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RESUMEN.

Durante la gestacion de los mamiferos la actividad del cuerpo liteo (CL) esta regulada por
gonadotropinas placentarias como la gonadotropina coriénica humana (GCh), la
gonadotropina de suero de yegua prefiada o la gonadotropina coriénica (en roedores).
Diversos autores le han asignado al CL un papel central en el mantenimiento del periodo de
gravidez, y en la evolucién de la viviparidad de los reptiles debido a su capacidad para
producir progesterona. A pesar de la importancia que se le ha dado al CL, en los reptiles, se
desconocen los mecanismos que regulan su actividad. Se ha sugerido que la actividad del
CL pudiera ser regulada por gonadotropinas (como en los mamiferos), sin embargo no
existen trabajos al respecto. El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de la
Gonadotropina Corionica Humana (GCh), sobre la actividad ovarica en hembras gestantes
de la lagartija vivipara Barisia imbricata imbricata. Se emplearon 10 hembras de esta
lagartija que cursaban el primer tercio de la gestacion. Se dividieron aleatoriamente en dos
grupos de cinco animales cada uno, el primero se denomind grupo experimental (grupo 1),
el segundo como grupo control (grupo 2). El protocolo farmacoldgico fue; administracion
intraperitoneal (IP) de 50 Ul de GCh equivalente a 0.05 ml de solucién dos veces por
semana durante 9 semanas al grupo experimental. Al grupo control se le administré via IP
a 0.05 ml solucién de cloruro de sodio al 0.9%, con la misma frecuencia y periodo de

tiempo al del grupo experimental.

Los resultados de los cortes histologicos muestran que los cuerpos luteos (CL) de las
hembras del grupo experimental tratadas con GCh presentaron cambios degenerativos
tipicos de lutedlisis, y los niveles plasmaticos de progestrona (P4) disminuyeron
significativamente (p< 0.05, t = 1.173) encontrandose concentraciones de 12.14 +
4.2/cuerpo lateo. Estos datos sugieren que el CL  de Barisia imbricata imbricata
carece de receptores a esta gonadotropina. Sin embargo, se observd que todas las
hembras tratadas con GCh desarrollaron foliculos vitelogénicos. Estas observaciones
demuestran de manera indirecta que los foliculos ovaricos de esta lagartija si presentan

receptores a esta gonadotropina y que estos se pierden luego de la ovulacién.



I. INTRODUCCION

Los reptiles se distinguen de cualquier otro vertebrado, fundamentalmente, porque su
cuerpo esta cubierto de escamas. Ademas, son organismos poiquilotermos, es decir: no
tienen el control endégeno de su temperatura corporal. Ademas, tienen la capacidad para
respirar aire atmosférico por medio de pulmones, y al nacimiento los jévenes son similares
en forma y costumbres a sus padres (Bellairs y Attridge, 1978). Muestran una gran
variacion en su tamafio: van desde unos centimetros, como en el caso de la mayoria de las
lagartijas, hasta algunos metros como, en el caso de las serpientes y cocodrilos (Bellairs y
Attridge, 1978).

Los reptiles estdn adaptados a infinidad de habitats y evolutivamente han producido
diversos modelos de estructura y comportamiento. EI mayor nimero de géneros y especies
se distribuye en los trépicos, descendiendo rapidamente hacia las zonas templadas (Bellairs
y Attridge, 1978; Goin y col., 1978).

Muchos reptiles son terrestres, caminan, corren o reptan sobre la superficie de la tierra y
podemos encontrarlos bajo las piedras, entre las raices, trepados en los arboles o bajo la
tierra. No obstante, podemos encontrar algunas especies con un grado de adaptacion
acuatica sorprendente (Bellairs y Attridge, 1978; Goin y col., 1978).

Todas las tortugas, cocodrilos y diversos escamosos son oviparos, sin embargo,
encontramos que el 20% de las 6000 especies de escamosos (lagartijas y serpientes) son
viviparos (Xavier, 1987; Martinez-Torres, 1997), lo que implica no solo la retencion del
embrion en el tracto reproductor materno, sino también el intercambio de material entre el
embrion y el torrente sanguineo de la madre (Goiny col., 1978; Hildebrand, 1985).

I.I Aparato Reproductor.

La anatomia macroscopica del tracto reproductor femenino en reptiles ha sido descrita en
trabajos publicados desde mediados del siglo XIX. Asi mismo, la informacion disponible
ha permitido el reconocimiento de un patrén reptil basico (figura 1), en donde observamos
un par de ovarios ovales o alargados ubicados en la cavidad abdominal y estan sostenidos a
la pared dorsal del cuerpo por el mesovario (Blackburn, 1998; Van Tienhoven, 1983, Goin
y col., 1978). Estan seguidos por dos tubos pares (los oviductos) divididos en tres regiones:
la anterior denominada infundibulo, la media llamada Utero y finalmente la vagina (Cuellar,
1966).



Infundibulo

Figura 1. Esquema, vista ventral del aparato reproductor femenino de reptil (modificado de Romer, 1970).

Como en muchos otros vertebrados, los dérganos reproductores presentan cambios
ciclicos, es decir, se observan periodos de actividad reproductora, seguido por periodos de
quiescencia (Guillette y Casas-Andreu, 1987). Estos cambios estan determinados por la
actividad de glandulas enddcrinas como la hipofisis y también influenciados por factores
ambientales como la temperatura, luz, humedad y el suministro de alimento (Bellairs y
Attridge, 1987).

1.1l Ovario.

El aspecto del ovario cambia durante el ciclo reproductor. De manera general podemos
sefialar que durante la vitelogénesis el parénquima ovarico presenta foliculos
previtelogénicos poco aparentes, foliculos vitelogénicos (los cuales incrementan su
volumen conforme avanza la vitelogenesis) y foliculos atrésicos. Durante la temporada de
gestacion son muy evidentes los cuerpos luteos, aungue también pueden encontrarse
foliculos atrésicos y foliculos previtelogénicos poco aparentes. A diferencia de las aves y de
los mamiferos, el ovario de los reptiles produce ovocitos a partir de ovogonias durante toda
la vida, por lo que también en la parte dorsal del ovario se encuentra uno o varios lechos
germinales donde se encuentran las ovogonias, las cuales proliferan y producen foliculos

primordiales previo a cada ciclo reproductivo (Byscov 1978; Guraya y Varma 1976). El
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estroma ovarico estad compuesto por fibras y diferentes tipos de células del parénquima,
siendo los fibroblastos los mas abundantes (figura 2).

El ovario cumple dos funciones fundamentales para la reproduccion: la produccion de

gametos y la produccién de hormonas.

Figura 2. LG: Lecho Germinal; FpV: Foliculos previtelogénicos; FV: Foliculo Vitelogénico; FA: Foliculos
Atrésicos; CL: Cuerpo Luteo activo; Es Ov: Estroma Ovérico; Ep Cel: Epitelio Celémico. (Tomada de
Villagran, 1989).

Crecimiento folicular.- Dentro del lecho germinal los ovocitos de los reptiles crecen y
maduran, posteriormente lo abandonan y de manera simultanea se rodean de la capa
vitelina (o zona pelucida) y de una capa de células planas: el epitelio folicular (o capa
granulosa) (Guraya 1978; Guraya y Varma 1976) que se originan a partir de las células
indiferenciadas de la pared del lecho germinal. El ovocito en estos momentos mide,
aproximadamente, 40um de diametro. Posteriormente el ovocito crece y la pared folicular
se convierte en un epitelio estratificado constituido por tres tipos de células foliculares:

células pequefias, células intermedias y células piriformes (Guraya 1978).

Las células piriformes estdn en comunicacion con el ovocito a través de proyecciones
citoplasmicas y a su vez el ovocito presenta microvellosidades (figura 3). Durante el

crecimiento ulterior, el foliculo del epitelio folicular se adelgaza; en los foliculos



vitelogénicos la teca se diferencia morfolégicamente en teca externa y teca interna y el
epitelio folicular estd compuesto por una sola capa de células planas las cuales tienen un
tamafio y forma similar; conforme se va acumulando vitelo en el ovocito las células
foliculares se van aplanando cada vez mas, la zona pelUcida se vuelve méas gruesa que en

estadios previos y la teca incrementa su grosor y vascularizacion (Saidapur, 1982).

Los foliculos vitelogénicos preovulatorios presentan la zona pellcida todavia mas
engrosada, las células del epitelio folicular son sumamente aplanadas, hay una amplia
vascularizacion en los limites de la teca interna y externa. La teca externa ha incrementado
su grosor Yy es rica en fibras de colagena, la teca interna presenta células hipertrofiadas de
citoplasma claro y nucleo vesicular (Guraya 1976, 1978).

Figura 3. ZP: Zona Pel(cida, Ce Pe: Epitelio folicular compuesto de células pequefias, Ce In: Células
intermedias, Ce Pi: Células piriformes, y T: Teca.

LI Oviducto.

Es un derivado de los conductos de Muller. Estos conductos son pares y se observan
como tubos de pared delgada que se extienden a lo largo de la cavidad toracica (Blackburn,
1998; Van Tienhoven, 1983). Estas estructuras participan en la fertilizacion, en el
almacenamiento de esperma, el transporte de huevos, el mantenimiento del embrién y la

expulsion del huevo o feto. (Blackburn, 1998).



De acuerdo a Blackburn (1998), histologicamente el oviducto consta de tres capas
generales: el epitelio, la capa intermedia o lamina propia y la capa muscular externa o
miometrio. La mucosa oviductal comprende las dos primeras capas. El epitelio que reviste
el limen consiste de una sola capa de células de aspecto escamoso cubico o columnar
dependiendo de la region y estado reproductivo. Algunas células presentan ciclos o

proyecciones plasmaticas, solo visibles en el microscopio electrénico.

La lamina propia consiste de tejido conectivo irregular laxo o denso con abundantes
fibras de colagena y fibroblastos, glandulas y ocasionalmente macr6fagos. También
encontramos vasos sanguineos asi como glandulas multicelulares (Blackburn., 1998).

El movimiento del oviducto es generado por la contraccion de la bicapa de musculo liso.
La capa interna es circular y la capa externa longitudinal. Externamente el oviducto esta

recubierto por una membrana serosa (Blackburn., 1998).

I.IV Infundibulo.

Es la primera region del oviducto y es responsable de captar al ovocito recién expulsado
del ovario, es de forma estrellada, flacido y translicido, y se caracteriza por presentar
pliegues prominentes (Blackburn, 1998).

En los lacertilios los oviductos se encuentran siempre separados por lo que cada conducto

forma de manera independiente un Utero y una vagina (Bellairs y Attridge, 1978).

1.V Utero.

En reptiles oviparos (tortugas, cocodrilos algunas serpientes y lagartijas), el dtero aloja a
los embriones en desarrollo y deposita las cubiertas ovulares como la membrana de la
cascara y la capa de carbonato de calcio que forman la cascara del huevo (Blackburn, 1998,
Goin y col.,, 1978). En las especies viviparas contribuye, junto con la placenta, al
intercambio de gases y al suministro de nutrientes al feto. Durante la prefiez el Gtero se
presenta distendido por los embriones y cuando mas de un huevo se aloja en él, se forman
camaras de incubacidn que se alternan con regiones interembridnicas constrefiidas. En las
especies viviparas el utero post-gravido cominmente aparece distendido, evidencia de la

reciente presencia de huevos (Blackburn, 1998).



El Gtero presenta cambios estacionales dramaticos en la altura del epitelio, asi como en el
tamafio y estado de actividad de las glandulas uterinas. También se registran cambios
estacionales en el espesor de la lamina propia y del miometrio, sin embargo, en algunas
especies, los cambios en la altura del epitelio son pequefios o inexistentes (Blackburrn,
1998).

Como resultado de la adaptacion a la viviparidad, el dtero se modifica en las formas
viviparas a través de un aumento en la vascularidad, asi como en la disminucion en el

tamafio de las glandulas de la cascara y en la altura del epitelio (Blackburn, 1998).

Figura 4. Corte transversal de oviducto de reptil (tomado de Martinez-Torres, 1997).

I.VI Regulacién del desarrollo folicular.
I.VI a. Sefiales Ambientales y Gonadotropinas.

La temperatura, el fotoperiodo la disponibilidad de alimentos y la lluvia son los
principales factores ambientales que participan en el control del inicio de la actividad
gonadal en los reptiles escamados. Hay evidencias de que el factor liberador de
gonadotropinas esta presente en el hipotalamo reptil y existen evidencias bioquimicas que
muestran que existen dos gonadotropinas quimicamente diferentes en la hip6fisis anterior
de diversas especies de quelonios y cocodrilos. Sin embargo los intentos por aislar estas
entidades por separado a partir de la hipofisis de los escamados no han sido posibles.
Recientemente s6lo ha sido posible identificar gonadotropos productores de hormona
foliculo estimulante (FSH) en la lagartija Podarsis simula Uromastyx acanthinura.
Ademas, el papel bioldgico, por separado, de cada una de estas gonadotropinas tampoco ha
sido del todo aclarado (Callard y Kleis, 1985).



I.VI b Estimulacién con Gonadotropinas de mamifero.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que la gonada de los reptiles
escamosos es sensible a la estimulacién con gonadotropinas de mamifero (Licht and
Pearson 1969; Licht, 1970; Callard et al.1972) o sus andlogos. La aplicacion de
gonadotropinas de ovino a lagartijas adultas mostré6 que tanto la hormona foliculo
estimulante (FSH) como la hormona luteinizante (LH) son capaces de promover desarrollo
ovarico y la esteroidogénesis (Anolis carolinensis, Uta stansburiana y Sceloporus
ocidentalis, Licht 1970). Sin embargo, parece ser que la FSH de ovino es mas eficiente que
la LH, ya que se observo que la administracion de dosis “bajas” de FSH altamente
purificada inducen el desarrollo folicular, la ovulacion y el incremento en el peso del
oviducto (Licht, 1970). La ovulacion también ha sido inducida con gonadotropinas en los
saurios mediante la aplicacion de gonadotropinas de mamifero (Jones and Guillette, 1982,
Martinez-Torres, et al 2008).

Il ANTECEDENTES.
.1 Viviparidad.

La viviparidad es una estrategia reproductora que se presenta en diversas especies de
reptiles escamados (serpientes lagartijas y anfisbénidos) (Martinez, 1997). Esta forma de
parto se presenta en alrededor del 20% de las 6000 especies de lagartijas y serpientes que
existen en el mundo (Shine, 1995).

Existen diversas hipdtesis acerca de las condiciones ecologicas que promovieron la
evolucion de la viviparidad. La hipotesis del clima frio es la mas aceptada y propone que
las hembras gravidas retienen el huevo embrionado como respuesta termorreguladora a
estas condiciones climaticas (Shine, 1995). Ademas, existen reportes de diversos autores
que apoyan este punto de vista; por ejemplo Brafia y col. (1991) estudiaron distintas
poblaciones de especies de lagartijas europeas y encontraron que a mayor altitud, el tiempo
de retencién del huevo es mas prolongado. En México Camarillo (1981) observo que en
poblaciones de lagartijas de zonas templadas a elevadas latitudes, hay un mayor nimero de

especies viviparas que oviparas.

Por otro lado, hay evidencias que sugieren que la viviparidad no solo surgié como una
adaptacion a climas frios; ya que se han encontrado especies viviparas en climas tropicales

y que ademas, no provienen de ancestros que habitaran en climas templados (Blackburn y
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col. 1984). Ademas, se ha sefialado que la viviparidad también pudo surgir como respuesta
a otros factores tales como la depredacion, humedad, sequedad, etcétera. (Martinez Torres
1997).

Durante la evolucion de la viviparidad reptil ocurrieron una serie de cambios tanto
en la hembra gestante y como en el embridn, dentro de las que destacan las siguientes: a)
alargamiento de la vida media del cuerpo liteo, b) alargamiento del patron de secrecion de
progesterona, ¢) incremento en la vascularidad uterina, d) reduccion de las glandulas
uterinas, €) perdida del cascardn calcareo, f) desarrollo de la placenta (Blackburn, 2000;
Callard et al., 1992; Guillette, 1993).

I.II' Cuerpo luteo y Progesterona.

El CL es una glandula de secrecion endocrina efimera presente en todas las hembras
gravidas de los vertebrados, se desarrolla en los ovarios después de la ovulacion a partir de
las membranas de los foliculos preovulatorios. Su funcién principal es sintetizar y secretar
esteroides, primordialmente progesterona, la cual es requerida para el establecimiento de la

prefiez (Xavier, 1987).

La formacion del CL en los reptiles se inicia por una serie de cambios bioquimicos y
morfologicos en las células de la granulosa y de la teca interna del foliculo pre ovulatorio.
Después del estimulo ovulatorio, pero antes de la ovulacion hay una hipertrofia de las

células de la granulosa y activacion nuclear (Gordon y Net, 1988; Xavier, 1987).

Diversos autores le han dado al CL un papel central en la evolucién de la viviparidad y en
el mantenimiento de la gestacion por su capacidad de producir progesterona (P4). (Callard
1992, Shine and Guillette, 1988).

Es ampliamente conocido que la P4 es el producto méas importante del CL, y que
tanto las especies viviparas como las oviparas tienen la capacidad de sintetizar este
esteroide; aunque difieran en la cantidad y duracion de la secrecién. En reptiles oviparos
como la tortuga Chelonia mydas exhiben un incremento en la produccion de la P4 antes de
la ovulacién y esta decae en la fase luteal en forma marcada. A diferencia de las especies
viviparas como en los saurios Trachydosaurus rugosus (Bourne, 1972), Sceloporus jarrovi

(Guillette y col., 1992) y Barisia imbricata (Martinez-Torres et al., 2003), los cuales
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exhiben una produccién abundante de esta hormona en el periodo postovulatorio. La
progesterona cumple funciones fundamentales tanto para el establecimiento como para el
mantenimiento de la gestacion entre los que destacan: preparar al Utero para la
implantacion, inhibicion de la contractilidad uterina, participa en la regulacion de la
respuesta inmune, (Graham and Clarke, 1997) en los reptiles modulan la respuesta del
miometrio en la prefiez tardia a la arginina-vasotocina (Martinez-Torres et al., 2010).

LIl Esteroidogénesis ovarica.

La P, como los demas esteroides, posee un anillo ciclopentanoperhidrofenaltreno de 17
carbonos como estructura principal. Es sintetizada a partir del colesterol (molécula de 27
carbonos) incorporado a través del alimento o sintetizado a partir del acetato en el reticulo
endoplasmico. El colesterol, mediante la enzima 20,22 esteroide liasa se transforma en
pregnenolona, debido a pérdida de 6 atomos de carbono (C) de la cadena lateral en el C17,
si sigue por la via A4, la oxidacion del grupo alcohol y el desplazamiento de la doble
ligadura del anillo B al anillo A mediado por la A>*3BHSD,. La pregnenolona se transforma
en P,4. En el caso de la via A mediante la P450c17 (que tiene la capacidad de actuar como
una hidrolasa o una liasa) se forma 17a hidroxipregnenolona, por la adicion de un grupo
OH en el C17 en posicion a. A partir de la 17a hidroxipregnenolona mediante la accion de
la A°*3BHSD se forma P, (Callard y Kleis, 1985). La P4 mediante la P450c17 se transforma
en androstenediona debido a la incision de 2 C en la posicion 17-20 y la formacion en este
carbono de un grupo ceto. Para que se forme testorterona a partir de la androstenediona
deba haber una hidroxilacion mediante la accion de una 17-cetoreductasa. La testorterona
mediante el complejo P450cl7 aromatasa se transforma en estradiol debido a la

aromatizacion del anillo A (Miller, 1988).

10



Cholesterol
l P450ssc

Pregnenolone
3p-DH
P450c17 A**.isomerase

17-OH pregnenolone Progesterone
3p-DH __
17,20 lyase A**-isomerase P450c17

Dehydroepiandrosterone (DHEA) 17-OH progesterone

3p-DH __
17-ketoreductase A**-isomerase 17,20 lyase

Androstenediol Androstenedione

3p-DH T icens Wase
A*’-isomerase
Estrone

Testosterone

OH aromsatase 17-ketoreductase
oy

v__'jsc l J J Estradiol

O~

l Sa-reductase
Dihydrotestosterone

Figura 5. Vias de sintesis de las hormonas esteroides Sexuales. Esteroides producidos en el foliculo ovarico a
partir del colesterol.

1.1V Regulacion de la produccion de Progesterona.

Un evento clave en la evolucidn de la viviparidad y en el mantenimiento de la gestacion
en especies viviparas actuales es el establecimiento de un mecanismo que mantenga un
ambiente progestacional que permita la retencion del huevo para que todo el desarrollo
embrionario ocurra dentro del Gtero. En mamiferos se tiene perfectamente establecido que
gonadotropinas provenientes del embrion alargan la vida media del CL y regulan la
produccién de progesterona durante parte de la gestacion (humano) o bien durante toda la
gestacion (conejos). (Hafez, 1970).

Aunque hay diversas lineas de evidencia indican que el CL de los reptiles produce
progesterona bajo la influencia de la pituitaria (Chan y col., 1973; Callard et al., 1972,
1976; Klicka y Mahmoud, 1972, 1973), los detalles concernientes a los efectos de FSH y
LH en estos tejidos postovulatorios son limitados. Recientemente, en el laboratorio de
Biologia de la Reproduccion FES lIztacala UNAM se ha observado que la gonada (ovario)
de juveniles de Barisa i. imbricata puede ser estimulada con analogos de gonadotropinas

hipofisiarias de mamifero (Gonadotropina Coriénica Humana —GCh- y Gonadotropina de
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Suero de Yegua Prefiada —-PMSG) (Martinez-Torres y Martinez-Juarez, 2006) y que el
desarrollo folicular puede ser inducido mediante la aplicacion de PMSG a hembras con
fracaso reproductor de esta misma especie (Martinez-Torres et al., 2009). Sin embargo,
hasta la fecha se desconoce si la actividad del ovario, particularmente el CL de las hembras
prefiadas de los reptiles puede ser estimulado con FSH o LH de mamifero o sus analogos.

I1.V Biologia Reproductora de Barisia imbricata imbricata.

Barisia i. imbricata es una lagartija vivipara de zona templada y una de las cuatro
subespecies endémicas descritas por Guillette y Smith (1982). Habita en altitudes elevadas
(2100-4000 m.s.n.m.), en pastizales asociados a bosques de pino de la zona transvolcanica
de los estados del centro de la Republica Mexicana (Distrito Federal, Estado de México,
Hidalgo, Puebla, Morelos, Michoacan, Jalisco, Oaxaca, y Veracruz). El apareamiento
ocurre en octubre (Martinez-Torres datos no publicados) y la ovulacion en noviembre; y
principios de diciembre (Martinez-Torres et al., 2006a). El desarrollo embrionario es largo,
dura alrededor de siete meses, inicia a finales de otofio y termina ya entrada la primavera
(Martinez y col., 2006). Machos de B. i. imbricata exhiben una recrudescencia testicular en
primavera (Guillette, Casas-Andreu 1987).

En el laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la FES Iztacala de la UNAM se
ha utilizado a este reptil como modelo para estudiar el control hormonal de la gestacion.
Inicialmente se establecieron las caracteristicas histoldgicas e histoquimicas del CL de
Barisia i. imbricata (Martinez y col. 2003). Las hembras estan gravidas desde finales del
otofio todo el invierno y gran parte de la primavera (fines de noviembre o principios de
diciembre, hasta fines de mayo o principio de junio). Ademas, estos autores (Martinez y
col. 2003) determinaron que el desarrollo del cuerpo luteo ocurri6 en el primer tercio de la
gestacion (diciembre y enero); y la regresion lutea ocupo los 2 tercios restantes cursando
por cuatro estadios secuenciales durante el desarrollo luteal y tres durante su regresion.
IVl Fases del desarrollo del cuerpo luteo (CL).

Il.VIa Formacion.

Etapa |. En esta etapa los foliculos postovulatorios tienen una amplia cavidad central y
presentan su mayor diametro (1719 * 403.9um). Las células de la granulosa se tornan en
multiples capas probablemente debido a la contraccién folicular, y no se observan mitosis

en estas células. En esta etapa, las células de la granulosa, las cuales son ovales o planas en
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los foliculos preovulatorios, se transforman en esféricas e incrementan su tamafio debido a
hipertrofia. Asi, luego de la ovulacidn éstas fueron transformadas en células de la granulosa
luteal, las cuales no son tefiidas con uniformidad como algunas de ellas que fueron
profundamente tefiidas con nicleos compactos, considerando que otras eran tenues. La teca
interna es delgada y relativamente mas celular que la teca externa y consiste principalmente
de células redondas y fibroblastos; estas Ultimas se encuentran en el borde interno de la
teca. La teca externa es una placa fibrosa la cual consiste de fibras de colagena, fibroblastos
y vasos sanguineos (Martinez y col., 2003) (b).

Etapa Il. Las células de la granulosa luteal son multiestratificadas y la reduccion de la
cavidad progresa, debido a hipertrofia celular. A lo largo del borde interno de la teca
interna se encuentra una placa hipertrofiada de células redondas con ndcleos aplanados
(tipo adipocitos). Algunas células y fibras de colageno emergen de la teca invadiendo el
area de las células luteales. Las capas tecales no difieren mucho de la primera etapa,
excepto que los espacios abiertos entre las dos tecas son relativamente mas numerosos y
alargados, conteniendo grandes largos vasos sanguineos (Martinez y col., 2003) (b).

Etapa I11. La cavidad del CL se ha estrechado considerablemente. Se presentan abundantes
células con nacleos obscuros en muchos lugares en la teca interna e infiltracion masiva de
células de la teca en la masa de células liteas. Se encuentran dos tipos de células luteas en
esta etapa (a) células grandes con citoplasma acidofilo claro con nucleos que poseen uno,
dos o tres nucléolos y (b) células pequefias con ndcleos condensados fuertemente tefiidos.
Los espacios entre las tecas estan considerablemente mas estrechos pero aun presentan
vasos sanguineos (Martinez y col., 2003) (b).

Etapa IV. En esta etapa, el CL muestra una estructura solida y compacta. La
transformacion de células de la granulosa y tecales a luteales esta completada. Cada célula
de la masa de células luteales tiene abundante citoplasma acidofilo con nucleos vacuolados,
de forma redonda a oval, y de uno a tres nucléolos. Algunos pequefios capilares dentro del
delgado septo de fibras de colageno se observan en la masa de células luteales. La teca
interna es una capa delgada bien definida que contiene células alargadas. La teca externa
estd constituida en su mayoria por fibras de colagena, algunas células hipertrofiadas y
fibroblastos con ndcleos fuertemente tefiidos embebidos en una fina matriz (Martinez y
col., 2003) (b).
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ILVI b Involucion.

Etapa |. Las células luteales has comenzado el proceso picnético; sus nicleos, que
inicialmente eran esféricos u ovales se tornan contraidos o rotos. El espesor de las dos tecas
disminuye y el numero y didmetro de los vasos sanguineos es menor. Las células luteales
periféricas muestran vacuolas lipidicas en su citoplasma (Martinez y col., 2003) (b).

Etapa Il. Esta etapa es caracterizada porque todas las células luteales presentan una
vacuola lipidica en su citoplasma, el proceso picnético se ha esparcido a toda la masa de
células luteas. El cambio mas significativo en la masa de células luteales fue la infiltracion
de septos de tejido conectivo de la teca interna. Una significativa reduccion del espesor de
la teca interna y externa ocurren en esta etapa y el tamafio del CL se reduce (Martinez y
col., 2003) (b).

Etapa I11. Mientras el proceso degenerativo progresa, mas infiltracion de tejido conectivo
se observa. El cincuenta por ciento del CL tiene pequefias cavidades en la region central de
la masa de células luteas y células luteales vacuoladas con nucleos encogidos. La teca
interna y externa forman una delgada capa compacta y el CL estd muy encogido. Se
encuentran en el 30% de los CL abundante infiltracion de leucocitos eosindfilos y dos tipos
de células luteales; (a) células con nucleos pequefios y condensados y (b) células con un
gran nucleo las cuales han perdido casi todo su citoplasma. Dentro de la masa de celulas
luteales hay un incremento de una sustancia intracelular acidéfila con apariencia hialina y
una reduccion en el nimero de células. El septo de fibras colagenas no es visible en estos

foliculos postovulatorios (Martinez y col., 2003) (b).

ILVII Perfil de pogesterona (P4) en Barisia i. imbricata.

Los niveles de P4 se incrementan al inicio de la gestacion alcanzando su nivel mas alto
durante enero, presentando disminucién gradual en el segundo Y tercer tercio coincidiendo
con los cambios degenerativos del tejido luteal. (Martinez y col., 2003) (a).

La validacién de P, fue probada (Martinez y col., 2003) por la comparacion de una dilucién
serial de plasma obtenida de hembras prefiadas de B. imbricata con una curva estandar. La
concentracion media mensual de P, plasmatica a través de la gestacion de hembras de B.

imbricata es mostrada en la tabla 2.
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Mes Niveles de P4 (ng/ml)
Diciembre 0.39+0.14
Enero 3.97 £1.04
Febrero 2.03 £0.69
Marzo 1.31+0.32
Abril 1.19+0.45
Mayo 0.74 +0.24

Tabla 1. Promedio en los niveles de progesterona (Martinez y col., 2002).

I11. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Justificacion. En los mamiferos existe una amplia informacion acerca de los mecanismos
que regulan la actividad del ovario, esto ha permitido mejorar el potencial reproductor de
las especies productivas. Sin embargo, en las especies silvestres (reptiles, peces etc.) se
desconocen los mecanismos que mantienen el estado de gravidez. Debido a que, por un
lado, en afos recientes la aceptacion de estos organismos como animales de compafiia y
ornato y por otro, que el nUmero de especies de reptiles amenazadas se ha incrementado
dramaticamente en los Gltimos 10 afios (ver lista roja de la IUCN -http:www.redlist.org/-), es
necesario estudiar los mecanismos que regulan su reproduccion. También pueden ser
utilizados como modelos para investigar diversos topicos relacionados con la evolucion, la
inmunologia, la fisiologia etc. Por otro lado, mantener reptiles como mascotas es una idea
relativamente reciente, los reptiles histéricamente han estado rodeados de miedos, mitos y
leyendas, y, aunque para algunos puedan parecer poco agradables, para muchos de nosotros
son fascinantes. Ademas, debido al desconocimiento de su biologia se presentan diversos
problemas para su mantenimiento y sobre todo la terapéutica para optimizar su
reproduccion, por lo que desde el punto de vista médico veterinario, es importante

adentrarse en el conocimiento de su biologia reproductora.

Los reptiles pueden ser realmente mascotas fascinantes cuando son mantenidos con

conocimiento y entendimiento de sus requerimientos. Existen muchos opositores al
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mantenimiento de mascotas exoticas en general, pero en opinion de otros es
responsabilidad de quien practica la medicina veterinaria proveer cuidado, educacion y
consejo para asegurar el bienestar de nuestros pacientes reptiles. El tratarlos en la préactica
clinica es interesante y gratificante y nuestra experiencia debe expandirse en el area del

conocimiento de la medicina.
IV. OBJETIVOS.

Objetivo general.  Determinar el efecto de la administracion gonadotropina corionica
humana, en el primer tercié de la prefiez, sobre el desarrollo del cuerpo liteo y los niveles
plasmaticos de progesterona en hembras gestantes de la lagartija vivipara Barisia imbricata

imbricata.
Obijetivos particulares.

1.- Determinar el efecto de la administracion de la gonadotropina corionica humana sobre
los niveles plasmaticos de progesterona y la concentracion de esta hormona en el cuerpo

luteo de hembras gestantes de Barisia i. imbricata luego de 9 semanas de tratamiento.

2.- Establecer el efecto de la administracion de la Gonadotropina corionica Humana sobre
el cuerpo lateo y los foliculos ovaricos. Establecer las caracteristicas histologicas del CL
de hembras gestantes de Barisia i. imbricata luego de 9 semanas de administracion de GCh

y determinar si su involucion puede ser retrasada.

V. MATERIALES Y METODOS
V.l Localizacion.

Este trabajo se desarroll6 en el laboratorio de Biologia de la Reproduccién de la Unidad
de Morfofisiologia, de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM asi como
en el Laboratorio de Hormonas Proteicas del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran.

V.11 Animales.
Se emplearon 10 hembras que cursaban por el primer tercio de la gestacion (Martinez-

Torres et al., 2003) de Barisia i. imbricata en edad reproductiva, proporcionadas por el
Laboratorio de Biologia de la Reproduccion arriba mencionado que fueron colectadas en el

Municipio de Cahuacdn Estado de México (19°38°N, 99°25°W) a principios del mes de
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diciembre de 2009. Las hembras fueron marcadas por escision falangiana, medidas y
pesadas para su registro. Se dividieron en dos grupos de cinco animales cada uno, el
primero se denomind grupo experimental (grupo 1), el segundo como grupo control (grupo
2). Las lagartijas se mantuvieron en condiciones de cautiverio en un invernadero anexo a la
unidad de morfofisiologia en condiciones atmosféricas naturales, con agua y alimento a

base de de grillos y larvas de gusano de cera a libre acceso.

VI. DISENO EXPERIMENTAL.

VI.I Obtencion de sangre. Un par de horas antes del al tratamiento experimental, a todas
las hembras les fue tomada una muestra de 200ul de sangre por puncién cardiaca, misma
que se centrifug6 a 10 OOORPM durante 30 seg. Se decanto el suero, el cual fue
conservado en un ultracongelador a -40°C hasta el momento del ensayo para la
determinacion de progesterona.

Figura 6. Puncion cardiaca.

VLIl Procedimiento quirdrgico. Las lagartijas, de ambos grupos, fueron sometidas a
celiotomia, previo bafio con hipoclorito de sodio al 10% y embrocacion de iodopovidona al
11% en la region ventral desde la cloaca hasta caja toracica. La induccidn anestésica fue en

camara de gas con éter. Incision ventral paramedial derecha en cavidad abdominal (fig. 7).
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Se ubicd el ovario, se registrd la ausencia o presencia de foliculos no vitelogénicos y
vitelogenicos y se practico lutectomia parcial extirpando de 2 CL a cada una de las hembras
.Un CL se fijo en paraformaldehido (PFA) al 4% en solucion amortiguada de fosfatos a pH
7.4 preparado en fresco durante 24 hrs. El segundo CL se deposit6 en un tubo eppendorf y
se congeld inmediatamente en una mezcla de acetona-CO2 sélido y se almaceno a -40°C
hasta el momento de la sonicacion. Las hembras se suturaron con puntos separados con
nylon monofilamento de seis ceros. Como antibioterapia postquirurgica, a cada lagartija de
ambos grupos se administré una combinacion de penicilina G 5000 Ul + Sulfato de
estreptomicina 48 mcg. durante tres dias, Antibioserva 4,000,000 U.I. (Intervet ®).

Figura 7 Incision paramedial derecha Figura 8 Incision paramedial izquierda.

cirugia previa al tratamiento cirugia al final del tratamiento

VLIIT Administracion farmacolégica.

Una vez realizada la lutectomia, se administro GCh 5000 Ul + Solvente Na CI al 0.9%
dilucion en 5 ml de cloruro de sodio al 0.9%. El protocolo fue; administracion
intraperitoneal de 50 Ul de GCh equivalente a 0.05 ml de solucion dos veces por semana
durante 9 semanas al grupo experimental. Al grupo control se le administré via IP a 0.05
ml solucion de cloruro de sodio al 0.9%, dos veces por semana durante 9 semanas. Al
término de la fase experimental los animales fueron sometidos nuevamente a celiotomia
paramedial izquierda, para la escision de dos CL, siguiendo los mismos métodos de
conservacion, y obtencion de 200ul de sangre previa a la cirugia siguiendo el protocolo

arriba mencionado.
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VI.IV Procesamiento y tincion

Todos los CL fijados en paraformaldehido fueron procesados para la técnica histologica de
rutina; deshidratados con alcoholes graduales hasta etanol absoluto, aclarados con Xileno e
incluidos en parafina. Se obtuvieron cortes de 7 um de grosor y se tifieron con
Hematoxilina y Eosina (ver apéndice I). Los cortes histolégicos obtenidos fueron evaluados
al microscopio de luz y se determind su estadio de acuerdo a Martinez-Torres et al., (2003).

Choriomon®
5000 U.I.

Gonadotrofina Coridnica

Solucién inyectable 5000 U.l.

Caja con 1 frasco ampula con 5000 U.1

Figura 9 Gonadotropina Corionica Humana.

VL.V Radioinmunoanalisis (RIA).

Los CL en congelacidon se descongelaron a temperatura ambiente y fueron
homogenizados por sonicacion en 1 ml de Amortiguador de fosfatos frio a pH 7.4. El
homogeneizado se evalu6  mediante RIA (ver apéndicell) para determinar las
concentraciones de progesterona. La determinacién se llevo a cabo en el laboratorio de
hormonas proteicas del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran. El analisis se llevo a cabo con un kit Siemens Coat-A-Count Arca TPG1 1288.

VI.VI Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos de la medicion de progesterona tanto de los CL como del plasma
fueron analizados mediante una prueba de T de Student pareada con un nivel de

significancia de p <0.05 y se determind si el tratamiento hormonal tuvo efecto sobre la
produccién de progesterona (P4).
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VII. RESULTADOS.

Los ovarios de esta lagartija son estructuras alargadas en forma de saco. Ninguna de las
hembras de los grupos experimental y control presentd foliculos vitelogénicos antes del
tratamiento con hGC; en cambio todas poseian CL. Estos son facilmente reconocibles por
su tamafio y su colocacion. Son estructuras ovaladas (de alrededor 2 a 3 mm en su longitud

mayor, por 1.5 a 2.5 mm en su longitud menor), con una pequefia depresién central y de
color amarillo palido (Fig. 10a).
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Figura 10 Lutectomia previa a la administracién de Gonadotropina Corionica Humana.
Grupo control: a) identificacion CL, b) lutectomia.

c) Lutectomia posterior al protocolo de administracién de Gonadotropina Coridnica
Humana. d) final de laparotomia
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VIIL.I Histologia de los cuerpos Itteos previo al tratamiento.

Los CL obtenidos previo a la administracién de la GCh se encontraban en el estadio 111
(3 organismos Fig. 11a) y IV (2 organismos fig. 11b) de desarrollo luteal, en cambio los del
grupo control se encontraban entre los estadios Il (2 organismos fig. 11c) y I (3
organismos fig. 11 d) de desarrollo folicular.

S,
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«  Inasa-de,cellas Iiteasgy

Cuerpos lateos en estadio Il de desarrollo luteal. Presentan una amplia cavidad central
rodeada de células luteales de origen folicular. Estas se caracterizan por su aspecto eliptico,
son de citoplasma acidofilo, con nicleo basofilo de cara abierta con uno a tres nucléolos.
La teca esta bien diferenciada en teca interna y teca externa (fig. 11c).

figura 11c corte 40X estadio I1. figura 11d corte 40X estadio I1l.

Cuerpos luteos en estadio Il de desarrollo luteal. Este estadio se caracteriza por
infiltracion de las células de la teca interna hacia la masa de células luteas y reduccion de la

cavidad debido a la hipertrofia de la masa de células luteas (Fig. 11d).
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Cuerpos luteos en estadio 1V de desarrollo luteal. Son estructuras compactas, la
cavidad ha desaparecido. La masa de células lateas presenta células de citoplasma acidéfilo
claro y nicleo de cara abierta con 1 a 3 nucléolos. Dispersas entre esta poblacion, se pueden
observar algunas células de cromatina condensada (Fig. 11b).

VILII Histologia de los cuerpos luteos después del tratamiento.

Todos los cuerpos luteos de las hembras experimentales y de las hembras control se
encuentran en etapa de regresion; excepto en una hembra: En ésta el tejido luteal se
encuentra en etapa IV de desarrollo luteal.

VILIIT Cuerpos lateos del grupo experimental.

Particularmente los CL de las hembras del grupo experimental se encuentran en el
estadio | (una hembra), Il (2 hembras), 111 (2 hembras). Los cuerpos liteos en las hembras
del grupo control se encuentran en el estadio | (una hembra), 1l (2 hembras) Il (una
hembra) de regresién y s6lo una hembra se observé en estadio 1V de desarrollo luteal.
VILIV Cuerpos luteos del grupo control.

Las caracteristicas de estos estadios son las siguientes:

Cuerpos luteos en etapa | de degeneracion. Se caracterizan por la contraccién del
nacleo de la masa de células luteas y la presencia de células en anillo en el limite de la
masa de células lUteas y la teca interna. Las tecas son mas delgadas en relacion a las que
presentan los cuerpos lateos de fase 1V de desarrollo (Fig. 12a). Las llamadas “células en
anillo” presentan el nicleo basofilo aplanado y desplazado hacia la periferia de la célula, el

citoplasma es levemente acidofilo (Fig. 12b).

figura 12a 10x. figura 12b 40x.
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Cuerpos luteos en etapa Il de degeneracion. La caracteristica distintiva de esta etapa
es todas las células lGteas adoptan el aspecto de ‘“células en anillo” asi como el
adelgazamiento de las tecas. En la masa de células luteas se observan algunas trabéculas
finas de tejido conectivo. La disminucion del volumen de todo el CL es notoria.

Cuerpos liteos en etapa Il de degeneracion. La infiltracion masiva de tejido
conectivo asi como la presencia de pequefias cavidades de diametro irregular es la lo que
caracteriza a esta etapa. Ademas en esta etapa no es posible diferenciar la teca interna de la
externa.

VIIL.V Progesterona.

Se encontrd que la progesterona obtenida de los cuerpos luteos es mucho mayor que
la concentracién medida en el plasma. Mientras la concentracion promedio esta por arriba
de los 10 ng/ml, la concentracion media en plasma fue menor a 1 ng/ml.

VIL.VI Concentracion de progesterona en el tejido luteal

La concentracion promedio de progesterona fue de 18.5 + 3.3 ng/cuerpo ldteo en los
organismos experimentales previos al tratamiento con GCh. Después del tratamiento, la
progesterona disminuy6 significativamente, (p< 0.05, t = 1.173) encontrandose

concentraciones de 12.14 + 4.2/cuerpo lateo (Tabla 3).

Progesterona en tejido luteal
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Gréfico 1. Niveles de P4 en Tejido Luteal.
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En cuanto al promedio de progesterona en los cuerpos liteos de las hembras control
es de 24.59 + 2.5 ng/cuerpo lateo, previo a la administracién. Al igual que en los
organismos experimentales, la concentracibn media de progesterona disminuyd
significativamente ((p< 0.05, t = 1.51) después de 9 semanas de aplicar la solucion

fisiolégica siendo de 15.88 + 3.8 ng/cuerpo lateo.

VILVII Concentracion de progesterona en el plasma.

La concentracion promedio de progesterona en el plasma de las hembras
experimentales antes del tratamiento fue de 0.53 + 0.2 ng/ml, después del tratamiento las
concentraciones disminuyeron (0.4 + 0.18 ng/ml), aunque no significativamente (p = 0.62, t
= 0.516). En las hembras control la concentracion media de progesterona previa a la
aplicacion del suero fisiologico es de 0.42 + 0.09 y al finalizar el tratamiento se observo un
aumento (0.71 + 0.2 ng/ml), aunque tampoco fue estadisticamente significativo (P = 0.29, t
= 1.13). (Tabla 4).
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Gréfico 2. Niveles plasmaticos de Pj.
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VIII DISCUSION.

La necesidad de P, en el mantenimiento de la  gestacion
parece ser bastante clara, pues la presencia de esta hormona ha sido detectada a lo largo de
la gestacion en las hembras gravidas de cualquier especie de vertebrado (Martinez-Torres,
et al., 2003a,b). Ademas, hasta el momento no se conoce ninguna especie vivipara en que el
periodo de gravidez pueda ser mantenido en ausencia de P, (Martinez-Torres et al, 2003b;
2010).

Existen diversas evidencias que sugieren que el CL es una fuente importante de P, durante
el periodo de gravidez en diversos saurios (para revision véase Xavier, 1988), entre ellos
Barisia. i. imbricata (Martinez-Torres et al., 2003a). Por esta razon diversos autores le han
asignado un papel central en el mantenimiento de la gestacion en reptiles (oviparos y
viviparos) y en la evolucion de la viviparidad reptileana (Jones y Guillette, 1982; Yaron,
1985; Guillette, 1985, Callard et al., 1992). En los mamiferos es muy conocido que la
actividad del ovario se modifica durante la gestacion. Es decir, mientras que la vida del
cuerpo lateo asi como el patron de secrecion de progesterona se alargan, el crecimiento y
maduracion de nuevos foliculos ovaricos se detiene durante todo el periodo de gravidez.
También es bien conocido que durante una parte del embarazo (humano, macaco), o
durante la gestacion completa (rata, raton, conejo) las gonadotropinas, estimulan la
actividad del CL, retrasan la luteolisis y alargan la vida media del cuerpo lGteo. También se
sabe que la administracion exdgena de luteotropinas hipofisiarias (LH y LTH) alargan la
vida media del cuerpo luteo (Ganong, W.F., Fis. Med., 2004). En este trabajo se encontrd
que la administracion intracelomica de GCh no alargé la vida media del cuerpo luteo. El
proceso regresivo se presentd en el cuerpo luteo de todos los organismos que fueron

administrados con esta gonadotropina.
Tampoco se observo un incremento en la produccion de progesterona; al contrario, se

encontré que después del tratamiento la concentracién de progesterona litea disminuy6

significativamente a niveles similares a los encontrados en el grupo control.
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Estos datos sugieren que el cuerpo liteo de Barisia i. imbricata no presenta receptores a
esta hormona (GCh). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la génada de los
reptiles escamosos es sensible a la estimulacion con gonadotropinas de mamifero (Licht
and Pearson 1969; Licht, 1970; Callard et al.1972). La aplicacién de gonadotropinas de
mamifero a lagartijas adultas (Anolis carolinensis, Uta tansburiana y Sceloporus
ocidentalis, Lich 1970) mostr6 que tanto la hormona foliculo estimulante (FSH) como la
hormona luteinizante (LH) son capaces de promover desarrollo ovérico y la
esteroidogénesis. Ademas Licht y Papkoff (1973) demostraron que la LH de ovino puede
promover la espermatogénesis en adultos hipofisectomizados de A.carolinensis y se ha
observado que esta misma hormona puede estimular el desarrollo de los foliculos ovaricos
en adultos de esta misma especie (Licht, 1970), aunque su efecto es menor comparado con
el producido por la FSH.

Recientemente se ha encontrado que la espermatogénesis puede ser promovida en juveniles
de Barisia i. imbricata con GCh o con gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG,
por sus siglas en ingles) (Martinez-Torres y Martinez-Lopez, 2006) y el desarrollo folicular
puede ser estimulado con PMSG en hembras adultas de esta especie con fracaso
reproductor (Martinez-Torres et al., 2009). Un hecho sorprendente que se encontrd en este
trabajo es que todas las hembras gestantes presentaron foliculos vitelogénicos después del
tratamiento con GCh. Esta situacion demuestra que el foliculo ovérico de esta lagartija si
presenta receptores a la GCh y sugiere que después de la ovulacién estos se pierden. Sin
embargo, se desconoce en qué etapa del desarrollo luteal esto sucede. Es posible que
suceda inmediatamente después de la ovulacidon o en los estadios iniciales del desarrollo
luteal, ya que al momento que se les administr6é la GCh, los cuerpos liteos se encontraban
en etapa Il y IV de desarrollo luteal. Es necesario realizar mas experimentos para
determinar en qué momento se pierden los receptores a esta hormona ya sea mediante la
administracion de la GCh luego de la ovulaciébn o bien mediante un método

inmunohistoquimico.

Por otro lado, es ampliamente conocido que el desarrollo y maduracion de nuevos

foliculos ovéricos se suspende durante la gestacion de los reptiles y que los foliculos cuyos
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ovocitos no maduran o no son ovulados se trasforman en atrésicos (Byscov, 1972). Los
foliculos vitelogénicos encontrados luego del tratamiento con GCh representan estructuras
que se formaron después del tratamiento con esta hormona, ya que al momento de obtener
los cuerpos luteos previo a la administracion de la gonadotropina se determind la ausencia
de este tipo de foliculos en cada una de las hembras. Una de las funciones de la
progesterona en los vertebrados no mamiferos es la inhibicién de la sintesis de vitelogenina
(Callard et al., 1991). Durante la gestacion de los escamosos viviparos la progesterona es la
hormona dominante (Yaron, 1985, Xavier, 1988) y Barisia i. imbricata no es la excepcion
(Martinez-Torrres, 2003a). Por lo que durante la gravidez, la produccién de progesterona
se incrementa y el desarrollo de nuevos foliculos se inhibe durante esta etapa. Callard et al.,
(1972, 1991) reportaron que en diversas especies de escamosos Viviparos el desarrollo
folicular no puede ser inducido con gonadotropinas durante la gestacion. Sin embargo
nosotros encontramos que el crecimiento folicular y la vitelogenesis pudo ser inducido en
hembras gestantes de B. i. imbricata. Estas observaciones sugieren que el efecto inhibitorio

de la progesterona sobre la sintesis de vitelo, durante la gestacion, puede ser abrogado.

Estos resultados abren la posibilidad de iniciar proyectos que permitan la manipulacion de

la reproduccion en los saurios.
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IX CONCLUSIONES.
1.- La administracién intracelomica de la Gonadotropina Coriénica Humana a hembras
gestantes de Barisia i. imbricata, no pospone la luteolisis, ni estimula el incremento de la

sintesis de progesterona en los cuerpos luteos.

2.-Las lagartijas de ambos grupos presentaron niveles serolégicos de progesterona similares

al concluir el protocolo de administracion farmacolégica.

3.- La Gonadotropina Corionica Humana induce la vitelogénesis en hembras prefiadas de

Barisia i. imbricata.
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X. APENDICE
TECNICA HISTOLOGICA DE RUTINA.

El tejido fijado en formol fue lavado con solucion de agua corriente durante 24 hrs.
Siguiendo con la deshidratacion del tejido en un gradiente de alcohol, desde 60% hasta
alcohol absoluto por una hora cada uno en agitacién, después en alcohol absoluto por 12
hrs. Prosiguiendo a la inclusién en parafina, primero el tejido se pas6 por parafina | por una
hora, seguido con parafina Il por una hora y finalmente los CL se incluyé en parafina para
inclusiones histologicas. Los tejidos se cortaron a 5 pm en un micrétomo rotatorio y los
cortes se adhirieron en un portaobjetos con solucién Ruyter. Los portaobjetos se colocaron
en el horno para desparafinar.

TECNICA DE TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA (LUNA 1968).

Los cortes ya montados se desparafinaron en xileno (2 bafios por 3 min c/u), despues los
tejidos se rehidrataron en gradientes de alcohol, iniciando en absoluto hasta etanol al 70% y
posteriormente en agua destilada. Se colocaron en hematoxilina de Harris por 7 minutos y
se lavaron en un bafio rapido de agua corriente. Se dieron dos bafios r{apidos en agua
amoniacal, se diferenciaron en alcohol acido y se colocaron en eosina alcohdlica durante un
minuto. Se deshidrataron en alcoholes graduales, desde alcohol al 90% hasta alcohol
absoluto y se montaron con resina sintética.

RIA (Radio Inmuno Analisis).

Principio del analisis. El ensayo Progesterona Coat-A-Count es un radio inmuno analisis
de fase solida, donde la progesterona marcada con 1'% compite por un tiempo fijo con
progesterona de la muestra del paciente por sitios de union al anticuerpo. Debido a que el
anticuerpo esta inmovilizado en la pared de un tubo de polipropileno, la simple decantacion
del sobrenadante es suficiente para terminar con la competencia y aislar la fraccion unida al
anticuerpo de la progesterona marcada con 1'?°. La lectura del tubo en un contador gamma,
proporciona entonces, un nimero que se convierte por medio de una curva de calibracion,
en una medida de la progesterona presente en la muestra del paciente.

Se etiquetan dos tubos planos de polipropileno T (cuentas totales) y dos tubos NBS
(uniones especificas). Ademas se etiquetan 14 tubos con anticuerpo desde la A hasta la G

para obtener la curva patron. Al tubo A se le denomina de maxima union.
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ng/ml nmol/|. NN
A(MU) 0 0
B 0.1 0.3
C 0.5 1.6
D 2 6.4
E 10 31.8
F 20 63.6
G 40 127.2

En cada tubo se pipetean 100ml de progesterona (P4) y 10 ml de progesterona marcada (
P,4) y se agitan en un vortex. Se incuban los tubos durante 3 horas a temperatura de 15-
28°C. Posteriormente se decantan cuidadosamente y los tubos son colocados en un

contador gamma. Las cuentas obtenidas fueron procesadas con el programa WHO

(Organizacién Mundial de la Salud) para transformarlas a nanogramos/ml.

BUFFER DE FOSFATOS
Solucion A (NaH2PO4 0,2 M): disolver 27.6 g de NaH2PO4 . H20 en agua destilada,

completando un litro.

Solucion B (Na2HPO4 0,2 M): 53.65 g de Na2HPO4. 7 H20 se disuelven en agua

destilada, llevando el volumen final a 1 litro.

Solucion A (ml)

225
195
165
140
115
95
80
65

275
305
335
360
385
405
420
435

Solucién B (ml)

30

500
500
500
500
500
500
500
500

Agua destilada (ml)

6.9

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6




CENTRIFUGACION.

La centrifugacion es una técnica de transporte basada en el movimiento de las particulas,
suspendidas en un medio liquido especifico, impulsadas por una fuerza denominada
centrifuga, que tiende a desplazarlas hacia fuera del centro de rotacion. Tanto la viscosidad
de la disolucién-muestra (esto es de gran interés para las aplicaciones analiticas) como las
propiedades fisicas de las particulas afectaran a la sedimentacion individual de las mismas.
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