la adrenalina incrementa el gasto cardiaco debido al aumento en el retorno
venoso Yy la noradrenalina puede disminuirlo, en otras palabras la noradrenalina es vasoconstrictor mas
fuerte que la adrenalina (Ritter, et al 1978; Besedovsky, et al 1991; Hadley, 1996).

En la piel, la adrenalina es un vasoconstrictor al igual que en ciertas visceras, la noradrenalina produce
vasodilatacion significativa pero aumenta la resistencia (Ritter, et al 1978; Besedovsky, et al 1991;
Hadley, 1996).

La adrenalina y la noradrenalina aumentan la resistencia total del flujo a través del rifidn por una accién
directa. En el hombre, la adrenalina reduce el flujo sanguineo renal desde 1,500 hasta 90 ml por minuto,
mientras que la noradrenalina lo reduce hasta 1,200 ml por minuto. Ademas, hay cambios en la
excrecion del sodio y potasio, siendo disminuidas ambas. También hay datos de que la adrenalina
puede producir antidiuresis por un efecto central mediado por la hipéfisis posterior (Ritter, 1978;
Besedovsky, 1991; Hadley, 1996).

En el sistema respiratorio hay receptores B, que ocasionan una broncodilatacion y se favorece el
intercambio de gases bajo la accion de la adrenalina, en el sistema digestivo la estimulaciéon
adrenérgica provoca una disminucion de las secreciones, contraccion de los esfinteres y descenso en la
liberacién de acetilcolina. Por lo tanto disminuye la motilidad, otros efectos de entre tantos es la
midriasis, la cual facilita la vision, disminuye la secrecion de insulina porque provoca la hipoglucemia y
puede provocar piloereccion (Ritter, et al 1978; Besedovsky, et al 1991; Hadley, 1996).

Cuando ocurre un traumatismo importante, al principio la percepcién del dolor queda inhibida porque en
la médula adrenal se secretan sustancias opioides. La percepcion del dolor se inhibe por mecanismos
centrales o periféricos. Los centrales disminuyen la sensibilidad de las terminaciones nerviosas
sensitivas.

Estas sustancias son dimorfinas y encefalinas. Pueden mimetizar algunas acciones de los alcaloides.
Pueden disminuir la excitabilidad de las neuronas sensitivas. Estas sustancias opioides participan en
el control de la secrecion de la propia médula, actlan sobre receptores presinapticos del nervio
esplacnico y disminuyen la liberacion de la acetilcolina, modulan y limitan el impacto de la adrenalina y
noradrenalina por segundos, también pueden actuar sobre terminaciones nerviosas periféricas, de
inmediato las neuronas hipotalamicas secretan CRH via nerviosa, porque ademas de ser hormonas
también son neurotransmisores, estimulan las neuronas de la médula espinal que activan al nervio
esplénico, aumentando la secrecion de adrenalina y noradrenalina (Ritter, et al 1978; Besedovsky, et al
1991; Hadley, 1996).
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En forma resumida: el tejido cromafin da el estado de alarma por medio de la adrenalina. El tejido
esteroidogénico, a través de sus hormonas (glucocorticoides y mineralocorticoides) sostiene el estado
de emergencia, y el tejido cromafin, a través de la noradrenalina, lleva al organismo a conseguir

nuevamente la homeostasis (Grassi y Accordi, 1986).
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ESTRES

Entre los conceptos de estrés que se emplean con mayor frecuencia se tienen los siguientes: a) “ El
estrés es un estado producido por un factor ambiental el cual extiende la respuesta adaptativa del
animal mas alla del rango normal, y asi perturba el funcionamiento al punto que las oportunidades de
sobrevivencia se reducen significativamente”, b) “el estrés es la suma de todas las respuestas
fisiol6gicas por medio de las cuales un animal trata de mantener o restablecer un metabolismo normal
frente a una fuerza fisica o quimica”, c) “el estrés representa la suma de cambios, fisiolégicos,
bioquimicos y de comportamiento en el individuo, los cuales resultan de la accion de estresantes”, d) “el
estrés es la serie de reacciones las cuales se desvian cualitativa o cuantitativamente de la normalidad
(Selye, 1950 ;Matty, 1985; Pickering, 1981), y e) Tave en 1994, define al estrés como “un conjunto de
condiciones fisiolégicas que ocurren como reaccion a un evento”. De este modo, el animal responde
mediante una serie de reacciones de comportamiento y fisioldgicas con el objeto de compensar y
adecuarse a la nueva situacion. En esta respuesta, el organismo activa tanto el eje hipotalamo-
simpatico-cromafin como el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal (Mazeaud y Mazeaud, 1981).

Desde un punto de vista fisioldgico, una activacién puntual del sistema de estrés es beneficiosa para el
animal, pues le permite recuperar la homeostasis alterada por un agente estresante. Sin embargo, si la
situacion de estrés se convierte en crénica, la respuesta al estrés puede perder su valor adaptativo y
originar problemas al animal. Asi, la situacion continuada de estrés origina problemas en los procesos
de crecimiento, reproductivos, osmorreguladores e inmunitarios. Estos problemas se reflejaran a nivel

del organismo, la poblacién y la comunidad (Schreck, 2000).

- Sindrome de adaptacion general en peces y etapas acuaticas de anfibios.

El organismo responde a una situacién de estrés con el llamado sindrome de adaptacion general, en el
gue intervienen el sistema hipotdlamo-simpatico-cromafin y el sistema hipotalamo-hipofisiario-tejido
esteroidogénico adrenal. EIl sindrome de adaptacién general presenta, segin sea la duracién del
agente estresante, distintas etapas: a) reaccién de alarma inicial, b) fase de resistencia, y c) fase de
agotamiento (Wendellaar, 1997; Schreck, 2000).
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a) Reaccion de alarma inicial

En los primeros momentos el animal reacciona con una rapida activacion del eje hipotalamo-simpatico-
cromafin, originAndose un incremento de la liberacién de catecolaminas (adrenalina/noradrenalina) en el
tejido adrenal cromafin y de noradrenalina en las terminaciones nerviosas simpaticas. Estas sustancias

presentan un amplio rango de funciones fisiolégicas, originando incrementos en:

1) actividad motora, ritmo cardiaco, flujo sanguineo hacia los 6érganos fisiologicamente mas activos

(cerebro, corazén y muasculo esquelético).

2) flujo sanguineo hacia las branquias y estimulacion de la captacién/transporte de oxigeno.

3) tasa metabdlica basal, metabolismo intermedio de modo que se aumenta la glucosa plasmatica a
partir del glucogeno del higado (glucogendlisis) y la sintesis de nueva glucosa a partir de acidos grasos
libres en tejido adiposo (lipdlisis y gluconeogénesis) (Mazeaud y Mazeaud, 1981; Pickering, 1981,
Schreck, 2000).

b) Fase de resistencia

Si la situacion de estrés continua, el animal terminara por aclimatarse a la nueva situacion y los niveles
de catecolaminas volverdn a sus valores normales. Durante esta fase se activa el eje hipotdlamo-
hipofisiario-tejido esteroidogénico adrenal y, por este motivo, la liberacion de corticoides adrenales. Las
acciones de los corticoides adrenales son mas lentas que las acciones iniciales de las catecolaminas y
permiten mantener la fase de resistencia del sindrome de adaptacion general. Ademas, tanto el cortisol
como la ACTH hipofisiaria estimulan la sintesis de catecolaminas a nivel del tejido cromafin, con lo cual
se pueden mantener valores de catecolaminas superiores a los niveles basales durante esta fase de
resistencia. En mamiferos los papeles fisiolégicos de los corticoides adrenales estan perfectamente
delimitados. De este modo, se puede distinguir entre glucocorticoides (cortisol) con una funcién
metabdlica y mineralcorticoides (aldosterona) con una funcién osmorreguladora. Sin embargo, esta
distincién no puede ser trasladada a peces y anfibios, y asi el cortisol funciona como glucocorticoide y
mineralcorticoide. Las acciones fisiol6gicas del cortisol son variadas, originando a nivel metabdlico un
aumento de las reservas energéticas del animal en plasma (hiperglucemia) (Mazeaud y Mazeaud, 1981;
Pickering, 1981; Schreck, 2000).
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c) Fase de agotamiento

Si la situacién de estrés se mantiene el organismo entra en la tercera fase del sindrome de adaptacion:
fase de agotamiento, los altos niveles de cortisol mantenidos durante un largo periodo, asi como la
activacion del metabolismo para superar la situacién de estrés interfieren con otros procesos fisiolégicos
del animal (crecimiento, reproduccion, sistema inmunitario, etc.), originan situaciones letales para el
animal (Mazeaud y Mazeaud, 1981, Pickering, 1981; Schreck, 2000).

- Respuestas al estrés

En el analisis de las respuestas de estrés en los animales, se distinguen tres tipos de respuestas que se

han clasificado también como primaria, secundaria y terciaria (Wendelaar, 1997).

a) Respuesta primaria.- Consiste en la activacion de los nucleos cerebrales, células adenohipofisarias y
tejido interrenal y cromafin, con un incremento en los niveles de catecolaminas y corticosteroides

adrenales en plasma (Wendelaar, 1997).

b) Respuesta secundaria.- Considerada como las modificaciones fisiolégicas originadas por las
catecolaminas y corticosteroides: aumento del consumo de oxigeno, actividad cardiaca, hiperglucemia,

perturbaciones del balance hidromineral, etcétera (Wendelaar, 1997).

c) Respuesta terciaria.- Se extiende al nivel de organismo y poblacion: inhibicién del crecimiento,
problemas en la reproduccion, perturbacién del sistema inmune y disminucién de la tolerancia a nuevas
situaciones de estrés. Incluye desde el debilitamiento critico de las funciones bioquimicas principales
hasta desérdenes fisiolégicos y morfologicos, cambios en el comportamiento y decremento en los
porcentajes de crecimiento y procesos reproductivos, disminucion en la produccion de crias, incremento
en la susceptibilidad a enfermedades y finalmente la muerte, provocando asi la disminucion de la
poblacion (Mazeaud, et al 1977; Pickering, 1993; Tave, 1994).

La intensidad con la que se presentan estas respuestas parece tener también una predisposicion
genética, lo cual ha dado pauta para llevar a cabo una seleccion de reproductores con mayor resistencia
a estimulos estresantes (Mazeaud, et al 1977; Pickering, 1993; Tave, 1994) cuando se pretende hacer

criaderos con diversos fines, incluyendo el conservacionista.
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AREAS DONDE HABITAN LAS ESPECIES DE Ambystoma EN ESTUDIO

Ubicacion de las areas de estudio en los Estados Unidos Mexicanos

" W T ',_ L "_ 3 . 1 I I . - o i | .
- Culiacdn, _ o Laguna de Totolcingo. .
B Pl » Puebla.
RPN b y Ambystoma velasci .
Lago de Xochimilco. 1 e I
Cd de México. PlE. i \ ﬁw =5

Ambystoma mexicanum

Laguna de Patzcuaro
Michoacan.
Ambystoma dumerilii

Imagen 8. Localizacion de las areas de colecta

- Generalidades sobre el lago de Patzcuaro

El Lago de Patzcuaro se encuentra dentro de una cuenca endorreica de 93,430 ha en el eje volcanico
transmexicano, entre los 19° 31" 41” N, 101° 32’ 25" W y los 19°41’ 8" N, 101° 43’ 3” W. Esta ubicado
50 Km., al sudoeste de la ciudad de Morelia, la capital del estado. Politicamente la cuenca se
encuentra en el estado de Michoacan y abarca porciones de los municipios de Patzcuaro, Quiroga, Villa
Escalante, Nahuatzen e lhuatzio (Gémez -Tagle, 2000).
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La estacion 16087 del Sistema Metereoldgico Nacional reporta temperatura media de 15.8° a 16.7° C
(en un periodo de aproximadamente 20 afios), precipitacion de 566.5 a 1,653.8 mm y evaporacion de
1,351 a 1,810 mm. Dado que algunas variables climéticas para la zona fluctian dentro de ciclos el clima

puede ser clasificado de distintas formas para diferentes periodos (Chacén y Muzquiz, 1997).

Villa JiméJe: 2l —— Para el periodo 1970-1986 su férmula es la
eo

m imb: siguiente Cb(w2)(w)b(i)g indicando un clima

e () samarese  MORELIA subhumedo templado con lluvias en verano e

invierno donde el cociente promedio P / T
(precipitacion / temperatura) se encuentra por
debajo de 55.3 y con una oscilacién térmica anual
baja (5 a 7 °C), la marcha es tipo Ganges con el
mes mas caliente del afio antes del solsticio de

verano (Chacon y Muzquiz, 1997).

Los lagos localizados en cuencas cerradas o
Imagen 9. Localizacion del lago de Patzcuaro, en el estado endorreicas varian en nivel y area en funcion del
de Michoacan. balance hidrico entre precipitacion y evaporacion,

la magnitud de las fluctuaciones depende de la contribucion relativa del agua subterrdnea. Por tanto, los

cambios de nivel son mucho mayores en lagos de cuencas terminales donde no existen aportaciones

significativas por flujos superficiales o0 mantos freaticos (Fritz, et al 1999).

El lago de Patzcuaro se encuentra dentro de una de estas cuencas cerradas y no tiene salidas

superficiales aparentes. Durante las Ultimas décadas este cuerpo ha mostrado un descenso de nivel

drastico de 2,041 a 2,035 m.s.n.m , con un nivel de promedio de 2,037.3 m.s.n.m. entre 1969 y 2000

(Bernal-Brooks, et al 2001).

El lago de Patzcuaro ha presentado cambios de diversa indole a lo largo del tiempo. Estos incluyen
modificaciones en la morfologia y en las caracteristicas del medio acuatico. A través de los ultimos

40,000 afios estos cambios se han debido principalmente a las oscilaciones climaticas de escala

regional y global. Sin embargo, es durante los ultimos 800 afos cuando la influencia del hombre ha

dejado su marca en el lago. Actualmente es dificil distinguir los efectos ocasionados directamente por el

hombre y aquellos ocasionados por fendmenos climéticos “naturales “(Bradbury, 2000).

Algunos autores consideran que el fendmeno obedece al azolvamiento del lago por erosion y

deforestacion de las areas circundantes, o que corresponde al cambio climatico desfavorable que se

refleja en un descenso generalizado de los niveles de agua en los lagos de la mesa central de México,

Bradbury considera que se debe al efecto sinérgico entre ambos (Bernal-Brooks, et al 2001).

La porcién acuatica (area limnética, vegetacion emergente y sumergida) y la vegetacion sumergida

muestran un patrén semejante al area total, en donde la tendencia general es a disminuir (Gomez-

Tagle, 2000).
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En conclusion, el lago de Patzcuaro se encuentra sometido a cambios de nivel estacidnales y a largo
plazo, asociados a las variaciones climaticas a lo largo del afio y a variaciones regionales (Bernal-
Brooks, et al 2000), que incluyen reduccion de la precipitacion y cambio en las constantes térmicas
(Gémez-Tagle, 2000).

Esto es debido entre otras causas a que es una cuenca cerrada, como Cuitzeo y Chapala en donde

ocurre algo semejante (Williams, 1993).

- Generalidades sobre el lago de Xochimilco

El lago de Xochimilco esta ubicado en las coordenadas geogréaficas 19° 16’ latitud norte y 99° 06
longitud oeste a 2240 m.s.n.m. Garcia (1988) reporta para Xochimilco un clima subtipo Cb (w,)(w)(i) w"’,
dentro de un clima general C(w), es decir templado subhimedo con lluvias en verano. Segun las
caracteristicas de este clima es el mas seco de los templados subhimedos. La temperatura del mes
mas frio oscila entre -3 y 18 °C, la precipitacién del mes mas humedo es mayor de 10 veces a la del
mes Mas seco, cuya precipitacion es menor de 40 mm y la precipitaciéon media anual es mayor de 500
mm y menor de 1740 mm. De acuerdo a las nuevas modificaciones de Garcia (1988), la designacion
Cb indica una temperatura media anual entre 12° y 18° C y la temperatura mas caliente menor de 22°C
(Rojas, 1983; Valdez- Madero, 1995).

Las heladas son fuertes y frecuentes en los meses de diciembre, enero y febrero (hasta 50-70 heladas
al afio) aunque se reporta que se presentan desde octubre hasta marzo y termina con los vientos alisios
gue llegan del noroeste. Al parecer son producto de invasiones de masa de aire frio provenientes de la
Sierra Chichinautzin. Se llegan a presentar también nevadas invernales en las cimas montafiosas
(INEGI, 1986).

Las principales corrientes y arroyos que bajan de la zona de montafia a la zona de llanura son: Tilaza,
Tepapantla y Santiago; los canales Apatlaco, el Bordo, Chalco, Amecameca, Cuemanco, Nacional y
Santa Cruz y las lagunas son: El Toro y Texhuilo, ademés la presa San Lucas (INEGI, 1986).

En la zona de conservacion se encuentran lagos artificiales que se localizan en la porcion noreste. El
Huetzalin, y el Acitlalin, cuya extensién es de 50 ha, estdn ubicados en el perimetro externo de
Xochimilco, y el otro en el Deportivo Cuemanco. Su funcién principal es regular las inundaciones que se
suscitan en la zona. Ademas estos lagos artificiales constituyen parte del habitat de algunas
especies, son el escenario principal de las actividades recreativas y forman parte del sistema de
irrigacion de las chinampas (INEGI, 1986).

El origen de los suelos es predominantemente lacustre y palustre. Su material parental es una mezcla
de diversos materiales que se han depositado en diferentes periodos; se han encontrado productos de
origen volcanico, aluvial y organico, siendo este ultimo el predominante. En su mayoria son suelos
organicos, ricos en nutrientes y afectados por el nivel freatico que fluctda en funcién de la época de

lluvia o de estiaje; son de color pardo y muy negros (Rojas, 1983; Valdez-Madero, 1995).
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Por ser una llanura lacustre localizada en una
depresién o zona de acumulacién, todos los
suelos se encuentran bien desarrollados y
maduros, pero presentan dos problemas
importantes: la inundacién y el ensalitramiento
(Rojas, 1983; Valdez-Madero, 1995).

En las partes bajas los suelos son profundos
(de mas de 125 cm.), sobre pendientes que
fluctian de 0 a 5 %, en las partes montuosas
los suelos son generalmente someros; en
estos sitios la profundidad fluctia entre 10 y
30 cm., sobre pendientes mayores de 15%.

Mientras que en las pequefias lomas varian

de 30 a 90 cm., y estan sometidos a

Imagen 10. Mapa del Distrito Federal, capital del pais,
al sureste se encuentra el lago de Xochimilco, en la
delegacion que lleva el mismo nombre.

acciones como la deforestacion que, junto
con la lluvia, pendiente e influencia edlica, han
provocado su degradacion, lo que ha causado el azolve de canales, lagunas y presas, en las partes
bajas (Rojas, 1983; Valdez-Madero, 1995).

A lo largo del tiempo Xochimilco ha sufrido la explotacion de sus manantiales para abastecer de agua al
DF desde principios del siglo XX; y en consecuencia la disminucién de sus mantos freéticos, de tal
manera que ahora se requiere alimentar al lago de Xochimilco con caudales de aguas tratadas en la
planta del Cerro de la Estrella, al ritmo de un metro cubico por segundo. El dafio que ha sufrido la zona
agricola es considerable, existen hundimientos diferenciales en el area de canales, de donde se hacen
necesario tomar precauciones, ya que se observan desniveles entre el area turistica y la rural, de tres

metros que implican inconvenientes dificiles de superar (Rojas, 1983; Valdez-Madero, 1995).

- Generalidades sobre la laguna de Totolcingo

La laguna de Totolcingo (también conocida como el Carmen) se encuentra en la parte central del
municipio de Oriental antes Distrito de San Juan de los Llanos y que mas tarde paso por decreto a ser
municipio, se localiza en la parte centro este del Estado de Puebla. Sus coordenadas geograficas son
paralelos 19° 13'36"" y 19° 27" 36" de latitud norte y los meridianos 97° 30°36"" y 97° 40'24"" de
longitud occidental (INEGI, 1999). Colinda al norte con Libres y Tepeyahualco, al sur con San Salvador
el Seco, al este con San Nicolads Buenos Aires, y al oeste con San José Chiapa y el estado de Tlaxcala
(Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).
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Los Llanos de San Juan son una planicie de origen lacustre, formada por una pequefia cuenca
endorreica, cuya parte mas baja esta ocupada por la laguna de Totolcingo; presentando afloraciones
salinas de tequesquite. Esta planicie ocupada la parte norte de la mesa poblana; limita al norte con las
estribaciones meridionales de la Sierra Norte, al sur con los Llanos de San Andrés, al este con la sierra
de Quimixtlan y al oeste, con el valle de Tepeaca. El municipio presenta como caracteristica orogréfica
principal una topografia plana, que constituye la parte mas deprimida de los llanos de San Juan, con
una altura promedio de 2,360 metros sobre el nivel del mar, ocupado en su mayor parte por la laguna de
Totolcingo (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).

La caracteristica hidrografica principal que presenta el municipio es la existencia de la laguna de
Totolcingo, ubicada en su totalidad dentro de su territorio. Es una laguna intermitente ya que solo
presenta agua cuando las lluvias son muy intensas, por cuestiones de siembra el agua fue desviada de
los riachuelos que llegaban a esta laguna, sobre todo a Alchichica; sus medidas son de 12.5 kilémetros
de largo y un maximo de 4.5 de ancho, que ocupa la parte mas deprimida de la cuenca endorreica de
los llanos de San Juan (INEGI, 1993).

La laguna es llamada también Tequesquital, recibe las aguas de arroyos provenientes de diversas
direcciones y mantiene una gran superficie de su alrededor; inundada temporalmente la laguna de El
Salado; existe otra laguna llamada Ojo de Agua de Totolcingo (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).
En diversas formaciones montafiosas con que cuenta el municipio, se originan NUMEerosos arroyos
intermitentes que al llegar al valle y tras un corto recorrido, en su mayoria desaparecen. Cabe destacar
la existencia de algunos sistemas de canales al noreste del municipio de Oriental (Quiroz de la Vega,
1992; INEGI, 1993).

La mayor parte del municipio estd cubierto de pastizal haléfilo, que ocupa las zonas sujetas a
inundacion que bordean la laguna de Totolcingo constituido por jarrilla y romeritos; en el que pasta
ganado bovino, ovino y caprino (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).

Las zonas montafiosas del noroeste, las estribaciones del cerro Pinto y otros pequefios cerros
presentan desde bosque de pino , hasta matorral desértico rosetofilo, asi como pastizal inducido, nopal
y maguey (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993). En fauna tiene conejo, liebre, coyote y aves
silvestres de diferentes especies (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).

Clima. C wW")(W)(IYg y Bskw”(w)(I') semiseco templado con lluvias en verano y escasas a lo largo de
todo el afio en el centro y al sur; clima templado subhimedo con lluvias en verano solo al noroeste a
2360 m.s.n.m. Temperatura media anual 12-16°C. Precipitacion media anual 400-800 mm. Se llega por
la carretera 129. Se localiza a 80 Km. de la ciudad de Puebla (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).
Aspectos econdmicos: las pesquerias de aterinidos (charales), ciprinidos, ajolotes, acociles y del
crustdceo Cambarellus montezumae han sido mermadas por problemas de desecamiento del lago de
Totolcingo, agricultura de temporal y de riego, acuicultura y captacion de agua (Quiroz de la Vega, 1992;
INEGI, 1993).
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Imagen 11. El circulo indica la ubicacion del lago de
Totolcingo, la cual Puebla comparte con
Tlaxcala.

sido mermadas por problemas de desecamiento del lago de Totolcingo, agricultura de temporal y de
riego, acuicultura y captacion de agua (Quiroz de la Vega, 1992; INEGI, 1993).

En el pasado existieron peces como Chirostoma jordani y anfibios como Ambystoma velasci. Sin
embargo, con el cambio de régimen hidrico de un lago perenne a uno de temporal, finalmente de
llenado episédico, estos organismos practicamente han desaparecido (INEGI y la Coordinacién General
de Ecologia. En la actualidad la laguna de Totolcingo es una laguna terminal (Quiroz de la Vega, 1992;
INEGI, 1993).
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OBJETIVO GENERAL

Comparar y analizar las diferencias morfologicas de las células esteroidogénicas y
cromafines de los islotes adrenales, entre tres especies neoténicas del género

Ambystoma en peligro de extincion que habitan en diferentes localidades.

HIPOTESIS

Si en el nivel interespecifico la estructura de la glandula adrenal de Ambystoma no
muestra un claro patréon taxondémico, entonces es posible que las diferencias en los
tejidos que la constituyen estén relacionadas con la forma en que cada especie enfrenta

el estrés ambiental.

JUSTIFICACION

Los organismos del género Ambystoma, algunos endémicos de nuestro pais, estan en
peligro de extincién por la destrucciéon y contaminacion de su habitat, ademas de que
por ser un organismo base en la trama alimenticia de su habitat, su extincién afectaria
drasticamente a su ecosistema (Cendrero, 1972; Flores, 1993). También se sabe que,
estos urodelos neoténicos, han sido una fuente proteica importante en la dieta de la
poblacion de escasos recursos en varios lugares de la Republica Mexicana (Distrito
Federal, Estado de México, Michoacan, Tlaxcala, Puebla, entre otros), ademas de
atribuirseles diversas propiedades medicinales (Cendrero, 1972; Flores, 1993). Sin
olvidar su importancia en varias ramas de la investigacion biolégica.

Dado el deterioro ambiental, los organismos de este género, en particular las especies
de este estudio estan sometidos a un estrés permanente y en aumento, que reduce
significativamente su calidad de vida, ya que se sabe que es un factor determinante en
la aparicién, establecimiento y propagacion de enfermedades que pueden conducir a la
muerte Sindermann (1977). Por estas razones, se planted la realizacion de un trabajo
enfocado a realizar una comparacién morfolégica y morfométrica de las células
esteroidogénicas y cromafines que participan en la respuesta al estrés entre las
especies Ambystoma mexicanum, Ambystoma dumerilii y Ambystoma velasci. Cada
especie tiene diferente riesgo a la extincién relacionado con las caracteristicas
propias de las lagunas en que habitan (Lagos de Patzcuaro, Xochimilco y Laguna de
Totolcingo respectivamente), su historia evolutiva y la biologia particular de cada
especie (Stebbins, 1995; Halliday, 2002).
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MATERIAL Y METODO

I.Cinco organismos machos y adultos de cada una de las especies Ambystoma dumerilii, Ambystoma
mexicanum y Ambystoma velasci se colectaron en su ambiente natural. En la laguna de Patzcuaro, en
los lagos de Xochimilco y laguna de Totolcingo respectivamente, a la mitad de la estacion de invierno
(1997-1998).

Il. Los organismos fueron trasladados al laboratorio, en donde se verificd su sexo y su estado adulto, se
midieron y se pesaron.

IIl.Dos horas después de su captura fueron anestesiados por inmersién en tricaina metano sulfonato
diluida 1:5000 en agua y sacrificados. Posteriormente se les hizo una incisiéon ventral, se exploraron y
describieron macroscopicamente las glandulas adrenales con la ayuda de un microscopio
estereoscopico, 2.5X).

IV.Las glandulas adrenales, se fotografiaron y se procedié a la diseccién de los rinones y los vasos
aledafios que contienen a los islotes adrenales. Estos fueron fijados en formol amortiguado al 10%, o
con liquido de Orth (para producir la reaccion cromafin), (Ver Apéndice 1).

V. Dos muestras de cada especie fueron lavadas y cortadas por congelacion (cortes longitudinales ventro-
dorsales de 15 ym) y tres muestras procesadas de manera convencional para hacer cortes por parafina
(cortes longitudinales ventro-dorsales de 7-8 um).

VI.Posteriormente los cortes por congelacion fueron tefidos con los métodos histoldgicos de Sudan IV y la
impregnacion argéntica de Llombart y los cortes por parafina tefiidos con las técnicas de Hematoxilina—
Eosina y también con la impregnacién argéntica de Llombart, adaptada para cortes por parafina (10
cortes por técnica separados 30 uym) (ver Apéndice 1 con la descripcion de los métodos).

VII. Con la técnica de H-E se hizo la descripcion general de los islotes. Las reacciones cromafin y
argentafin permitieron la identificacion precisa de las células cromafines y el colorante para lipidos
(Sudan V) identifico claramente las células productores de hormonas esteroides.

VIII. En cortes equivalentes se hizo una descripcion y comparacion histolégica de la glandula adrenal de las

tres especies y se tomaron fotomicrografias representativas.
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IX. Se realizé un analisis morfométrico con microscopia 6ptica para cada especie, el cual consistié en la
utilizacion de un micrometro ocular para medir el diametro mayor y menor de cada islote con un
objetivo de 10x (diez islotes de la porciéon media-caudal por cada especie).

X.Se determiné la densidad de cada tipo celular (células esteroidogénicas, células cromafines y neuronas
simpaticas) en un area de 0.37 mm? (10 islotes de la porcién media-caudal por cada especie). Se
eligieron los islotes mejor definidos y en los que los dos tipos de células se diferenciaban claramente.

XI.Se tomaron las dimensiones (diametros mayor y menor) de las células esteroidogénicas, de las células
cromafines y de las neuronas con un objetivo de 40x, y de los nucleos de las células cromafines y
esteroidogénicas (40x) (en 10 células con nucleo y nucleolo de cada tipo, por organismo).

Xll.Todos los datos numéricos se analizaron mediante la estadistica no paramétrica de Kruskal Wallis

(p<0.05).
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RESULTADOS

- Descripcion general de las glandulas adrenales de Ambystoma

La observacion con la ayuda del microscopio estereoscopico (2.5X), mostré que la glandula adrenal de
Ambystoma esta formada por una hilera de islotes de color blanquecino localizados en la superficie
ventral del rindn cerca del borde medial, variando un poco la distancia de este borde. Son mas grandes
y abundantes en la porcion media (M) y caudal (CA), van disminuyendo en numero y tamafno hacia la
parte cefalica (cabeza de flecha) (Fig. 1). En forma dispersa algunos islotes continuan fuera del rifién

sobre la pared de la vena cava. Los islotes estan relacionados con vasos de pequefo y mediano calibre,

(vénulas y venas renales eferentes).

Fig. 1 Observacion de los islotes adrenales sobre la
superficie ventral del riidn (R) cerca del borde medial,
aparecen como una linea luminosa de color blanquecino.
En la parte cefalica (cabeza de flecha) hay una menor
cantidad de ellos y van aumentando hacia la zona media
(M) y caudal (CA), de este 6rgano.
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- Analisis macroscopico: Distribucién comparativa de los islotes adrenales de A. dumerilii, A. mexicanum y

A. velasci sobre la superficie longitudinal ventral del rifién

+

Los islotes de Ambystoma dumerilii miden 3010 -

4927 x 365 * 56.7 um en promedio. De la parte
cefélica a la caudal: Se encuentran islotes pequefios y
bien definido, conforme descienden en la parte media
va aumentado el numero y tamafio de estos y
finalmente se distribuyen irregularmente y en gran
cantidad, menos definidos por su cercania entre unos y
otros (Fig. 2; Grafica 1). En el recuadro se observa una
ampliacion que muestra los islotes de mayor tamafio al
retirar la membrana que los cubre (peritoneo visceral).
Los islotes caudales estan mas alejados del borde
medial renal.

Fig. 2 Rifén de A. dumerilii conteniendo los islotes
(71), que conforman la glandula adrenal (In situ,
2.5X), recuadro 8X.

Los islotes adrenales de Ambystoma mexicanum miden en
promedio 2800 * 448.4 x 685 * 38.0 um. En esta especie se
distribuyen pequefos y aislados en el extremo cefalico y en una
linea continua van aumentando en numero y tamafo conforme
descienden hacia parte media y caudal del rindn, de forma ovoide y
blanquecina, transversales al borde longitudinal renal, en algunos
casos los islotes se alejan un poco del borde renal (Fig. 3; Grafica
1), sobre todo hacia la parte caudal.

Fig. 3 Rifidén de A. mexicanum con islotes adrenales ovales
>, formando peldafios. Se observan mas nitidos y su forma
es mas regular que la especie anterior (In situ, 2.5X)

Los islotes adrenales de Ambystoma velasci son significativamente
pequefios en comparacion a las especies anteriores miden 484 * 69.4
x 127 * 12.2 um en promedio. En la parte cefalica son algo dispersos
pero de la parte media a la caudal del rifiédn son muy abundantes,
homogéneos y forman una hilera continua sobre el borde medial de
cada rindn. Sin embargo no llegan al extremo caudal. A medida que
se extienden fuera del rifidn sobre las paredes vasculares, se
observan mas dispersos (Fig. 4; Grafica 1).

Fig. 4 Rifién de A. velasci con los islotes adrenales (V)
se observan como una linea en la parte media a la
caudal (In situ, 2.5X).
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- Analisis microscopico. Descripcion general en Ambystoma

El analisis microscépico con las diferentes técnicas histolégicas, reveld que cada islote esta constituido
por células esteroidogénicas (CE) (Fig. 5), células cromafines (CC) (Fig. 6), neuronas simpaticas (NS) y
fibras nerviosas (FN) (Fig. 7) preganglionares simpaticas, estos tres ultimos elementos forman el tejido
cromafin. Los islotes estan soportados por tejido conjuntivo fibroso entre las paredes vasculares y los
tubos renales del borde medial. Las células esteroidogénicas se localizan preferentemente hacia los

tubulos renales y las células cromafines hacia la pared de los vasos renales.

Fig. 5. Células esteroidogénicas Fig. 6. Células cromafines (CC) de Fig. 7 Neurona simpatica (NS)
(CE) de las adrenales de las adrenal de Ambystoma sp. Se y fibra nerviosa de la adrenal
Ambystoma sp. Los liposomas observan granulos argentafines en de Ambystoma sp. Estas
de color rojizo se evidencian ellas. 500X (Llombart). Barra = 40 forman parte del tejido
por el tipo de tincion. 500X um. cromafin. 1250X (Llombart).
(Sudan IV + H-E). Barra = 40 um Barra = 14 um.

De acuerdo con la afinidad tintorial mostrada, las células esteroidogénicas son ligeramente acidofilas y
sudandfilas (Fig. 5, Técnica Sudan IV + H-E 500X), mientras que las células cromafines son ligeramente
basdfilas, e intensamente cromafin y argentafin positivas (Fig. 6, Técnica Llombart, 500X); las neuronas
simpaticas, son cromafin negativas y débilmente argentafines (Fig. 7, Técnica Llombart, 1250X).

Se localiza un gran fasciculo (F) longitudinal principal de fibras nerviosas paralelo al borde longitudinal
renal en posicion medio-caudal y otros pequefios en direccidén diversa que se dirigen a los grupos de

células cromafines (CC) y neuronas simpaticas (NS) (Fig. 8. Técnica Llombart, 500X).
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Fig.8 Corte histologico de adrenal de Ambystoma Fig. 9. Acercamiento a dos células

sp. Se observan los componentes del tejido cromafines destacando los granulos de
cromafin, neuronas simpaticas (NS), fibras adrenalina que son pardos y los mas
nerviosas formando un fasciculo (F) y células intensos de noradrenalina. 1250X
cromafines (CC). 500X (Llombart). Barra = 40 um. (Llombart). Barra = 14 um.

No se observé diversidad celular en el tejido esteroidogénico ni en el cromafin, aunque en este ultimo se
pudieron identificar en las células dos tipos de granulos: pardos y densos. Hay predominio de granulos
densos que se ha documentado corresponden a granulos de noradrenalina (Fig. 9, Técnica Llombart,
1250X).

a) Descripcidn de las glandulas adrenales en Ambystoma dumerilii.

Los islotes adrenales de Ambystoma dumerilii miden 3010 * 492.7 X 365 * 56.7 um (Grafica 1). En ellos
la densidad celular es de 140.5 *20.0 CE, de 100.7 *9.26 CC y 74.8 *6.35 NS, en un area de 0.37 mm?
(Grafica 2) y fibras nerviosas preganglionares simpaticas. Las células esteroidogénicas en arreglo
cordonal suelen estar periféricas a los tubulos renales (TR), y estan cercanas al tejido cromafin,
formado por grupos densos de células cromafines y neuronas simpaticas (Fig. 10 y 11, Técnica de
Llombart, 30X y 80X). El tejido cromafin es muy abundante en el tejido conjuntivo interrenal que bordea
los vasos sanguineos (VS) y al tejido esteroidogénico, pero también se entremezcla con €l en forma
irregular; esta condicién no se observa en Ambystoma mexicanum, ni en Ambystoma velasci (Fig. 11 y
14 Técnica de Llombart, 80X y 200X).

Se observaron células esteroidogénicas (28.5 * 1.6 x 16.5 * 1.3 um), su nucleo es central (12 * 0.8 x
10 * 0.5 um) (Graficas 5 y 6) exhiben cromatina grumosa y en el citoplasma contienen numerosos
liposomas (Fig. 12 y 13, Técnica Sudan, 80X y 500X). Las células esteroidogénicas (CE) son un mas

abundantes que las cromafines (CC), en un area de 0.37 mm? (Gréfica 2).
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Fig. 10. Vista panoramica de los
rinones (TR) con los islotes
adrenales en el borde medial de
A. dumerili. Destacan en negro
las células cromafines (CC).
Vasos sanguineos (VS). 30X
(Llombart). Barra = 450 um.

Fig. 12 Islotes adrenales de A. dumerilii.

Se observan de color rojizo a

los

cumulos de células esteroidogénicas
(CE). 80X (Sudan IV + H-E). Barra = 120

um.

Fig. 11. Islotes adrenales de A. dumerilii, las células cromafines (CC) se
observan negras por las granulaciones argentafin positivas, cada islote
presenta una condicién de entremezcla de los tres tipos celulares. Tubulos
renales (TR), vasos sanguineos (VS). 80X (Llombart). Barra = 120 um.

Fig. 13 Corte histologico de adrenal en A. dumerilii. Las células
esteroidogénicas (CE) de color rojizo, el citoplasma contienen
numerosos liposomas, los cuales se destacan con este tipo de
tincion; al centro se observan algunas células cromafines (CC).
500X (Sudan IV + H-E). Barra = 40um.
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Las células cromafines (26.5 * 2.5 x 16.2 * 1.0 um) son
irregulares en forma y tamafo, con un nucleo que mide en
promedio 12.0 * 0.89 x 10 * 0.52 um (Gréficas 3 y 4) con
cromatina laxa y nucleolo evidente; el citoplasma muestra
abundantes granulaciones cromafin y argentafin positivas
(Fig. 10,11, 14, y 15. Técnica de Llombart, 30X, 80X, 200X
y 500X). Se observaron granulos pardos y densos, los

granulos densos corresponden a la noradrenalina (N)

(Fig.16, Técnica Llombart, 1250X).

Otro rasgo distintivo de esta especie es la gran abundancia

Fig. 14 Islote adrenal de A. dumerilii. de neuronas simpdticas (NS) (Fig. 14 y 17, Técnica de
Se observan_ células esteroidogénica}s
(CE), cromafines (CC) y la abundancia Llombart, 200X y 500X; Grafica 2), casi en paridad con las

de neuronas simpaticas (NS). 200X

(Llombart). Barra = 160 um. i ) ) B .
células cromafines (1:1). Se localizan en el tejido conjuntivo

perivascular y también se entremezclan con las células esteroidogénicas y cromafines, entre
ellas se observan abundantes fibras y terminaciones nerviosas (FN) (Fig.17), Técnica de Llombart,
500X).

Fig. 15 A la izquierda. Corte
histolégico de adrenal de A.
dumerilli. Se observa gran
abundancia de células
esteroidogénicas, hacia los
tubulos renales (TR). Células
cromafines (CC). 200X (Llombart).
Barra = 160 um.

Fig. 16. A la derecha. Corte
histologico de adrenal de A.
dumerilii. Destacan ocho células
cromafines (CC), la mayoria con
gran cantidad de granulos de
noradrenalina. Nucleo (N). 1250X
(Llombart). Barra = 14 um.
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Fig. 17 Corte histologico de adrenal de A. dumerilii. Se
destaca un fasciculo nervioso (FN), y neuronas
simpaticas (NS). Células esteroidogénicas (CE), célula
cromafin (CC), vasos sanguineos (VS). 500X (Llombart).
Barra =40 um.

La inervacion es muy abundante en el tejido
cromafin, los tractos nerviosos (FN) que
entran a él por el borde caudal medial del
rindn, se ramifican ampliamente para inervar a
las células cromafines y neuronas simpaticas
mediante  botones  terminales.  Suelen
observarse aposiciones somales o abrazantes
entre células cromafines y neuronas

simpaticas.

Es notable la presencia de un gran paraganglio no cromafin, localizado en el tejido conectivo entre la

porcién caudal del rifidn y la cloaca. En este se observan neuronas paranglionares (NP), semejantes a

las neuronas simpaticas descritas en el tejido adrenal y presenta abundantes fasciculos, fibras (FN)

y terminaciones nerviosas (Fig. 18, Técnica Llombart, 500X)
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Fig. 18. Corte histolégico de
glandula adrenal de A. dumerilii. Se
observan abundantes fasciculos y
fiboras  (FN). Las neuronas
paraganglionares (NP) exhiben
cromatina laxa y un nucleolo, como
las neuronas simpaticas adrenales.
No presenta células cromafines.
500X (Llombart). Barra = 40 pum.



b) Descripcién de las glandulas adrenales en Ambystoma mexicanum

Los islotes adrenales de Ambystoma mexicanum miden 2800 * 448.4 x 685 * 38.4 um (Grafica 1). En
ellos la densidad celular es de 307.8 * 24.1 CE, de 135.6 * 10.6 CC y de 31.05* 4.2 NS, en un area de
0.37 mm? (Grafica 2) y fibras nerviosas preganglionares simpaticas. Los islotes pueden verse

claramente separados por tejido conjuntivo fibroso (TC). Las células esteroidogénicas y cromafines que
forman cada islote se encuentran interrelacionadas y en localizacién precisa entre los tubulos renales

mediales y la pared de los vasos que se localizan en el tejido interrenal. Varios grupos de células

esteroidogénicas (CE) y células cromafines (CC) forman cada islote (Fig. 19 y 20, Técnica de cromacién
+ H-E, 200X)

Los grupos de células esteroidogénicas se
encuentran cerca o bordeando tubulos
renales (TR); la disposicion de los conjuntos
de células cromafines tienen varias formas:
circulares (@), semicirculares (X) o lineales
(—) (Fig. 19y 20, Técnica de cromacion + H-
E, 200X). Las células cromafines pueden
variar de tono, ya que la cantidad de
granulos de adrenalina y noradrenalina es

diferente en cada una.

Fig.19 Corte histoldgico de adrenal de A. mexicanum. Cuando las células cromafines se organizan

Observamos de color claro a las células esteroidogénicas en forma circular estan alrededor de
(CE) y de color pardo a las células cromafines (CC). Tejido equefios vasos sanguineos (VS) en este
conjuntivo (TC). 200X (Cromacion + H-E). Barra = 160 pum. peq 9
caso células esteroidogénicas y cromafines
pueden o no estar adyacentes; en cambio
cuando tienen la forma semilunar o cumulos
lineales estan en contacto directo unas con
otras, de manera caracteristica (Fig. 19 y 20,

cromacion + H-E, 200X).

Fig. 20 Corte histolégico de adrenal de A.
mexicanum. Se observan las tres disposiciones
circular ( © ), semicircular ( () y lineal ( N ) que
adoptan las células cromafines, acompafiando a los
grupos de células esteroidogénicas (CE) y rodeando a
los vasos sanguineos (VS). 200X (cromacion + H-E).
Barra = 160 pum.

Es interesante observar que cuando las células cromafines (CC) adoptan una forma de semilunar por

encima de los grupos de células esteroidogénicas (CE), es en direccion hacia el area vascular; en
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general, las CC no hacen contacto con los tubulos renales (TR). En cuanto a la densidad numérica, las
células esteroidogénicas son mas abundantes que las cromafines, como se indica en la grafica 2 vy al
principio de la descripcion.

Las células cromafines miden 29.75*25 x 16.5*1.7 um, se observan mas pequefias que las
esteroidogénicas, estas Ultimas con 37.75* 12.2 x 23.25 * 1.7 um (Gréficas 3 y 5), pero los nucleos son

de tamano semejante; los de células esteroidogénicas 16.25* 1.6 x 10.75* 0.6 um vy los nucleos de

células cromafines 15.5* 1.3 um x 10.0 * 0.3 um (Gréficas 4 y 6). El citoplasma de las CC se observa

denso y lleno de granulos cromoargentafines, puestos en evidencia por el bicromato de potasio (Fig. 20
y 21, Técnica cromacion + H-E 200X) y con la plata (Fig.21, Técnica Llombart, 200X), las CE contienen
una gran cantidad de liposomas (pequefias gotas lipidicas), demostradas con la técnica para lipidos
(Fig.22, Técnica Sudan IV + H-E, 80X). Ambas células se observan, de manera especifica en el tejido

fijado con bicromato de potasio (cromacion) y tefido con Sudan IV (Fig. 23, Técnica Sudan IV + H-E,

500X).

Fig. 21 Corte de adrenal de A. mexicanum. Se Fig. 22 Corte de adrenal de A. mexicanum. Se
observa el citoplasma de las células cromafines observan tefidas de rojo las células
(CC), denso y lleno de granulos esteroidogénicas (CE) por la gran cantidad de
cromoargentafines, puestos en evidencia por el liposomas. 80X (Sudan IV + H-E).

bicromato de potasio y la plata. Células
esteroidogénicas (CE), neuronas simpaticas (NS).
200X (cromacién + Llombart). Barra = 160um.
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Las neuronas simpaticas (NS) casi no penetran en los islotes, se encontraron sobre todo en el tejido
conjuntivo interrenal, miden 26.25 * 1.7 x 17.75 = 1.1um (Gréfica 7). Tanto las neuronas como las
células cromafines comparten un origen comun. Las neuronas (NS) no son cromafines, aunque si
débilmente argentafines (Fig. 21, Técnica de Llombart, 200X). Se pudieron observar fasciculos, fibras
(Fig. 24. Técnica de cromacion + H-E, 200X) y terminaciones nerviosas sobre las células cromafines y

neuronas simpaticas.

Fig. 23 Corte histolégico de la adrenal de Fig. 24 Corte histologico de la adrenal
A. mexicanum. Se observa en contacto de A. mexicanum. Se observan las
células esteroidogénicas (CE) y células cuatro estructuras basicas en la glandula
cromafines (CC), se evidencian de color adrenal CE, CC, NS y fibras nerviosas
rojo los liposomas con el Sudan IV y las preganglionares simpaticas (FN). 200X
células cromafines a la derecha de color (cromacion + H-E). Barra = 160 um.

cromo. 500X (cromacién + Sudan IV + H-
E). Barra = 40 um.
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c) Descripcion de las glandulas adrenales en Ambystoma velasci.
Los islotes son significativamente pequefios 484 * 69.4 x 127 * 12.2 um comparados con las otras dos

especies (Grafica 1), abundantes y cercanos entre si hacia la porcion media del rifidn (Fig.25 y 26,
Técnica cromacion + H-E, 200X) y van disminuyendo en numero y tamafo hacia la parte cefalica y
caudal. La densidad celular de los islotes es la siguiente 117.24 = 13.0 CE, 91.3 *11.3 CCy 32.13*5.0
NS, en un area de 0.37 mm? (Gréfica 2).

El anélisis microscopico reveld que las células esteroidogénicas y cromafines que forman cada islote se
encuentran juntas pero no intercaladas, se observa el limite entre cada tipo celular, las células
cromafines (CC) en contacto con los vasos renales y las células esteroidogénicas (CE) polarizadas
hacia el tejido renal (Fig.26, 27, Técnica cromacién + H-E, 200X), haciendo contacto con los tubulos

renales (TR) y en ocasiones también con los glomérulos renales.

TR gl X W

§3\)
D

Fig. 25 Corte histologico de adrenal
de A. velasci. Se observa una hilera
de islotes que forman a la glandula
en el borde medial del rifion. Sélo
destaca el tejido cromafin ( N ).
Tdbulos renales (TR), vasos
sanguineos (VS). 80X (Cromacién +
H-E). Barra = 120 um.

Fig. 26 Corte histoldgico de adrenal
de A. velasci. Se observa un islote
formado por células cromafines (CC)
color pardo y adyacentes a las
células  esteroidogénicas  (CE).
Tdbulos renales (TR), vasos
sanguineos (VS). 200X (cromacion
+ H-E). Barra = 160 um

Fig. 27 Corte histologico de adrenal
de A. velasci. Se observan la células
esteroidogénicas (CE), hacia los
tubulos renales (TR) y las células
cromafines (CC) dirigidas a los
vasos sanguineos (VS) del borde
renal. 200X (cromacién + H-E).
Barra = 160 pum.

Al igual que en las otras especies, grupos compactos de CE, CC, neuronas simpaticas y algunas fibras
forman los islotes adrenales. Las células esteroidogénicas predominan sobre las cromafines (Grafica
2). Las CE son poliédricas con una gran cantidad de liposomas sudandfilos (Fig. 28 y 29. Técnica
Sudan IV + H-E, 200 y 500X), miden en promedio 25.5* 1.8 x 13.2 * 1.1 um (grafica 5). El nucleo de
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las células esteroidogénicas tiene una forma oval, mide en promedio 15.5*0.8 x8.5* 0.6 um
(Gréfica 6).

Fig. 28 Corte histologico de A. velasci. Se observan CE y Fig. 29 Corte histolégico de adrenal de A. velasci. Con
CC en contacto, formando parte del islote adrenal. Tubulos esta técnica resaltan los liposomas sudandfilos de las
renales (TR). 200X (Técnica de Sudan + H-E). Barra = 160 células esteroidogénicas (CE). 500X (Sudan V). Barra =
pm. 40 pm.

De manera semejante a A. mexicanum, las células cromafines (CC) se observan adyacentes a las
neuronas simpaticas y fibras nerviosas hacia el tejido interrenal. Las células cromafines en ocasiones,
se encuentran independientes de las células esteroidogénicas (CE), bordeando los vasos renales y
otras estan estrechamente asociadas a las CE, organizandose en cordones, generalmente formando
una cubierta en forma de casco. Tienen en promedio de 18.75*1.35 x 11 * 0.8 um, con un ntcleo oval o
triangular de 14 * 0.6 x 8.25 * 0.5 um) (Graficas 3 y 4). El citoplasma de las CC es escaso pero emite

prolongaciones, en el que se observan granulos cromafin y argentafin positivos (Fig. 30, Técnica

Llombart, 500X).

Fig. 30 Corte histologico de adrenal de A.
velasci. Células cromafines (CC) con
prolongaciones, se observan granulos
cromafines y argentafin positivos. 500X
(Llombart). Barra = 40 pm.
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Las neuronas simpaticas tienen una densidad numérica menor que las células cromafines, se

encuentran en mayor proporcion en tejido conjuntivo interrenal. Las neuronas miden 35.2 * 4.8 x 21*

1.3 um (Grafica 7), débilmente argentafines y no cromafines (Fig. 31, Técnica H-E, 1250X)

Fig. 31 Corte histolégico de adrenal de A. velasci. Fig. 32 Corte histolégico de adrenal de A. velasci.
Se observan neuronas simpaticas (NS) en el tejido Se observa un gran fasciculo (F) de fibras nerviosas
conectivo interrenal. 1250X (H-E). Barra = 14 um. y células cromafines (CC) en el borde renal. 200X

(H-E + cromacién). Barra = 160 pum.

Se observa un gran fasciculo (F) longitudinal de fibras nerviosas que entra por el limite caudal y varios

fasciculos pequefios en direccién diversa. La inervacion es menos conspicua en esta especie (Fig. 32,

Técnica H-E + cromacion, 200X).
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- Estadistica de Kruscal Wallis

RESULTADOS ESTADISTICOS. Prueba de Kruskal Wallis. Variable: Especie

Todos los parametros evaluados reportan diferencias estadisticamente significativas entre las
especies (p<0.05) con excepcion de los numeros que estan sefialados.

TIPO DE COMPONENTE Chi-Square df Asymp. Sig
Islotes adrenales Diametro mayor 18.512 2 .000
Diametro menor 23.819 2 .000
Cél. Crom.
7.087 2 .029
Densi lular Cél.Estero.
ensidad celula 18.577 2 000
Neuronas
17.055 2 .000
Células cromafines Didmetro mayor 10.342 2 .006
Diametro menor 10.846 2 .004
Ndcleos de Células Diametro mayor 5.734 2 .057
cromafines
Diametro menor 7.323 2 .026
Células esteroidogénicas Diametro mayor 8.020 2 .018
Diametro menor 17.830 2 .000
Nucleos de Células Diametro mayor 6.680 2 .035
esteroidogénicas
Diametro menor 5.657 2 .059
Neuronas Diametro mayor 8.774 2 .012
Diametro menor .897 2 .086
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DISCUSION

Esta bien establecido que la estructura de la glandula adrenal ha experimentado considerables
variaciones durante la evolucion, con patrones caracteristicos para las distintas clases de vertebrados.
Sin embargo existen pocos estudios avocados a analizar las diferencias en los otros niveles

taxonomicos.

En particular en anfibios, en el nivel de orden, familia y género se tienen los trabajos de Grassi y Accordi
(1983; 1986) y entre especies el trabajo de Accordi y colaboradores (1984). En estos estudios, los
autores sugieren que no existe un solo tipo “urodeliano” de glandula adrenal, sino varios patrones, de
acuerdo a la distribucion, numero y tamafo de los islotes, su distancia del borde medial y la
compactacion de los dos tejidos que los constituyen. Y concluyen que los urodelos muestran una gran

variabilidad en la estructura de la glandula adrenal sin un claro patron taxonémico.

La fisiologia nos ofrecié otro enfoque, diferente del taxondmico, de abordar el entendimiento de la
variabilidad estructural de la glandula adrenal entre los urodelos. Por esta razén, las diferencias
encontradas en la estructura (anatomia e histologia) de la glandula adrenal de Ambystoma mexicanum,
A. dumerilii y A. velasci, las analizamos con énfasis en la respuesta al estrés. Consideramos que estas
especies, representan un modelo natural de estrés por estar en peligro de extincién; asimismo, sus

diferencias bioldgicas y medioambientales nos dieron otros elementos para hacer dicho analisis.

Este estudio anatdmico e histolégico, mostré variaciones interespecificas en la estructura de la glandula
adrenal dentro del género Ambystoma, tanto en el aspecto histolégico como en el anatémico. No parece
que las diferencias encontradas, estén relacionadas con la posicién filogenética de las especies
(Shaffer, 1984; Shaffer y McKight, 1996, citados por Larson et al, 2003) como lo mencionan Grassi y
Accordi (1983; 1986) y Accordi y colaboradores (1984).

La anatomia de la glandula adrenal de las tres especies de Ambystoma muestra islotes distribuidos en
forma lineal sobre el borde medial y ventral de los rifiones. Ademas, pequefios islotes se contindan
hacia la cavidad celomica sobre las paredes de la vena cava. En general no tienen inmersién en el
tejido renal aunque colindan con los tubulos urinarios del borde medial. Son mas grandes y abundantes
en la porcién media-caudal que en la cefélica del rindn. Este tipo de distribucién general coincide con el
patrén anfibio, “tipo urodelo” descrito previamente (Hanke, 1978), sin considerar las amplias diferencias
encontradas.

Los islotes adrenales de Ambystoma estan siempre en relacién con venas renales eferentes, lo cual se
atribuye mas a un requerimiento funcional que a una relacioén filogenética, ya que como glandula
endocrina requiere un gran suministro vascular (Grassi y Accordi, 1986), sin olvidar que su distribucion y
complejidad reflejan también la evolucidn del sistema urogenital (Balment, et al 1980). Sin embargo, la
asociacion con venas grandes y de mediano calibre determina que la distribucién de los islotes

adrenales sea mas dispersa en la porcion cefalica y su mayor abundancia hacia la porcion media
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y caudal del rifidn en donde se localiza la mayor cantidad de vasos de mediano calibre, como se ha
descrito en la organizacion de la glandula adrenal de urodelos y anuros arcaicos (Grassi y Accordi,
1983).

La cercania de los islotes, su tamano y el grado de asociacién del tejido esteroidogénico y cromafin,
ubica a las glandulas adrenales de Ambystoma relacionadas con la familia Salamandridae, en donde los
islotes son mas cercanos y sus dos tejidos tienen mas interrelacion que en los urodelos considerados
mas antiguos (Grassi y Accordi, 1983, 1986). Se ha reportado también que entre los urodelos, los
grupos mas avanzados muestran islotes mas grandes que tienden a formar un cordén pareado sobre el
borde renal y que hay una tendencia evolutiva a una mayor mezcla, asociacion y organizacion entre los
dos tejidos, favoreciendo que los sistemas vascular y nervioso ejerzan un control mas directo y preciso
de la actividad endocrina (Belamy, 1971; Carsia y Malamed, 1989). En relacion con estos puntos, en
éste género, no se encontré ninguna tendencia evolutiva ya que: A. dumerilii mostré los islotes mas
grandes pero irregulares en tamafo, forma y distribucion y A. velasci los mas pequefios y regulares,
formando un cordén. La mayor mezcla de los tipos celulares se encontré en A. dumerilii y la mayor
organizacién de los tejidos esteroidogénico y cromafin en A. velasci. Hay mayor semejanza en
distribucion y tamano entre los islotes de A. mexicanum y de A. dumerili, a pesar de estar
filogenéticamente mas lejanos entre si, que cualquiera de ellos con A. velasci (Shaffer, 1984; Shaffer y
McKight, 1996, citados por Larson et al, 2003).

Consideramos que desde el punto de vista fisioldgico existen mas elementos para correlacionar con la
morfologia ya que, la interrelacion de los tejidos esteroidogénico y cromafin es importante para
responder a las presiones ambientales (estrés), pues ademas de las hormonas que cada tejido produce
en forma independiente, hay influencias paracrinas reciprocas, en donde las células cromafines actuan
localmente para regular la secrecion de las células esteroidogénicas (De Roos 1978, Delarue, et al
1992, Leboulenger, et al 1993) y éstas a su vez actian sobre las células cromafines, favoreciendo la
transformacion de noradrenalina en adrenalina (Ciaranello, et al 1976). En las especies en las cuales,
sus dos tejidos estan mas separados tienen poca probabilidad de ejercer estas influencias. En los
vertebrados que tienen estrechamente asociados los tejidos esteroidogénico y cromafin, la produccion
de adrenalina supera a la noradrenalina de manera proporcional al grado de asociacion (Paniagua,
1983). Ademas se ha demostrado que el tejido cromafin de anfibios produce serotonina que actia como
regulador local de la esteroidogénesis y puede contribuir a la respuesta coordinada de los dos tejidos
durante condiciones de estrés (Delarue, et al 1992).

Del mismo modo que en otros anfibios, sélo se observé en el tejido esteroidogénico un tipo celular
(Nussdorfer, 1986), implicado en la regulacion del equilibrio electrolitico, como lo sugiere su cercania al
tejido renal. Sin embargo, en los anfibios se ha comprobado la presencia tanto de aldosterona como
corticosterona; esta dicotomia hormonal no implica necesariamente diversidad celular ya que, en los
anfibios, los compuestos activos en el equilibrio electrolitico e hidrico del cuerpo tienen efectos en el

metabolismo de la glucosa y viceversa (Hoar, 1978; Accordi, et al 1984; Nussdorfer, 1986). Esto indica
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la participacion de estas células en ambas funciones, en particular en el sostenimiento del estado de
estrés mediante sus efectos glucocorticoides.

En A. velasci, los islotes son pequenos, sus dos tejidos estdn muy asociados y las células tienen
dimensiones significativamente menores, lo que sugiere una mayor eficiencia en sus funciones. Esto
relacionado con su condicién de neoténico facultativo y su capacidad de explotar los dos ambientes.
Esta especie es la que debe presentar los cambios mas agudos tanto de mineralocorticoides como de
glucocorticoides durante la metamorfosis y colonizacion del ambiente terrestre, en contraparte, las
especies neoténicas obligadas estarian en una situacién mas crénica en cuanto a la liberacion de éstas
hormonas, asi mismo su tejido esteroidogénico estd mas desarrollado, sobre todo en A mexicanum
(Grassi y Accordi, 1983, 1986).

En el tejido cromafin se reconocieron dos tipos de granulos, los de adrenalina son pardos y densos, y
los de noradrenalina son granulos de centro muy denso y un halo claro, estos ultimos fueron
predominantes en las tres especies de Ambystoma, esto coincide con los reportes de predominio de
células elaboradoras de noradrenalina en urodelos (Grassi y Accordi, 1986), y permite sugerir para
Ambystoma una situacién semejante a la reportada para algunos urodelos y todos los anuros (Mastrolia
y col, 1986, 1989; Carsia y Malamed, 1989) pero no para urodelos antiguos, en los que no se distingue
ningun indicio de diversidad celular con base en la ausencia de granulos de adrenalina (Grassi y
Accordi, 1983, 1986). Se sabe que la adrenalina tiende a aumentar en los grupos filogenéticamente mas
recientes.

Se ha documentado que la contigliidad con el tejido esteroidogénico determina la diferenciacion de las
células de noradrenalina en células elaboradas de adrenalina, en algunos anuros se ha indicado ya
un predominio de células productoras de adrenalina (Leboulenger, 1993).

En A. dumerilii es notable la gran cantidad de células cromafines extraadrenales. Asi también, la
presencia de una gran poblaciéon de neuronas simpaticas en el tejido cromafin adrenal y extraadrenal.
Ademas, estas neuronas forman un gran paraganglio entre la cloaca y los rifiones. La presencia de una
gran cantidad de neuronas simpaticas pudiera sugerir que se trata de una especie mas antigua que A.
velasci y A. mexicanum, ya que se sabe que evolutivamente hay una tendencia a la disminucion de
estas neuronas por su transformacién en células cromafines y la inhibicion de la readquisicion del
fenotipo neuronal. Sin embargo este aspecto ha sido documentado sobre todo en mamiferos, donde la
centralizacion del tejido cromafin define en gran parte este fendmeno (Carsia y Malamed, 1989). No
obstante, podria darse también una explicacion funcional, ya que el gran desarrollo y dispersion del
tejido cromafin adrenal pudiera estar relacionado con una hiperreactividad al estrés, mientras que el
extraadrenal y el paraganglio caudal, pudieran estar vinculados con otras funciones, como hacer ajustes
vasopresores constantes con elevaciones caudales de presion sanguinea, dado que A. dumerilii habita
el lago de Patzcuaro que es un cuerpo de agua profundo (hasta 12.5 m. en algunos lugares), a
diferencia de A mexicanum y A velasci que habitan cuerpos de agua someros, cuya profundidad oscila

entre 1 y 4 m. Esto se fundamenta en la informaciéon de que el tejido cromafin
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extraadrenal produce solamente noradrenalina, hormona que tiene como uno de sus principales efectos
la elevacion de la presion sanguinea (Del Conte, 1976). Asi mismo, A. dumerilii es una especie
neoténica obligada igual que A. mexicanum, pero a diferencia de esta ultima, no es viable si
eventualmente la metamorfosis sobreviene; en contraparte A. velasci, como neoténico facultativo tiene
la opcién de transformarse en salamandra y colonizar el medio terrestre. Por ende, puede postularse
que el tejido cromafin que es el que da la alarma y quien realiza los primeros ajustes metabdlicos frente
a los estresores medioambientales, estda mas desarrollado en las especies de Ambystoma que no tienen
la opcion de responder a dichos estresores experimentando la metamorfosis, por lo que tienen una
mayor reactividad al estrés (De Roos y De Roos, 1977). Se sabe que por estimulo nervioso, las
catecolaminas liberadas inducen un aumento inicial de glucosa que es una de las primeras respuestas
para enfrentar rapidamente los cambios ambientales estresantes.

Asimismo, la adrenal de las especies neoténicas tiene mayor densidad y tamafio de células
esteroidogénicas, cuyas hormonas con actividad glucocorticoide estan involucradas en el sostenimiento
del estado de estrés y se encuentran elevadas en organismos con estrés crénico (Schreck, 2000).

En el unico trabajo a nivel interespecifico en el género Euproctus, Accordi y colaboradores en 1984
reportan que a pesar de las diferencias anatdmicas, las tres especies de Euproctus por ellos estudiadas
muestran en el nivel histoldégico una gran uniformidad. Sin embargo nosotros en el género Ambystoma
encontramos grandes diferencias histolégicas entre las tres especies. Al igual que en el nivel anatémico,
estas diferencias fueron menores entre las especies filogenéticamente mas alejadas: A. mexicanum y A.
dumerilii, que cualquiera de ellas con A. velasci. Esto apunta nuevamente a que las diferencias en la

glandula adrenal entre las especies del género Ambystoma, no tienen un fundamento filogenético.
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CONCLUSIONES

En el nivel de Orden encontramos que, grosso modo, la estructura de la adrenal de Ambystoma es de
tipo “urodeliano”, aunque una gran cantidad de detalles anatdmicos e histologicos sugieren que no
existe un solo tipo “urodeliano” de glandula adrenal, sino varios patrones como ya ha sido documentado.
A nivel de género, las diferencias anatdémicas y sobre todo histolégicas encontradas entre las especies
A. dumerilii, A. mexicanum y A. velasci, parecen tener, en parte, un sustento funcional relacionado con
el estrés que les impone su habitat particular y su propia biologia.

Ambystoma velasci que es neoténico facultativo, mostré las mayores diferencias anatomicas e
histol6gicas respecto a las dos especies neoténicas obligadas A. mexicanum y A. dumerilii a pesar de
gue éstas son las especies filogenéticamente mas alejadas. Lo que sugiere que la condicion neoténica
(facultativa u obligada) de su biologia implica un tipo de estrés diferente, que se ve reflejado en la
estructura de su glandula adrenal.

A. dumerilii mostré detalles que no se encontraron en las otras especies y no han sido reportados para
urodelos, como la presencia de gran cantidad de tejido cromafin adrenal y extraadrenal y una gran
cantidad de neuronas simpaticas adrenales y extraadrenales (paraganglio entre los rifiones y la cloaca).
Esto relacionado muy probablemente con la necesidad de hacer ajustes vasopresores constantes en un
lago profundo como el de Péatzcuaro.

Reconocemos, que hace falta hacer més estudios, entre ellos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos etc

para completar esta investigacion. Entre estas perspectivas estan:

» Hacer estudio con microscopia electronica o inmunohistoquimica vara evaluar si hay diferencia
en la proporcién de Adrenalina y Noradrenalina que pudiera sugerir, de manera mas especifica,
si existe una diferencia evolutiva entre las tres especies.

» Para las tres especies A. mexicanum, A. dumerilii y A. velasci completar el presente estudio con
determinaciones hormonales en sangre o de sus metabolitos en orina, como un indice para
evaluar el estrés entre dichas especies.

» Para las especies A. mexicanum, A. dumerilii y A. velasci comparar la estructura de la glandula
adrenal con la de organismos en cautiverio para determinar si existen diferencias con los
encontradas en ejemplares colectados en su habitat natural.

» Conjuntar esfuerzos con otras instituciones* que realizan estudios sobre contaminacién y
cuidado de los lagos donde estas especies habitan, y hacer pruebas de correlacién entre

algunos factores ambientales estresantes y la morfofisiologia de la glandula adrenal.

*La UAMI, la FES-l y el Instituto de Biologia de la UNAM, tienen estudios recientes e importantes sobre

contaminacion en el lago de Xochimilco y conservacion de la especie Ambystoma mexicanum.
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» Lo mas importante es destacar de un modo u otro la importancia de salvar estas especies y los
cuerpos de agua que habitan. Extender esto a otras especies y ecosistemas y demostrar que el
estrés cronico pone en riesgo de extinciéon a todos los seres vivos, a cualquier nivel de la escala

zoologica. Cualquier tipo de investigacion al respecto siempre seré respetable.
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Apéndice 1
Técnicas histolégicas empleadas
TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA
TECNICA DE SUDAN IV

TECNICA DE LLOMBART

Procedimientos

METODO DE HEMATOXILINA-EOSINA (hematoxilina de Harris-eosina alcohdlica)

© ® N o g~ 0D PRE

10.

11.

Fijar en formol al 10 % o en fijador de Orth.

Hacer cortes por congelacion o por parafina.

Lavar los cortes en agua destilada.

Tefiir con hematoxilina de Harris, de 1 a 3 min.

Virar con agua de la llave.

Lavar con agua destilada para obtener el viraje.

Deshidratar con alcoholes de 50° y 70°, por tres min en cada uno.

Tefir con eosina alcoholica, de 1 a 3 min.

Deshidratar con alcoholes de 96° (dos cambios) y absoluto, durante 5 minutos en cada alcohol
(solo si los cortes son por parafina pasar al absoluto).

Aclarar en creosota, si los cortes fueron por congelacion, o en xilol, si fueron por parafina,
durante 5 minutos.

Cubrir con balsamo de Canadé o resina.

Resultados

Nucleos y cartilago........ccceeveevevevieeeeeeieeeeeeeeee, Azul morado

Protoplasma y sustancias intercelulares....... De naranja o rojo

Preparacion de los colorantes

HEMATOXILINA de Harris.

a b~ w N

Hematoxilina (Merck)..........ccccuvvvvvuremeervenriierirnninnnneennne. 10g
OXidO rojo de MEICUNIO ......ccvvevveeeeeeceeeecee e 05¢g
Sulfato de aluminio y amonio o potasio (alumbre)....... 20 g
Alcohol etilico absolutO...........cc.uveeiiieeeiiiiiiiieeeee e 10 cc

Agua destilada ........ccooveeeiiiiiiiii e 200cc

72



Disolver la hematoxilina en el alcohol absoluto, calentando a bafio maria y tapando; en otro recipiente
disolver el alumbre en 100 cc de agua destilada; se mezclan las dos soluciones y se afiaden los 100 cc
del agua restante. Se hierve la mezcla lo mas rapido posible, y se agrega cuidadosamente el éxido
rojo de mercurio (puede explotar) hasta que tome un color rojo purpura; enseguida se enfria con hielo a
bano maria y se filtra 10 veces. Se le agregan de 3 a 5 gotas de acido acético por cada 10 cc de

solucioén.

EOSINA ALCOHOLICA

1. Eosina azulosa........cccccoevviiiiiiiiiiiiciieee e, 109
2. 0range G .....oooveiiiiiiieiiee e 1.0g
3. Alcoholde 70° ..o, 100 cc

Se mezcla todo en frio y se filtra. No debe prepararse demasiado porque las soluciones de mucho

tiempo se alteran. Filtrar cada vez que se use.

LIQUIDO DE ORTH:

2.5 g de bicromato de potasio
1 g de sulfato de sodio
10 mL de formol

100 mL de agua destilada
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METODO DE ROJO ESCARLATA O SUDAN IV

Fijar en formol al 10%.

Hacer cortes por congelacion.

Tefiir con hematoxilina de Harris, durante 15 minutos.

Lavar con agua destilada.

Virar con agua de la llave.

Lavar en agua destilada, por 5 minutos.

Sumergir los cortes en rojo escarlata o Sudan IV durante 5 minutos. (sigue)

Lavar con agua destilada.

© ® N o gk~ w D P

Cubrir con gelatina glicerinada.

Resultados

Preparacion del colorante

ROJO ESCARLATA O SUDAN IV

Alcohol de 70°.......o i 50 cc.
ACEBLONA. ... 50 cc.
Rojo escarlata 0 Sudan IV.........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, a saturacion.
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METODO DE LLOMBART

10.

11.
12.
13.

Fijacion en formol al 10%, de 8 a 15 dias

Cortes por congelacion de 15 a 20 um (o por parafina 7-8 pm)*

Lavar tres veces en agua bidestilada

Sumergir los cortes en agua piridinada (V gotas de piridina por cada 10 mL de agua bidestilada), 15
min.

Lavar tres veces en agua bidestilada.

Impregnacion en nitrato de plata al 20% durante 24 hs a temperatura ambiente.

Pasar los cortes uno por uno a formol neutro al 25%*, en tres pocillos. Cambios rapidos enjugando
el formol en papel filtro. Esta operacion fundamental, debe ser muy cuidadosa para evitar el
depdsito de precipitado en el tejido.

Impregnacion en plata hiperfuerte recién filtrada, en 2 pocillos: 1° 10 mL de plata + VI g de
amoniaco y 2° 10 mL de plata con IV g, se pasan del pocillo 1° al 2° cuando empiecen a tomar
color amarillo (de 2 min a 2 horas con control microscopico).

Lavar rapidamente con agua bidestilada.

Diferenciar en una solucion débil de acido acético, en dos cristalizadores (agua 50 ml + C gotas de
acido aceético)

Lavar rapidamente en agua bidestilada.

Virar con cloruro de oro al 0.2% (10 mL con X gotas de &cido acético).

Lavar, deshidratar, aclarar con creosota, montar y cubrir con resina sintética.

Preparacion del Carbonato de plata hiperfuerte

e Mezclar nitrato de plata al 10% con carbonato de sodio a saturacion hasta que deje de
formarse precipitado.

e Lavar 4 veces el precipitado con abundante agua bidestilada. Guardar un poco en una
pipeta.

e Disolver el precipitado afiadiendo amoniaco gota a gota y evitando su exceso.

¢ Afadir agua bidestilada hasta que la solucién quede aproximadamente al 10%.

e Agregar el carbonato guardado, para neutralizar el amoniaco que pudiera haber en exceso y

filtrar.
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Resultados

Células cromafines, nervios, axones mielinizados y no mielinizados se observan en color violeta intenso
0 negro.

*En cortes incluidos en parafina se recomienda:

a. Adherir los cortes al portaobjetos con poli-L-lisina

b. Desparafinar, e hidratar como de ordinario

b. Realizar los pasos de la técnica en vasos de Koplin

c. Usar pinzas de plastico para sacar los cortes

d. Escurrir bien y enjuagar la parte posterior de los portaobjetos para evitar el arrastre del reactivo

previo.
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Tablas

Apéndice 2

DATOS COMPARATIVOS DEL DIAMETRO MAYOR Y MENOR DE LOS ISLOTES ADRENALES
(Observaciones a 10 x. Los resultados y promedios estan en um).

Tabla 1
ESPECIE Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci
1. 1000 250 4000 500 500 80
2. 5000 250 1000 900 500 110
3. 2000 250 2000 600 1000 110
4. 700 200 1000 600 400 150
5. 1400 250 4000 600 250 200
6. 4000 350 4000 700 300 70
7. 4000 400 3000 700 400 150
8. 4000 500 4500 800 700 150
9. 4000 400 3500 650 360 140
10. 4000 800 1000 800 430 110
Promedio. 3010 365 2800 685 484 127
Desvstan. 1558,097 179,582 1418,136 120,30 219,706 38,600
Errorstan. 492,713 56,789 448,454 38,04 69,477 12,206

DATOS COMPARATIVOS DEL DIAMETRO MAYOR Y MENOR DE LAS CELULAS CROMAFINES DE
LOS ISLOTES ADRENALES.
(Observaciones a 40 x. Los resultados estan en um).

Tabla 2

ESPECIE Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci
1. 375 15.0 17.5 12.5 12.5 7.5
2. 22.5 12.5 25.0 10.0 17.5 7.5
3. 17.5 15.0 25.0 15.0 20.0 12.5
4. 17.5 17.5 42.5 25.0 17.5 12.5
5. 25.0 20.0 375 20.0 25.0 12.5
6. 375 12.5 30.0 15.0 25.0 15.0
7. 20.0 15.0 30.0 15.0 15.0 7.5
8. 25.0 17.5 325 17.5 22.5 10.0
9. 375 15.0 375 25.0 17.5 12.5
10. 25.0 22.5 20.0 10.0 15.0 12.5

Promedio. 26,5 16,25 29,75 16,5 18,75 11,0

Desvstan. 8,096 3,173 8,032 5,426 4,289 2,687

Errorstan. 2,560 1,003 2,539 1,715 1,35 0,849
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DATOS COMPARATIVOS DEL DIAMETRO MAYOR Y MENOR DE LAS CELULAS

ESTEROIDOGENICAS DE LOS ISLOTES ADRENALES.
(Observaciones a 40 x. Los resultados estan en um).

Tabla 3

ESPECIE Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci
1. 27.5 15.0 62.5 25.0 37.5 12.5
2. 25.0 25.0 50.0 20.0 25.0 10.0
3. 375 175 25.0 20.0 25.0 7.5
4, 22.5 17.5 42.5 37.5 32.5 12.5
5. 25.0 17.5 37.5 20.0 25.0 17.5
6. 37.5 125 27.5 22.5 25.0 12.5
7. 275 125 42.5 25.0 175 17.5
8. 275 175 22.5 20.0 20.0 17.5
9. 30.0 10.0 35.0 22.5 22.5 15.0
10. 25.0 20.0 32.5 20.0 25.0 10.0

Promedio 28,5 16,5 37,5 23,25 25,5 13,25

Desvstan 5,163 4,281 12,216 5,407 5,749 3,545

Errorstan 1,632 1,354 3,863 1,709 1,818 1,121

DATOS COMPARATIVOS DEL DIAMETRO MAYOR Y MENOR DE LOS NUCLEOS DE LAS
CELULAS CROMAFINES DE LOS ISLOTES ADRENALES.
(Observaciones a 40 x. Los resultados estan en micrémetros um).

Tabla 4

ESPECIES Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci
1. 10.0 10.0 20.0 125 15.0 7.5
2. 15.0 7.5 25.0 10.0 15.0 5.0
3. 7.5 5.0 125 7.5 125 7.5
4, 12.5 7.5 12.5 10.0 15.0 7.5
5. 10.0 7.5 12.5 10.0 15.0 10.0
6. 125 7.5 175 10.0 10.0 10.0
7. 125 10.0 175 10.0 15.0 10.0
8. 15.0 10.0 125 10.0 175 10.0
9. 12.5 7.5 12.5 10.0 12.5 7.5
10. 10.0 10.0 12.5 10.0 125 7.5

Promedio 11,75 8,25 15,5 10,0 14,0 8,25

Desvstan 2,371 1,687 4,377 1,178 2,108 1,687

Errorstan 0,75 0,533 1,384 0,372 0,666 0,533
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DATOS COMPARATIVOS DEL DIAMETRO MENOR DE LOS NUCLEOS DE LAS CELULAS

ESTEROIDOGENICAS DE LOS ISLOTES ADRENALES.
(Observaciones a 40 x. Los resultados estan en um).

Tabla b
ESPECIES Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci
1. 15.0 10.0 15.0 10.0 125 7.5
2. 125 10.0 125 125 15.0 5.0
3. 175 125 125 10.0 125 10.0
4. 12.5 7.5 20.0 10.0 15.0 10.0
5. 10.0 10.0 12.5 12.5 15.0 7.5
6. 10.0 10.0 15.0 125 20.0 12.5
7. 125 10.0 125 7.5 20.0 7.5
8. 7.5 7.5 125 7.5 125 7.5
9. 12.5 12.5 25.0 12.5 17.5 7.5
10. 10.0 10.0 25.0 125 15.5 10.0
Promedio 12,0 10,0 16,25 10,75 15,5 8,5
Desvstan 2,838 1,666 5,170 2,058 2,832 2,108
Errorstan 0,897 0,527 1,635 0,650 0,895 0,666

DATOS COMPARATIVOS DEL DIAMETRO MAYOR Y MENOR DE LAS NEURONAS DE LOS

(Observaciones a 40 x. Los resultados estan en um).

ISLOTES ADRENALES

Tabla 6

ESPECIES Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci
1. 32.5 175 27.5 175 25.0 20.0
2. 37.5 20.0 30.0 25.0 42.5 25.0
3. 52.5 25.0 27.5 20.0 42.5 20.0
4. 62.5 27.0 20.0 17.5 27.5 25.0
5. 62.5 25.0 20.0 15.0 32.5 20.0
6. 32.5 25.0 20.0 15.0 27.5 17.5
7. 42.5 17.0 25.0 15.0 37.5 20.0
8. 57.5 25.0 37.5 20.0 42.5 25.0
9. 22.5 17.5 25.0 20.0 37.5 20.0
10. 22.5 175 30.0 12.5 37.5 17.5

Promedio 42,5 21,65 26,25 17,75 35,25 21,0

Desvstan. 15,456 4,076 5,559 3,622 15,456 4,151

Errorstan. 4,887 1,288 1,757 1,145 4,887 1,312
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DATOS COMPARATIVOS DE LA DENSIDAD CELULAR. (Ndmero de células/milimetros cuadrados)
EN LOS ISLOTES ADRENALES DE CELULAS CROMAFINES.
(Observaciones a 40 x. Area 0.37 milimetros cuadrados)

Tabla 7
ESPECIE Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci

1. 83.7 105.4 89.1

2. 97.2 170.2 78.3

3. 56.7 137.8 143.2

4, 135.1 148.6 124.3

5. 156.7 181.0 54.0

6. 78.3 75.6 132.4

7. 83.7 170.2 72.9

8. 108.1 140.5 56.7

9. 116.2 121.6 43.2

10. 91.8 105.4 118.9
Promedio 100,75 135,63 91,3
Desvstan 29,290812 33,785929 35,9753619
Errorstan 9,26256804 10,6840489 11,3764083

DATOS COMPARATIVOS DE LA DENSIDAD CELULAR. (Namero de células/milimetros cuadrados)
EN LOS ISLOTES ADRENALES DE CELULAS ESTEROIDOGENICAS.
(Observaciones a 40 x. Area 0.37 milimetros cuadrados)

Tabla 8
ESPECIE Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci

1. 43.2 302.7 148.6

2. 235.1 289.1 140.5

3. 137.8 224.3 170.2

4. 170.2 327.0 116.2

5. 137.8 245.9 200.0

6. 140.5 432.4 151.3

7. 113.5 272.9 197.2

8. 224.3 445.9 191.8

9. 156.7 302.7 194.5

10. 45.9 235.1 262.1
Promedio 140,5 307,8 177,24
Desvstan. 63,4876716 76,5029266 41,1581557
Errorstan. 20,0765646 24,1923496 13,0153516
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DATOS COMPARATIVOS DE LA DENSIDAD CELULAR. (Numero de células/milimetros cuadrados)
EN LOS ISLOTES ADRENALES DE NEURONAS
(Observaciones a 40 x. Area 0.37 milimetros cuadrados)

Tabla 9
ESPECIE Ambystoma dumerilii Ambystoma mexicanum Ambystoma velasci

1. 108.1 37.8 48.6

2. 48.6 21.6 27.0

3. 64.8 43.2 43.2

4, 81.0 54 21.6

5. 81.0 21.6 10.8

6. 86.4 35.1 18.9

7. 83.7 21.6 135

8. 56.7 32.4 48.6

9. 45.9 48.6 35.1

10. 91.8 43.2 54.0
Promedio 74,8 31,05 32,13
Desvstan. 33,785929 13,3035709 15,869121
Errorstan. 6,35767253 4,2069585 5,01825667
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