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Regeneracion miocardica en Ambystoma mexicanum

después de lesion quirurgica

Alvaro Vargas-Gonzalez,* Esteban Prado-Zayago,** Martha Ledn-Olea,*** Verénica

Guarner-Lans,* Agustina Cano-Martinez*

Resumen

Se realiz6 reseccion ventricular en el corazon de
Ambystoma mexicanum, se evaluo si la restitu-
cion del tejido resulta de hipertrofia o de hiperpla-
sia. Por medio de una tincién tricromica se en-
contré que 5 dias después del dafio en el espacio
de la reseccion se encontré un coagulo rodeado
de fibras de colagena (83 + 6%), musculo (10 +
3%) y zonas sin tejido (7 £ 2%). Una proporcion
de 50 £ 4y 90 + 2% correspondio a tejido muscu-
lar 10 y 30 dias después de la lesion. La tincion
con bis-Benzimida indic6 que en la zona lesiona-
da hay proliferacion celular. En tanto que la inmu-
nohistoquimica doble para actina sarcomérica o
y antigeno nuclear de proliferacion celular mos-
tr6 que el tejido que restituyé el espacio se pro-
dujo por proliferacién de cardiomiocitos con un
valor maximo de 68%, 5 dias después de la le-
sion. Nuestros resultados indican que el miocar-
dio de A. mexicanum recupera su estructura me-
diante la hiperplasia de cardiomiocitos y sugieren
gue su capacidad regenerativa es mayor que la
informada para mamiferos adultos (1%), y para
otros vertebrados no mamiferos (32%). Esto hace
de A. mexicanum un modelo idéneo para estu-
diar los mecanismos reguladores de la regenera-
cién miocardica per se, en vertebrados adultos in
vivo.

Summary

MYOCARDIAL REGENERATION IN AMBYSTOMA
MEXICANUM AFTER SURGICAL INJURY.

Ventricular resection of the heart of Ambystoma
mexicanum was performed and the type of tis-
sue that restored the lesion and if it is by hyper-
trophy or hyperplasia of myocardium, were eval-
uated. Masson’s trichrome stain indicated that 5
days after resection, the gap was occupied with
a blood clot surrounded by collagen fibres (83
+ 6%) and muscle (10 £ 3%) and the rest of
area (7 + 2%) free of tissue. A proportion of 50
+ 4 and 90 + 2% was muscular tissue, 10 and
30 days after injury. The evaluation with bis-
Benzimide indicated cell proliferation in the in-
jured area. The double immunohistochemistry
for a-sarcomeric actin and proliferating cell nu-
clear antigen indicated that the tissue that occu-
pied the injury-produced gap was originated by
cardiomyocyte proliferation, which presented a
maximum of 68%, 5 day after injury. Our results
indicate that the myocardium of A. mexicanum
recovers its structure through cardiomyocyte
hyperplasia and suggest that the myocardial re-
generative capacity is higher than the reported
for adult mammals (1%) and other non-mamma-
lian vertebrates (32%). This characteristic makes
A. mexicanum a suitable model to study the
mechanisms that regulate per se, the myocar-
dial regeneration in adult vertebrates in vivo.
(Arch Cardiol Mex 2005; 75: S3, 21-29)
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Introduccion

a capacidad regenerativa difiere entre los

vertebrados dependiendo del estado de de-

sarrollo y de su lugar en la escala filoge-
nética, de modo que suele ser mayor en las eta
pasméstempranasdedesarrolloy enlosanimales
mas antiguos. En los anfibios urodelos la rege-
neracion ocurre incluso en etapas tardias de la
ontogenia, y en unavariedad amplia de estructu-
ras anatdmicas que incluyen las branquias,? las
extremidadesy lacola,®** lasmandibulas,® lacor-
nea, €l cristalino y laretina,5” después de su re-
seccion parcial o total.
Por mucho tiempo se pensd que el masculo car-
diaco de los mamiferos adultos era un tgjido con
cardiomiocitos diferenciadostermina mente®° que
no podian reingresar alaetapade sintesisde ADN
y mitosisdel ciclo celular. Tal postura se ha pues-
to en duda debido a que hay evidencias que indi-
can la existencia de cardiomiocitos proliferantes
en el corazdn de mamiferos adultos después de
dafio miocardico.’** Sin embargo se ha reporta-
do el equivalente a sdlo 0.0002% de miocitos car-
diacosen mitosisy 0.0011% de nicleos de mioci-
to cardiaco en division, en el corazon de humano
inmediatamente despuésdeinfartoy eninsuficien-
cia cardiaca crénica respectivamente.’® Mientras
gue solamente 1% delas células cercanasalazona
|esionada presentamarca paraantigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) después del liga
miento de laarteria coronaria en ratas adultas.'2%
El miocardio de los anfibios adultos responde a
lalesion experimental con datos que sugieren el
reingreso de las células a la etapa de sintesis de
ADN y mitosis.’**® Sin embargo, entre los tipos
celulares que suelen formarse después de lesion
del miocardio se encuentran el musculo cardiaco
y €l tgjido conectivo que se observa como una
cicatriz fibrétical® y no hay evidencias claras del
tipoy proporcién de las células en proliferacion.
Por lo anterior en el presente trabajo se evalud la
recuperacion estructural del miocardio ventricu-
lar de A. mexicanum después de lesién quirdrgi-
ca. Seevalud € tipo detgjido con el que se ocu-
pael espacio resultante, asi como s estetegjido se
produjo por hipertrofia o por hiperplasia.

Material y métodos

Material bioldgico

Seusaron 20 organismos adultos de A. mexicanum
de 8 a12 meses de edad, obtenidos por reproduc-
cion en cautiverio en € Criadero “Tachipa Um-
bral” (Permiso SEMARNAP: INE-CITES-DGVS
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CR-IN-0249-D.F./97). Los animales se transpor-
taron a laboratorio donde se mantuvieron con luz
y temperatura ambiente. Se alimentaron con pe-
cesvivos (charales, Chirostoma regani y Chiros-
toma jordani jordani), ad libitum. El manegjo y
cuidado de los animales se hizo segin los princi-
pios del Comité de Bioética del Ingtituto Nacio-
nal de Cardiologia“lgnacio Chavez”.

Reseccién ventricular y obtencién

del corazon

L 0s organismos se anestesiaron con una inmer-
sidn en solucién detricainaen agua 1:1,000 (w:v)
(ICN Biomedicals). Se colocaron sobre unabase
friaa4° C con el propésito de reducir su meta-
bolismo y se realizé una toracotomia en condi-
ciones de asepsia. Catorce organismos se some-
tieron atoracotomiay reseccién de 10 + 2% del
ventriculo, que alcanzd la cavidad ventricular,
con una tijera para microcirugia. La herida se
limpid y la cavidad torécica se cerré con hilo
quirdrgico 3-0 después de la formacién de un
coagulo. Una vez recuperados de la anestesia,
los animales se regresaron alas peceras, con las
condiciones descritas previamente. La tasa de
sobrevivenciafue de 85.7% después de la resec-
cion. En los organismos control (n = 6) se efec-
tud toracotomia sin reseccién ventricular. Los
organismos se sacrificaron por decapitacion en
los dias 5, 10 y 30 después de la cirugia, y se
extrgjo el corazon de 4 organismos lesionados y
2 controles en cada tiempo. Los animales reci-
bieron unainyecciéni.p. de colchicina (300 mg/
kg) (Sigma Chemical), con el propésito de dete-
ner las células en division.’sY

Procesamiento del tejido

Los corazones aislados se lavaron con solucion
sding, y sefijaron conformol al 10% en solucién
salina amortiguada con fosfatos (PBS), durante 8
horas, y se equilibraron en sacarosa a 30% a 4°
C. Sehicieron cortes por congelacion en cridsta-
to, transversales y seriados, de 10 um de grosor,
gue se montaron en portaobjetos gel atinizados.

Tincion tricrdmica de M asson

En un lote de cortes histol 6gicos se reviso laes-
tructura de la pared del ventriculo cardiaco con
la técnica tricrémica de Masson (kit comercial,
Accustain Trichrome Stain, SigmaDiagnostics),
la cual tifie el musculo de color rojoy €l tejido
fibroso de color azul, paraidentificar el tipo de
tgjido querestituyé lalesion. Los cortes seincu-
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baron en solucion de Bouin a 60° C durante 60
minutos, setifieron con hematoxilinadeWeigert,
seguidade unatincién con Escarlatade Biebrich
y fucsina &cida durante 5 minutos, y un trata-
miento con &cido fosfotungstico y fosfomolib-
dico durante 10 minutos. Se tifieron con azul de
anilinadurante 10 minutos, y Se enjuagaron con
&cido acético a 1% durante 2 minutos. Finalmen-
te se deshidrataron con etanol al 95% y absolu-
to, y se aclaré con xilol. Se busco tejido muscu-
lar cardiaco y fibras de colégena a través de
microscopia de luz. Se revisaron 4 campos a
120X de 6 cortes por laminilla, en 5 laminillas
por cadaventriculo. Se calcul 6 el promedio por-
centual de musculo y fibras de coldgena en la
zona de lesion, através de la medicion del area
ocupada por estostipos detejido en las microfo-
tografias correspondientesimpresas, y lapropor-
cion de cada uno respecto al area total corres-
pondiente al espacio resultante de la reseccion.

Tincion fluor escente con bis-Benzimida

La ocurrencia de proliferacion celular en gene-
ral, se evalud con unatécnicafluorescente usan-
do bis-Benzimida, un cromégeno que se une de
manera especifica alos pares de adenina-timina
del ADN eincrementalafluorescencianativadel
acido nucleico.®® Una serie de cortes se fijé con
glutaraldehido al 2.5% en PBS. El tgjido selavo
e incubo en una solucién de 125 pg/mL de bis-
Benzimida (Sigma, Chemical) durante 60 minu-
tos en temperatura ambiente. Los cortes se lava-
ron con PBS, y se observaron con microscopia
de fluorescencia. Los nicleos ovales o circula-
res con cromatina arreglada en forma heterogé-
nea se consideraron como nlcleosen division. 84

I nmunohistoquimica doble para actina
sarcoméricaa y PCNA

En otro lote de cortes se evalud la presencia de
miaocitos cardiacos en proceso de proliferacion.
Se utilizo una técnica inmunochistoquimica do-
ble para actina sarcomérica oo y PCNA, usando
un kit parainmunotincién doble (kit comercial,
Dako EnVision Doblestain System). El tejido se
rehidraté con PBS, y se expuso a peréxido de
hidrégeno 0.03% para bloquear la actividad de
peroxidasaendogena. Los cortes setrataron con
suero normal de cabraparaevitar launion ines-
pecifica. Se incubaron con un anticuerpo pri-
mario, monoclonal, anti-actina sarcomérica o
(o-Sr-1, Dako A/S) de ratén, diluido 1:200 en
amortiguador Tris-HCI pH 7.0 y BSA 1%, du-
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rante 30 minutos en temperatura ambiente. En
seguida se incubd con un anticuerpo secundario
anti-1gG deratdn, hecho en cabra, acoplado aun
polimero unido a peroxidasade rabano. L os cor-
tes se expusieron a una mezcla de sustrato para
peroxidasay el cromégeno diaminobenzidina.
El tgjido tefiido para actina sarcomérica o se pro-
ceso paraladeteccion de PCNA. Sebloqued lafos-
fatasa alcalina enddgena. Se aplicd un anticuerpo
primario, monoclonal, anti-PCNA (PC10, Dako A/
S) de ratén, diluido 1:100 en amortiguador Tris-
HCl pH 7.0y BSA 1%, durante 30 minutosen tem-
peraturaambiente. L os cortes seincubaron con un
anticuerpo secundario anti-lgG de raton, hecho en
cabra, marcado con un polimero acoplado afosfa
tasaacalina, y se expusieron aunamezclade sus-
trato para fosfatasa alcalinay € cromégeno rojo
rapido. Los cortes se contratifieron con hematoxi-
linade Mayer (Sigma, Diagnostics). Lo cua hace
que los niicleos PCNA positivos se observen de
color azul oscuro anegro, debido alacombinacion
del rojo (rojo rapido) con e quesemarcaPCNA y
€l color azul-violéceo delahematoxilina, mientras
quelos PCNA negativos presentaron un color azul-
violéceo. Lacontratincién con hematoxilinaes ne-
cesaria para efectuar la cuantificacion de los nd-
cleos PCNA positivos respecto a total de niicleos
localizados en las fibras musculares en lazonare-
generante (protocolo DAKO). Se prepararon con-
troles negativos y positivos para actina sarcoméi-
cao.usando miocardio derata, y controlesnegativos
y positivos para el PCNA usando cortes de tejido
hepético de sapo en regeneracion. Se calculé la
proporcion de nlcleos de cardiomiocitos PCNA
positivos respecto alos PCNA negativos localiza
dosen lasfibrasmiocardicasdelazonaregeneran-
te en 15 campos a400X de a menos 3 cortesde 5
laminillas, por cada ventriculo.

Andlisis de datos

Se compar6 €l valor promedio porcentual de
musculo y fibras de colagena revelados por la
técnicatricromica, asi como el promedio porcen-
tual de nicleos positivos para PCNA en cardio-
miocitos, en comparacion con el control con la
pruebat de Student. Los valores de P < 0.05 se
consideraron significativos.

Resultados

Caracteristicas histol6gicas del miocardio
ventricular de A. mexicanum sin dafio

La pared ventricular cardiaca de A. mexicanum
control estaformadapor un miocardio compuesto
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por fibras musculares cuyas células mostraron
un nucleo central teflido de negro y un citoplas-
ma tefiido de rojo con la técnica tricromica de
Masson. El miocardio carece de vasos sangui-
neos evidentes, y se encuentradelimitado por un
epicardio que tiene fibras de coladgena, mismas
gue se tifien de azul con estatécnica (Fig. 1-A).

Ocupacion de la zona lesionada

con tejido nuevo

Con latécnicatricromica, en el dia5 después de
lalesion, se encontrd que la zona dafiada estaba
ocupada, parcialmente, por un coagulo rodeado
por 83 + 6% de fibras de colagenay 10 + 2% de
fibras musculares desorganizadas, con el espa-
cio restante libre de tegjido (Fig. 1-B). En €l dia
10 después de la lesion, en la zona de dafio se
encontré un 50 + 4% de musculo cardiaco y solo
residuos de codgulo (Fig. 1-C). En €l dia 30 des-
pués de lesion, el codgulo se reabsorbid y se en-
contrd un 90 + 2% de tejido muscular cardiaco
gue ocupo la zona dafiada previamente. Laorga-
nizacion de las fibras musculares cardiacas y la
estructura general de la pared ventricular fueron
similares a las encontradas en el tejido control
(Fig. 1-D), esdecir con lasfibrasmiocéardicasen
forma de trabéculas (color rojo) y delimitadas
hacia el exterior del ventriculo por €l epicardio
(color azul). Los valores provienen de al menos
15 campos en donde selocalizé lalesion en cada
condicion experimental, y la region equivalente
de cada control.

LaFigura 2 muestralos resultados obtenidos con
la tincion con bis-Benzimida. Se muestran solo
dos imagenes, correspondientes a control y 30
diasdespués delesion, por considerarse represen-
tativas de estos resultados. En € tejido control te-
fiido con bis-Benzimida, los nticleos se observa-
ron alargados y con su cromatina distribuida en
formahomogénea(Fig. 2-A). Treintadias después
delalesién (Fig. 2-B) en la parte mas externadel
tgjido regenerante, en las fibras miocardicas se
encontraron ndcleos més largos y anchos, en pa-
res, con mas o menos €l doble de didmetro res-
pecto a los nucleos del tejido control, con forma
ova o circular, y con la marca de bis-Benzimida
enformagranular, lo quesugiereladilucion dela
bis-Benzimida via cariocinesis.% Se contaron
a menos 500 nucleos en cada condicion.

Proliferacion de miocitos cardiacos
En el tejido control se observaron miocitos car-
diacos identificables, con la inmunohistoquimi-
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ca para actina sarcomérica o y PCNA, por sus
estriacionestefiidas de col or marrén, con niicleos
PCNA positivos en la zona mas cercana a epi-
cardio y niicleos PCNA negativos (azul-viola-
ceos) en lasfibrasmiocérdicas (Fig. 3-A). Cinco
dias después del dafio, en la zona cercana a la
lesion, las fibras muscul ares cardiacas presenta-
ron la marca para actina sarcomérica o. pero no
se observo la organizacion de las estriaciones.
Se observaron fibras muscul ares multinucl eadas
y de cada 100 nlcleos con marca para PCNA,
distinguibles por una coloracion negra, 68 co-
rrespondieron a nicleos localizados en fibras
miocardicas (68 £ 5%) (Fig. 3-B). Diez diasdes-
puésdelalesion, lasfibrasalin se observaronsin
estriaciones, multinucleadas y con niicleos arre-
glados en pares con un promedio de 35 nucleos
de cada 100 (35 * 4%) con marca para PCNA
(Fig. 3-C). En €l dia 30 después de dafio se en-
contraron indicios de reorganizacién de las es-
triaciones en la zona alegjada del borde de lale-
sion. Sin embargo en la zona mas externa de la
zona regenerante ain se localizé un promedio
de 10 niicleos por cada 100 (10 + 29%) con marca
para PCNA en fibras con ausencia de estriacio-
nes (Fig. 3-D). Los datos provienen del conteo
de por lo menos 500 ntcleos en cada condicion.

Discusion

La pared ventricular cardiaca de A. mexicanum
adulto presenta caracteristicas estructurales que
la asemejan al tegjido cardiaco de vertebrados
como los peces cartilaginosos y peces 0seos,®®
los reptiles como latortuga Testudo horsfieldi,?°
y losanfibios? incluyendo larana?? en etapaadul -
ta, ya que tiene una estructura que incluye un
miocardio laxo, esponjoso, trabecular y delimi-
tado por epicardio. Asi mismo, tales caracteristi-
cas en €l miocardio de A. mexicanum |lo aseme-
jan a musculo cardiaco de avesy mamiferos en
estado embrionario,?® cuando las células precar-
diacas alin pueden proliferar. Lo que sugiere que
€l miocardio de esta especie podria estar com-
puesto por miocitos con capacidad para prolife-
rar pese a estado adulto de los organismos.
Laestructura del ventriculo del corazén embrio-
nario delosvertebradosincluye cordones de mio-
cardio que constituyen las trabéculas ventricula-
res.224 astrabéculasen lasavesy losmamiferos,
se pierden por compactacion del ventriculo en la
etapafinal del desarrollo embrionario,??* de ma-
neraque el miocardio quedaformado por unacapa
internaesponjosay unacapaexternacompacta.?-?

www.archcardiolmex.org.mx
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Residuos
del coagulo™

Fig. 1. Microfotografias en las que se muestran las caracteristicas histolégicas de la pared ventricular de Ambystoma
mexicanum con la técnica tricromica de Masson. En el panel A, en el tejido control las fibras musculares (fm) (rojo)
estan limitadas, hacia el exterior, por el epicardio compuesto por fibras de colagena (azul). En el panel B se observa
que el espacio resultante del dafio en el dia 5 después de la cirugia esta ocupado por un coagulo (83 + 6%),
musculo (10 + 3%) y zonas sin tejido (7 £ 2%) (flechas). En C se muestran los resultados 10 dias después de lesién
quirdrgica, se encontro alrededor de un 50 + 5% de musculo cardiaco, residuos de coagulo en la zona lesionada y
aun parte del espacio sin ocupar por tejido (flechas). El panel D corresponde a los resultados 30 dias después de
la reseccion. Se encontré un 90 + 2% de musculo cardiaco, y la organizacion de las fibras musculares y la continui-
dad de la pared cardiaca fueron semejantes a las observadas en el tejido control. Barra = 100 mm.

Fig. 2. Microfotografias que muestran imagenes representativas del miocardio ventricular de Ambystoma mexicanum
tefiido con una técnica fluorescente con bis-Benzimida. En el tejido control los niicleos (n) aparecen ovoides y con
su cromatina distribuida en forma homogénea (A). Treinta dias después de reseccion los nucleos en la zona
cercana al dafio fueron mas largos y anchos, con mas o menos el doble de diametro respecto a los nucleos en el
tejido control, con forma oval o circular, y una distribucién heterogénea de su cromatina y se encontraron arregla-
dos, aparentemente, como pares en la misma célula miocardica (B). Barra = 40 um.
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Fig. 3. Microfotografias en las que se compara el miocardio ventricular de Ambystoma mexicanum con una
inmunohistoquimica doble para actina sarcomérica o (marrén) y antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
(negro). En el tejido control se observan las estriaciones y nicleos de los miocitos cardiacos de color azul-violaceo,
sin marca para PCNA (flechas) (A). En el dia 5 después del dafio, en la zona cercana a la lesion, se encontraron
fibras musculares cardiacas sin estriaciones, multinucleadas y con 68 + 5% de nlcleos marcados para PCNA (*)
asociados a éstas (B). En el dia 10 después del dafio se encontré 35 + 4% de nucleos marcados para PCNA (*) en
pares asociados a fibras musculares cardiacas (C). En el dia 30 después de la reseccién se encontré una reorgani-
zacion de las estriaciones, y los nucleos de miocitos cardiacos se observaron como en el tejido control en la region
menos cercana al borde de la zona regenerante, mientras que en la zona inmediata al borde aun se localizé un
promedio de 18 + 3% nulcleos PCNA positivos en fibras sin las estriaciones definidas (D). Barra = 10 um.

En A. mexicanum la compactacion del miocardio
no ocurre y las trabéculas persisten en la edad
adulta, como ocurre en otros anfibios,® por lo que
es semgjante a miocardio embrionario de avesy
mamiferos.

Por otra parte, el miocardio ventricular de A.
mexicanum carece de vasos sanguineos eviden-
tes, como se hainformado para otros urodel 0s.?
Podriaser quelas caracteristicas esponjosay tra-
becular del miocardio permitan que la sangre
luminal, circulante através del corazén, entre a
|os espacios trabecul ares, bafie a cada célula del
miocardio aun en ausenciade vasos, y que el oxi-
geno difunda desde |a sangre a miocardio.*®

Reparacién delalesion resultante
delareseccion ventricular

En este estudio presentamos evidenciasde que des-
pués de eliminar una fraccion de 10 + 2% de la

pared ventricular del corazén de A. mexicanum, €
espacio se restituye gradualmente por tejido mio-
céardico queresultade un proceso de hiperplasia. A
diferencia de estudios previos realizados en anfi-
bios, enlos cuales no se precisae fenotipo celular
que proliferay en los que seinformalaformacion
de una cicatriz fibrosa.®> Nuestros resultados con-
cuerdan con otro estudio realizado con la misma
estrategia de lesion, y en la misma especie usada
por nosotros;?” sin embargo, € autor informé un
valor méximo de proliferacion de 12.8% en el dia
21 después de lalesion, que es menor que € que
encontramos nosotros (68 + 5%) al dia5. Tal dis-
cordancia podria explicarse por ladiferenciaen €
tiempo de andlisis después de la lesion. Nosotros
informamos la mayor proporcién de cardiomioci-
tos en proliferacion alos 5 dias después de la le-
sion, en tanto que en el otro trabagjo lo hacen alos
21 dias después del dafio. En nuestros resultados a
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los 10y 30 diasdespuésdelalesion, laproporcion
de niicleos con marca para PCNA disminuye con-
forme transcurre € tiempo despuésdelalesion, lo
cual concuerdacon losresultadosinformadosalos
21 dias. Otra posibilidad es que las diferencias se
relacionen con € hecho de queta estudio se hizo
con animales més vigos (4 afios) yaque se hapro-
puesto que la capacidad regenerativa decrece con
la edad! y nuestros resultados provienen de orga
nismos de 1 afio de edad. Por otro lado, nuestros
resultados son concordantes con loinformado para
pez cebra, en e sentido de que después de resec-
cion ventricular se presenta una recuperacion gra-
dual mediante la proliferacion de cardiomiocitos,
misma que aumenta progresivamente hasta un
méaximo a dial4y despuésdecrece haciad dia30
aun20%yYy haciael dia60 aln permanece en 7%.%
La presencia de fibras cardiacas multinucl eadas,
que es unacaracteristicapoco frecuente en € teji-
do cardiaco sin dafio, tanto en A. mexicanumcomo
en N. Viridescens,® asi como la desorganizacion
de las estriaciones de los miocitos cardiacos en-
contradas en € dia 5 después de lareseccion, se
observa también en los miocitos proliferantesin
vitro.3%3! Este cambio morfolégico se considera
como componente de la desdiferenciacion que
hace posible la proliferacion de miocitos cardia
cos.%3t Mientras quelos signos de reorgani zacion
de las estriaciones en la zona més interna de la
zonaregenerante, junto con el hecho de queen €
borde los nlcleos se observaron més grandes y
con la cromatina condensada como lo indica la
tincion con bis-Benzimida, observados en el dia
30 después del dafio, sugiere una secuencia de
desdiferenciacion, proliferaciony rediferenciacion
celular de la zona del epicardio hacia e miocar-
dio. Se considera que este tipo de secuencia for-
ma parte del mecanismo general de regeneracion
tisular en los anfibios urodel os adultos.®

El hecho de que A. mexicanum es una especie cu-
yosorganismoscreceny acanzan lamadurez sexua
pero conservan las caracteristicas juveniles,® con-
llevalaretencion decélulasindiferenciadasparcid-
mente en sustejidos.* Esto podriaincluir lareten-
cion de células precardiacas que proliferan y se
diferencian hastaformar cardiomiocitos nuevosin
Situ cuando las condiciones lo requieren.
Losresultados del presente trabajo se apoyan en
evidenciasrecientesde nuestro laboratorio enlas
que después del dafio quirdrgico se afectalafre-
cuenciay fuerza de contraccion del corazon de
A. mexicanum (datos no mostrados). Pardmetros
gue se recuperan gradual mente hastallegar asus
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valores basales entre el dia 30 y 90 después de
lesion quirdrgica.®

En este trabgj o se presentan evidencias de que el
miocardio ventricular de A. mexicanum recupe-
ra su estructura después del dafio a través de la
hiperplasia de miocitos cardiacos. Con un valor
maximo de 68 + 5% 5 dias después de lalesion,
en comparacion con el valor maximo informado
para otros vertebrados no mamiferos como N.
viridescens® (10%) y parapez cebra® (32%), 20
y 14 dias después del dafio, respectivamente. Lo
gueindicaque el corazon de A. mexicanumtiene
una capacidad regenerativa mayor, lo que hace
de esta especie un modelo idoéneo para estudiar
€l proceso de regeneracion del miocardio en los
vertebrados adultosin vivo.

Conclusiones

Losresultados del presente trabajo nos permiten
concluir que en el corazdn del anfibio urodelo,
A. mexicanum:

1. El espacio que queda después de lareseccion
ventricular es ocupado de maneragradual por
tejido muscular principal mente, sin presentar-
se fibrosis de reemplazo.

2. Ta tejido proviene de un proceso de hiper-
plasia de cardiomiocitos, no de hipertrofia.

3. Laregeneracion general incluyelarestitucion
del tgjido eliminado, asi como su forma, sin
rebasar loslimitesfisicosdel contorno del ven-
triculo, por lo que se trata de una regenera-
cion de tipo epimorfica (Carlson, 2003).

4. Representaun modelo potencial paraestudiar
los mecanismos que regulan la regeneracion
miocérdicaen vertebrados adultosin vivo, in-
cluyendo la participacion de factores de cre-
cimiento, la regulacion génica de la desdife-
renciacion, proliferacion, rediferenciacion,
transdiferenciaciony fusion celular potencial -
mente relacionadas con el proceso regenera-
tivo. Lo cua permitiria tener los fundamen-
tos bésicos para a futuro abordar aspectos
terapéuticos pertinentes.
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