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RESUMEN,

Fl proceso de parto esta influenciado por diversos mecanismos hormonales, en los
reptiles oviparos se ha demostrado que el cucerpo lateo (CL): glandula endocrina
transitoria, ¢s importante en ¢l mantenimiento de la gravidez por su capacidad de
secretar progesterona (Py). El prado de desarrollo histologico del ClL. exhibe una
correlacion positiva con los niveles plasmaticos de Py, ademas de gue sc ha observado
que su remocion provoca oviposicion prematura. En el caso de los reptiles la
participacion del CL en el mantenimiento de la gestacion no es muy clara debido a que la
respuesta a la remocidn luteal difiere de acuerdo a la especic v a la etapa en que se
realice la cirugia Ademids de la Py, hormonas como la arginina vasotecina (AVT)y la
prostaglandina Fy, (PGFa,) estan implicadas también en ¢l proceso del parto. Jones y
Gusllette sugieren que los cambios en la secrecion lutea regulan los Procesos
neuroendocrinos que desencadenan el parto. En este trabajo hemos utilizado hembras de
Barisia imbricata imbricata en el Gltimo tercio de la preficz; para estudiar ¢l control
endocrino de la prefiez y el parto. Algunas hembras se asignaron a tratamiento quIrargico
{lutectomia o laparotomia) y a otras no se les aplicé ningin tratamiento (NT). A las
hembras lutectomizadas, el CL obtenido se dividié en dos, una mitad se incluyd en
“tissue-tek" v se congeld para determinar la actividad de la A™ 3B-hidroxi esteroide
deshidrogenasa (HSD) v la 17p HSD. La otra mitad del CL se procesd mediante la
técnica histologica de rutina y se observo al microscopio. A las hembras de laparotomia
5010 se les realizo incision ventral y cuantificacion de CLs. Previo a la cirugia, asi como
seis horas después se tomé una alicuota de sangre de 220 pl, se centrifugo, se decanto el
plasma y se congelo a -40 °C para fa medicion de Py mediante radioinmunoanalisis. A las
hembras NT se les tomo dos alicuotas (0 a 6 hrs.) de sangre vy el plasma se proceso
también para medir P,. Todas las hembras se mantuvieron en cautiverio con agua y
alimento hasta el nacimtento de Jas crias. Se observd que todas las hembras sometidas a
lutectomia presentaron complicaciones en el parto (parte prematuro, parto disociado v
parto retardado) y elevacion en los niveles de P, circulante. 1.a actividad de la A 3B-
HSDy la 178 HSD en los CLs, se observo durante el (ltimo tercio de la preficz ¥ también
en el post-purium, aunque en menor grado. Esto se puede explicar debido a que la
sensibilidad del oviducto a la AVT esta regulada por la Py, niveles altos impiden la
sensibilidad del oviducto a la AVT, que induce la contraccion del oviducto a través de
las PGF», que causan las contracciones oviductales que desembocan en el parto. Por lo
tanto los cambios en los niveles de Py plasmatica provocados por la remocién del CL
pueden alterar Ia iberacién de AVT y traer come consecuencia anomatias en ¢l parto.



INTRODUCCION.

Los organismos del planeta a pesar de su gran diversidad solo presentan dos tipos de
reproduccion: la asexual y la sexual Pa reproduccion asexual se da cuando los
progenitores pueden dividirse o fragmentarse para asi formar dos o mas descendientes;
¢ésto ocurre principalmente en las bacterias, los hongos, los protozooes v algunos
tunicados. La reproduccion sexual requiere generalmente de dos progenitores donde cada
uno contribuye con un tipo de gameto para la procreacién (Odum, 1972).

Ciclos reproductivos.

Y debido a que la reproduccion esta influenciada por factores ambicentales, los ciclos
reproductivos  han evolucionado. Meéndez y col. (1998) opinan que los ciclos
reproductivos sincronicos, que se observan en los escamosos viviparos, evolucionaron a
partir de los ciclos asincronicos que presentan las especies oviparas. Vial en 1985
cstablece para el caso de lacertitios tropicales, los siguientes ciclos reproductivos:
Dcontinuo, sin variacidn en la actividad reproductiva, ii)continuo, con variacion
estacional en la actividad reproductiva y in)discontinuo, con distintos periodos de
inactividad reproductiva.

Estrategias reproductivas,

Por otra parte, muchos vertebrados expulsan el gameto virgen y la fecundacion se lleva
fuera del cuerpo. A estd estrategia se denomina ovuliparidad (Angelini y Ghiara, 1984).
En el resto de los vertebrados, la fertilizacion se lleva a cabo en el interior del aparato
reproductor femenino; sin embargo el huevo fertilizado puede ser expulsado sin gue haya
concluido el desarrollo embrionario y ademas con alguna cubierta ovular intacta, a este
tipo de estrategia se le denomina oviparidad y es posible encontrarla en muchos reptiles,
en fodas las aves y en algunos mamiferos como los protiterios (Blackbum, 1993).
Finalmente, en diversos peces, en muchos reptiles y mamiferos ¢l embrion termina el
desarrollo en el interior de la hembra y ademas desarrolla un anexo embrionario “ia
placenta” y es expulsado vivo del cuerpo y con la capacidad de llevar una vida
independiente de la madre, a este tipo de estrategia se le denomina viviparidad
(Blackburn, 1993).

En los organismos ovuliparos el ovocito liberado transita rapidamente a través del
oviducto y la ovulacidon es seguida inmediatamente por la oviposicion. En estos
organismos, se sugiere que los foliculos post-ovulatorios no forman cuerpos litcos (CL)
verdaderos, por cl contrario los organismos oviparos y viviparos, los foliculos post-
ovulatorios s1 los forman (Martinez-Torres, 1997).

Los reptiles son un grupo versatil de vertebrados que presentan entre otras caracteristicas
dos estrategias de reproduccion: fa oviparidad y la viviparidad y son modelos adecuados
para el estudio de las mismas.



Aparato reproductor.

El aparato reproductor de las hembras de los reptiles esta constituido por Organos
sexuales primarios (como el ovario) y secundarios (como las glandulas y los conductos),
Los ovarios como en la mayoria de los vertebrados son estructuras huccas de forma oval

y alargada. Y estan suspendidos por i mesovario sobre la pared posterior del cuerpo (van
Tienhoven, 1968).

El ovario.

En el caso de los reptiles como ¢n todos los vertebrados, el ovario tiene dos funciones
primordiales: la produccion de gametos y hormonas. El parénquima ovarico {(fig.1)
presenta foliculos previtelogénicos (FPV) poco aparentes, foliculos vitelogénicos (FV) y
foliculos atrésicos (FA) y en la fase de gravidez se observan CLs (Hernandez-Catallero,
1997). El ovario sintetiza v secreta hormonas como la progesterona, estrogenos y
testosterona. Los estrogenos son  secretados fundamentalmente en las etapas pre-
ovulatorias donde los ovarios estan bajo el control de las gonadotropinas pituitarias;
tienen la funcidn de estimular la maduracion del tracto genital (Yaron, 1985},

El ovario de los reptiles produce ovocitos a partir de OVOgoNias; estos ovoCitos poseen
cromosomas en la profase meidtica, las hebras de cromatina son faciles de ver y en
general los ovocitos son mds grandes en didmetro que las ovogonias. Se localizan en los
techos germinales que se encucentran en la pared dorsal del ovario (Unbe y col. 1995).
Dentro del lecho germinal, los ovocitos crecen y maduran para posieriormente
abandonarto (Martinez-Torres, 1997).

Desarrollo folicular.

El desarrollo folicular consta de varias etapas en las cuales se da lugar a la formacién de
los FPV, FV y FA.

Folicudos pre-vitelogénicos. Su formacion inicia cuando los ovocitos abandonan el lecho
germinal; y constan de un epitelio estratificado constituido por tres capas célulares: a) las
células pequefias, b) células intermedias y ¢) células piriformes o nutritivas, estas iltimas
estan en comunicacion con el ovocito mediante proyecciones {Zuckerman, 19773,

Foliculos vitelogénicos. Al iniciar la sintesis y el depésito del vitelo, los foliculos
vitelogénicos presentan la zona pelicida mas gruesa, la teca externa aumenta en su
grosor y se vuelve mas vascularizada y fibrosa. La teca interna presenta células
hipertrofiadas de citoplasma claro v nucleo vesicular que secretan esteroides {(Maninez-
Torres, 1997).



Fig.1 Ovario de B. fmbricara imbricata, donde se muestran las estructuras mas comunes que
se pudieran presentar a lo largo del ciclo repreductive: 1.G=lecho germinal, FpV=foliculo
previtelogénico, Fv=foliculo vitelogénico, EsOv=estroma ovarico, CL=cuerpe hiteo y
EpCel=epitelio celémico (Tomado de Herndndez-Caballero,1997),



Atresia folicular. Al hablar de la atresia folicular se hace referencia a aquellos foliculos
gue independientemente del grado de vitclogéncsis, presentan cambios degenerativos: el
crecimiento del ovocito se detiene, se fracciona el nicico, la zona pelucida se rompe v
permite el acceso de las células de la granulosa que invaden at ovocito y fagocitan al
vitelo. Ademés se ha observado que los FA presentan actividad de la A 3p hidroxi
csteroide deshidrogenasa (A‘N 3p HSD) por lo que se sugiere que pudieran representar
una fuente de progesterona (Py) (Méndez, 1994).

Cuerpos luteos. Después de la ovulacién se forman los foliculos post-ovulatorios que se
transforman en CLs; que son glandulas endocrinas transitorias y una fuente importante de
Py ovérica. En los reptiles después de 1a liberacion del ovocito, los foliculos presentan
una apariencta de saco cofapsado y estd compuesto por tejido epitetial y conjuntive
(fig.2).

Fig.2 Corte histolégico de un CL de B. Imbricata imbricata, presenta la apariencia de saco
colapsado, se observa la teca externa=TE, la teca interna=TI, la masa de células luteas
=MCL y la cavidad folicular=CV,



Dyesarroflo ¢ involucion del O

Bl desarrollo v T involecion deb Chobasade dividido on crapas sara lacilite suestudiv ol
desarrolle del CLde B0 pmbricat mbricana abarca aproximadamente diciembre VovTTe
Oviartines=Torres, 199750 AL Iinal de o tase 1V de desarrollo, o O oes una estructurs
compacta. que inicia ung clapa dednvolucion donde se obsarvan caracleristivis
degenerativas en los cuatto meses restantes de la predicy (Gurava v Vanna, 19765,
respecto Hemandes-Cabadlero (1997) observod las siguientes caractonistivas on dicho
provesa de desarrolle ¢ mvedocion del O

Fuses de Desarrotle del 1.

Fase L

e csta fase el CL presenta sy maximo vohumen, on la pared dorsal se observa fa apertura
dejada por el ovecito al salir, ademds se inicia Lo transtormacion de las célulis de i
granulesa en ¢élulas Juleas que poscen un ndcleo grande, claro. con dos o fres nucteolos
con citoplisma acidotilo. La teca externa presenta una mavor estratificacion con vasos
sanguineos v abundantes fibroblastos mientras que la teea intema ticne menor grosor v
presenti una capa de cdlulas unidas con nucleos basdfilos v adipecitos.

Ifase 11

S¢ observa hipertrofia de las cclulas de fa granulosa a partir de la region central hacia la
periferia v debido a csto se comienza a llenar la cavidad [olicular disminuvendo su tamafio,
He hace evidente ¢ arreglo de tipo cordonal de las ¢élulas con citoplasma acidaofilo y Usto
les da un aspecto espumoso,

Fase 1

La cavidad folicular s¢ cierra debido a fa hipertrofia de Tas células de fa granudosa. que se
transtormaran en esta fase en células loteas: micniras que el arreglo cordonal v la
aparieneia espumose del citoplasima se manticne.

Fase IV

lin esta fase se observa que los sinusoides de Lo teca extema pierden tamadno debido a la
dismanueion on ol grosor d las tecas v es evidente la infiftracion de tejido concctiva de La
teca interna hacia la masa de célufas lateas,

Dvolneidn del O

Fase |

La disminucion del grosor de das tecas continla, ademas de la invasion de tejide concetiv
en forma de seplos con algunes vasos simguineos hacia la masa de células Tateas. Fn ol
caso <o las eclulas fnteas, b citoplasma presenta vacuolas. el nucleo se desplaza a fa
periferia, debido a dsto fas células adquieren una fonna anillada v se inicia ¢l proceso de
apopltosts de las células lutcas.

Fuase 1
Fn osta fase el interior de fa mass de cdulas bieas presentdn aleunos macréfieos v
cosinotilos, ademas de L infiltracion masiva de teido conectivo. Por otra parte la
degeneracion de Lo masa de células Tteas ocasiona que ol C1. tenga ung disminucion en so
Lamanio.



trase 11

Fonoesta Lase e divisiom coire ambas tecas se pionde totahnento v adeggiere una caraclonstica
Hbrosa v ose presentan aividades pequenas en o ioterior do 1o masa de oclulas fuleas,
ademas de una inliltracion abundante de cosinotlos.

{ .)f';._fu.'m\, SeNtafes secunidorios
Il oviducto de log reptiles es muy simlar af de tos mamileros. Esta constituido por cuatro
reaiones: Del infundibulo. que se ubica en la veadn antenor de los oviductos. 1 twbo o
segmento contormeado. i) seamento ulerno ¥ 1v) una vagina ue se comamica con la

choaca oy, 1077y B la reoitn v T
Caasd (1'ON, Y S ah 193 o

denominado istme, <l cual se hace evidenie en hembras prefadas (Fones v Guillette, 19823,
Fooviducio esia consbiivido por bos capas: el petimdirio o capa sciusa extarior,
compuesta por mesotelio v tejido conjuniive Laso. fiymiometrio o capa media, constituida
per dos capas de muscuio liso (una cireular v otra longitudmal) responsable del transporte
de los ovocitos v embriones. iiiendomelrio o capa mucosa, la cual esta compesta por una
capa e tepdo epitelial v conjuntive. Las capas del oviducto pueden variar de acuerdo a
cada region: del mismo modo que fas plindulas v L capa epitclial de revestimiento {Unibe v
col. 1988).

Clasificacion del C1..

I CL puede sor clasificado de acuerdo a diferentes criterios: por su morfologia, su origen
v por sus factores luleotrdpicos v Juteoliticos.

D¢ acuerdo a su aspecto morfoldgico v la participacion de 1o teca en la formacion de masas
de células lteas. se puede clasificar en dos tipos: ¢ Tipe 1, donde ne hay participacion de
la teca, como en Sceloparus jarvovi, Sphenomorphus quovii ¥ Fegernia whitii, {Xavier.
T987). Y ol 'lipo 2. donde si hay participacion de la leca. este tltimoe presenta dos subtipos:
el subtipo A donde las ¢élulas no participan en la esteroidogenesis v se dinviden en: i) donde
La penctracion de los {ibroblastos es en forma de seplos, por giemplo ¢n las serpientes
oviparas Najga naja v Lyeodon audicns, en la serpiente vivipara Natrix rhombifera v en las
lagartijas Culotes versicolor vy Uromastx hardbieki (Xavier. 1987). v iy donde Ia
penetracion de Jos fibrablastos se da por células aisladas, por cjemplo en la lagartija
vivipara Lacerfa vivipara v i serpiene vivipara Hvdropliis cvanccticts (Nanvter. 1987}



In
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Fig. 3. Aparato reproductor femcnino de B. Imbricata imbricata. Fsquema donde se
presentan las siguientes estructuras: Ve=Vaginz, Uwr=Utero, Ov=0vario, Is=Itsmo,
SC=Segmento contorneado, In=Infundibulo (Mendez, 1994).



o el subtipo 3 las células participan en 1a esteroidogénesis v se dividen en - 1) células
que permanecen aisladas dg las ¢€lulas foliculares 10teas por una membrana, por gjemplo
Neya nupa (Xavier, 1987) 1i) cclulas que sc entremezclan y forman parte de las célutas
liteas como en Uremastix hardwicki y ili) ¢élulas que forman agrupamientos pequefios
como en Lacerta vivipara (Panigel, 1956} y Rarista imbricatu (Martinez-Torres, 1997),
De acuerdo a su ongen {Browning, 1973) el CL puede clasificarsc en 1}cuerpo latco de
atresta (CLA) o lijeuerpo Joteo de ovulacion (CLOY). Fl CLA se origina a partir de los
foliculos atrésicos y puede aparecer en cualquier momento del ciclo reproductivo del
Organismo; en espectes viviparas puede estar implicada en la reduccion del nimero de
ovocitos ovulados (Browning, 1973).

EL CLO se origina a partir de las capas del foliculo vacio despuds de Ia liberacion del
0ovocito, es importante para la reproduccion de las especies oviparas v viviparas debido a
su capacidad esteroidogénica; en la lagartija ovipara dmphibolurus muricatus, los CLO
permanecen aclivos durante tres semanas de gestacion, a diferencia de las especies
viviparas donde la actividad del CLO persiste en alpuna o en todas las etapas de la
gestacion (Browning, 1973).

Tambien el CL ha sido clasificado en consideracion a los factores que regulan su
actividad (Jones y Baxter, 1991),

En el Tipe 1, poco antes de la ovulacion ocurre la luteinizacién de la granulosa debido al
aumento de la secrecion de gonadotropinas pituitarias (LH, FSH o ambas) y degencra
cuando el aporte de gonadotropinas desaparece, debido a que esta disminucion lleva a la
produccion de prostaglandinas luteoliticas. La vida media del CL es de algunas horas o
dias y se presenta en organismos con fertilizacion externa como teleostelos y anuros
ovuliparos y en aves,

El CL de Tipo II se encuentra controlado por luteotropinas de la pituitaria, Jones y
Baxter, (1991) proponen que este CL se presenta en elasmobranguios oviparos y
viviparos, teleostelos oviparos y viviparos, urodelos oviparos, anuros, reptiles y en
mamiferos euterios. El CL se forma después de la ovulacién manteniéndose algunos dias
mas en respuesta al alargamiento de la secrecién de gonadotropinas. Por lo tanto el CL
produce  por mas tiempo progesterona retrasando la oviposicion vy deteniendo la
produccion de prostaglandinas, ademas de suprimir el rechazo inmunolégico del
embrién.

El CL de Tipo III se presenta en euterios con placenta epiteliocorial, donde la secrecion
uterina de PGF,, provoca lutedlisis. El CL se encuentra bajo el control de luteotropinas
de la pituitaria y luteolisinas extrinsecas como la oxitocina producida por el hipotalamo y
la prolactina, cuya accion es mediada por prostaglandinas.

En el Tipo IV, et CL se caracteriza por estar bajo ¢l control de luteotropinas extrinsecas
de origen embrionario. Se presenta en el anfibio viviparo Nectophrynodes aecidentalins
v en la lagarija vivipara Lacerta vivipura donde el alargamiento de la vida luteal se ve
influenciada por las luteotropinas secretadas por el embrion; también se puede presentar
este tipo de CL en otros anfibios o reptiles viviparos y mamiferos que tengan placenta
con capactdad de secretar gonadotropinas (Jones y Baxter, 1991)



Por nfumo ¢l Clode Tipo Voesta controlado por factores luteostaticos extrinsecos, la vida
del CL. es alrededor de dos semanas: se presenta en muchos marsupiales donde la
quicsciencia del Cl.se debe a ta secrecion de prolactina v al succionamiento de fa cria
La secrecton de progesterona en este CL csta bajo el control de los taclores luteostaticos
EXITINSECOos,

Progesterona.

En todo organismo el sistema nervioso v las hormonas tienen una estrecha e importante
interrelacion en e funcionamiento y respuesta de las glandulas endocrinas. Las hormonas
son transportadas por la sangre desde la glandula hasta ¢l sitio en que actian, tieng un
alto grado dc especificidad ya que desencadenan en torma caracteristica una respuesta
que sdte puede observarse en ciertas células del cuerpo. Otro aspecto importante de sus
funciones es su elevado porcentaje de recambio, es decir, si sélo s¢ necesita un pequefio
cambio metabolico, puede actuar una pequefia cantidad de hormona y las moléculas sc
liheran o inactivan con rapidez. Pero cuando se necesita un cambio metabolico continuo,
s¢ sintcttza constantemente una hormona particular para mantener  dicha accion
{Schottetlius, 1982).

La P4 es una hormona importante durante la gestacion de los organismos viviparos. Los
niveles de Py en la circulacion durante la fase folicular son bajos, incrementiandose
durante la fase luteal y disminuye gradualmente al final de la preficz. Ln los reptiles
viviparos que estan gestando, la Py tiene la funcion de preparar al oviducto para la
prefiez, previene los ciclos ovulatorios durante la gravidez, también evita la sintesis v
ltberacion de prostaglandinas (PGs) previniendo asi {as contracciones uterinas { Yaron,
1982).

Esteroidogénesis ovdrica

La P, como los demds esteroides posee un nucleo con una estructura principal de anillo
ciclopentanoperhidrofenaltreno de 17 carbonos, es sintetizada a partir det colesterol
{(molécula de 27 carbonos) incorporado a través del alimento o sintetizado a partir del
acctato en el reticulo endoplasmico. El colesterol (fig.4) mediante la enzima 20, 22
esteroide liasa se transforma en pregnenolona, debido a la perdida de seis dtomos de
carbono (C) de la cadena lateral en el C17, s sigue por la via A la oxidacion del grupo
alcohol vy el desplazamiento de la doble ligadura del amllo B al amllo A mediado por la
A IBHSD, la pregnenolona se transforma en Py . En el caso de la via A® mediante la
P450¢17 (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 o. A partir de
la 170 hidrexipregnenolona mediante la accion de la A>*-3BHSD se forma P, (Callard v
Kleis, 1987). La P; mediante la P450¢17 se transforma en androstenediona debido a la
incision de 2 € en la posicion }7-20 y la formacién en este carbono de un grupo ceto
Para que se forme testosterona a partir de androstenediona debe haber una hidroxilacion
mediante la accion de una P7- cetoreductasa. La testosterona mediante el complejo
P450c17aromatasa sc transforma en estradiol debido a la aromatizacién del anillo A
(Mtller, 1988).
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Colesterol

P450
3BHSD P450c21
Pregnenolona —————--————— Progesterona — Corticosterona
Corticosterona
P450¢] ]
P450¢17 P450¢17
Aldosterona
|
i IBHSD P450c21
170H Pregnenolona —— - - - Progesterona ~—11 Deoxicortisol
[ Pa50c17 P450ct7
1 3BHSD 17 ceto-
J reductasa
DHEA-——" - ~--——————Androstenedina ———— testoslerona

P450c1 1
1801

P4350ct !
Cortisol

P450 aromatasa
Estradiol

Fig.4 Esquema de la sintesis de hormonas esteroides sexuales producidas en el foliculo
ovarico mostrando la via A 5 y via A+, asi como las enzimas invelucradas (Miller, 1988).



ANTECEDENTES.
Barisia imbricata imbricara.

Son organismos que pertenecen a la Familia Anguidae, que es un grupoe monofilético
conformado por scis géneros. En el caso de México hay cineo de éstos, de los cuales el
geénero Barisia ¢s endémico del pais. Son miembros de la subfamilia Gerrhonatidae y
pertenecen al suborden Lacertidae (Good, 1987).

Son lagartijas viviparas que habitan las zonas temptadas, con vegetacion de pastizal
asociado a pino; estos organismos (fig. 5) se encuentran a altitudes elevadas a partir de los
2100 y los 4000 msnm . su distribucién se encuentra sobre el eje neotranversal Son

terrestres y s¢ alimentan principalmente de insectos (Guillette y Casas-Andreu, 19873,

Fig.5 B, imbricata imbricata, lagartija vivipara perteneciente a la familia Anguidae, que
habita las zonas templadas, con actividad sexual verang-gtofio.



Il apasato reproductor femenino de £ imbricata unbricara consta de oreanos pareados,
como ovario, ulero ¥ vagina. Los ovarios estdn suspendidos de la pared dorsal del cuerpo
por el mesovario, son huecos v estan imitados por un epitehio escamoso. ¢ parénquima
del ovarto contiene foliculos descritos anteriormente para otras especies (Hernandez-
Caballero, 1997). En cuanto a su actividad reproductiva, las hembras exhiben actividad
sexual verano-otofio, con crecimiento folicular en verang, fa ovulacion en otofo v ¢l
estado de prefiez en invierno; el desarrollo embrionario dura seis meses (Guillette, 1987)
Se ha relacionado positivamente ¢l crecimiento folicular con el comienzo del periodo de
liuvias, pero no con el aumento de la temperatura y el fotoperiodo (Guiliette y Casas-
Andreu, 1987). Sc ha observado que en ¢l invierno el desarrollo embrionario es lento ¥
alcanza el estadio 31-32 para febrero {Hernandez-Caballero, 1997). tos machos
presentan actividad sexual & partiv de la primavera con recrudescencia  testicular,
mostrando actividad maxima en verano v decreciendo en la temporada de otodo
{Guillette, 1987).

Viviparidad.

En los reptiles existen alrededor de 6000 especies que presentan estd modalidad v todas
pertenecen al Orden Squamata (Shine, 1995)

Lxisten diversas hipotesis acerca de tas  condiciones ecologicas que promovieron la
evolucton de la viviparidad. La hipétesis del clima frio es la mas aceptada y propone que
fas hembras pravidas retienen el huevo como una respuesta termorreguladora a estas
condiciones climaticas (Shine, 1995). Ademas, existen reportes de diversos autores que
apoyan cste punto de vista; por ejemplo Brafia y col. (1991) estudiaron disuntas
poblaciones de especies de lagartijas europeas ¥ encontraron que a mayor altitud, ¢l
tiempo de retencion del huevo es mas prolongado. En México Camarillo (1981} observo
que en poblaciones de lagartijas de zonas templadas a clevadas altitudes. hay un mayor
numero de especies viviparas que oviparas,

Existen otras hipotesis en las cuales se indica que la viviparidad no solo surgtd come una
adaptacion a climas frios; va que se han cncontrado especles viviparas ¢n chimas
tropicales y que ademas, no provienen de ancestros gue habitaran en chmas templados
{Blackburn v col, 1984). Sin embargo la cvolucion de la viviparidad también puede
surgir como respuesta a otros factores tales como la depredacion. humedad, sequedad,
et

La idea de que el CL y la Py estuvieran involucrados en la retencion del huevo, fue
propuesta imicialmente  por Hisaw (1959) La viviparidad radica en que ¢l huevo sea
retenido en ¢l utero hasta que ¢l desarrollo embrionario se complete; en los reptiles
oviparos hay evidencias muy claras de la participacién del CL en el control de la pucsta
del huevo, pero en los escamosos viviparos no es muy ¢lara, de acuerdo a la especie v al
ticmpo ¢n que se haga la ovartectomia o ta remocion del CL (Martincz-Torres, 1997)
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Is conocido qué 1a P, s un producto del C1. ¥ que espeeies viviparas v oviparas ticnen Ia
capacidad de sintetizar esta hormona, aunque dificran de la cantidad v duracien de la
scerecton. En especies oviparas como ¢ heionig mydas exhiben un incremento en la
preduccion de la Py antes de ta ovuiacion v esta decae en la fase luteal de una forma
marcada. A diferencia de las especies viviparas como 7 rachyvdoseirus rugosus (Bourne,
1972), Seeloporus jurrovi {Guillette y col, 1992) y Burisia imbricata {Martinez, 1997)
que exhiben una produccion abundante de esta hormona en el periodo post-ovulatorio,

Parto.

Ll parto es un proceso fisiologico muy estudiado en mamiferos, con el cual se da fina la
etapa de embarazo. Sin embargo ha sido muy poco estudiado en los reptifes (Martinez-
Torres, 1997). La neurohipéfisis de estos organismos secreta hormonas que influyen en el
proceso de oviposicion o parto (Jones y Guillette, 1982). En ia lagartija vivipara Lacertu
vivipara (Panigel, 1956) se observé que la administracion de extractos neurchipéfisiarios
de mamifero, induce el parto (Tabia ).

Argimina vasotacina (AVT),

Se ha observado que la administracion de la hormona peptidica AVT (Tabla 1) promueve
las contracciones en el oviducto que derivan en la oviposicién y el parto {Jones y
Guillette, 1982 ). Por ejemplo, mediante una inyeccion intraperitoneal sc puede inducir fa
oviposicion en Hemidaciylus frenarus, Lepidodactylus Tugubris y en Sceloporus acneus
aencus {Guillette y Jones, 1982). En Sceloporus Jarrovi también mediante la aplicacién
de una inyeccion intraperitoneal la AVT también estimula et parto (Guillette v Jones,
19832),

Tabla 1. Efecto de la administracion de hormonas neurohipédfisiarias
sobre la oviposicién y el parto.

[Epecic Estrategia Hormona administrada Efecto
reproductiva
Lacerta vivipara vivipara oxitocina, extractos parto
prtuitanos
Sceloporus aeneus ovipara AVT Oviposicion
Anolis carolinensis ovipara AVT ninguno
Sceloporus jarrovi vivipara AVT parto
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Prostaglandinas (P(s).

Hay evidencias de que las PGs son un potente estimulador de las contracciones en el
dtere en aves y mamiferos (Guillette y col., 1991). Diversos estudios indican que las PGs
Jjuegan un papel importante en el proceso de parto en los reptiles, por giemplo s¢ ha
observado que la PGF),, induce el parto en la lagartija vivipara Hoplodactylus meaculaius
{Cree y Guillette, 1991). En Scefoporus jarrovi se encontré que el blogqueo de la sintesis
de PGs mediante indometacina exdgena alargo el tiempo de la gestacion (Guillette y col.
1991). Debido a ésto se piensa que la estimulacion de las contracciones oviductales
asociadas con la oviposicidn y el parto en reptiles, esta controlada por las interacciones
de diversas hormonas incluyendo a la AVT y a las PGs (Guillette y col. 1990}, Guillctte y
col. (1991), propusieron un medelo donde muestran la interaccion del sistema nervioso
central (SNC), 1a AVT y las PGs. Fl SNC coordina las actividades durante la ovulacion
y la oviposicion. Durante la ovulacion el tracto reproductivo, especificamente cl
“cervix” esta bajo el control de la estimulacion -adrenérgica, que no permiten la
respuesta a la AVT ni a las PGs. Pero durante la oviposicion la conceniracién de AVT
plasmatica aumenta, inhibiendo Ia estimulacién f-adrenérgica y promoviendo la sintesis
de PGs en el oviducto y posiblemente en el foliculo;, 1o que provoca las contracciones en
el oviducto para que ocurra la oviposicion.

Participacion del '

Se ha observado que el CL influye en el periodo de gravidez en reptiles oviparos; por
ejemplo en muchas tortugas Pseudemys scripta (Moll y Legler, 1971) Chelydra
serpenting, Chelonia mydas (Xavier, 1987) y algunos escamosos, por ejemplo
Creminophorus uniparens (Cuellar, 1979}, se ha encontrado que el CL inicia su
regresion poco antes de la oviposicion, o bien inicia inmediatamente después de Ja puesta
como en et caso de la lagartija Calotes versicolor (Varma, 1970). Se ha demostrado
también que la desluteinizaciéon quirdrgica en Anolis carolinensis esta relacionada
dircctamente con la oviposicion (Guillette y Fox, 1984). Sin embargo en serpientes y
lagartijas viviparas (Tabla 2) la participacion del CL en la retencion del huevo hasta que
¢l desarrollo embrionario se complete no es muy clara, debido a que 1a atrofia del CL
puede ocurrir en cualquicr etapa del desarrollo embrionario dependiendo de la especie
(Martinez-Torres, 1997),

Hay evidencias experimentales que han demostrado que la remocion det CL tiene
diferentes efectos de acuerdo a la especie y al tiempo en que se practique.

Por ejemplo, Highfill y Mead (1975b} observaron que al practicar luteotomia al inicio de
fa gestacion en Thamnophis elegans, ¢l desarrolio de la prefiez no se vio alterado, pero
hubo retraso en el parto. En Sroreria dekayi (Clausen, 1940), se realizd ovariectomia a la
mitad de la prefiez encontrando reabsorcion de los embriones o aborto. in Fhamnophus
sirtalis se practico la remocion de los ovarios al final de la preficz, observando parto
normal (Clausen, 1940).



En algunas lagartijas viviparas, la tuteotomia practicada al inicio de la prefiez no provoca
anomalias en el desarroilo de la prefiez, ni en el parto (Chaleldes ocellutus, Badir, 1968;
Mabuyu carinatu, Sekarappa y Devaraj-Sarkar, 1978); sin embargo en otros organismos
la desluteinizacion quirirgica al inicio de la prefiez provoca reabsorcion embrionaria,
nacimiento de fetos muertos, aborte y complicaciones en ¢l pario como parto prematuro,
parto disociado o parto retardado (Lacerta vivipara, Panigel, 1956, S, cpanogenys,
Callard, 1972; Frachyvdosaurus rugosus, Sceloporus jurrovi. Guillette, 1987, Burisia

imbricata, Martinez-Torres, 1997).

A la mitad de la gestacion la lutectomia causd aborto como en (Scefoporus jurrovi,
Guillette, 1987; Xantusia vigilis, Yaron, 1972) y/o reabsorcion de los embriones como
en (Sceloporus farrovi, Guillette, 1987, v Brapodium pumilis, Veith, 1974}, o desarrollo
normal de la gestacion pero anomalias en el parto (Lucerta vivipara, Panigel, 1956;
Barisia imbricata, Martinez-Torres, 1997, Sceloporus mucroratus, Méndez, 1994 y
Thamnophis elegans, Highfill y Mead, 1975b).

Tabla 2. Efecto de los tratamientos quirdrgicos durante la prefiez y el
parto en especies viviparas.

Especie estructura Etapadela Efecto
removida prefiez

Chalcides CL Todos los estadios Desarrollo normal y parto normal.
ocellatus L.aparotomia Todos los estadios
Thamnophis CL Al inicio Desarrollo normal de la  prefiez pero
eleganis L retraso en el parto.
B. imbricata CL vy Al inicio desarrollo normal, pero anomalias en ¢l

foliculos atrésicos parto.
Lacerta vivipara ovarios y todos los estadios desarrollo normal y parto.

CLs unilaterales

ovartos todos los estadios parto retardado.

cuerpoes luteos

todos los estadios

parto retardado en dos de tres hembras.

M. carinata cuerpo liteo al inicio desarrollo y parto normal
B. pumilis CL A la mitad y al final a la mitad causa reabsorcion de
embnones, al final embriones normales
ovarios Alinicio y ala mitad la mayoria de los embriones abortados

o reabsorbidos
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A continuacién se da la clasificacion del parto, mediante lo observado cn trabajos
anteriores realizados en B. Imbricata imbricata (Martinez-1'orres, 1997)

Parto normal

se presenta cuando los recién nacidos hayan alcanzado su desarrollo y sean expulsados
vivos y dentre de un periodo no mayor de 48 horas dentro de la fecha limite del parto de
las hembras intactas mantenidas en las mismas condiciones de cautiverio a la serie que
corresponda.

Parto prematuro

si el parto tiene jugar antes de una semana del primer dato limite, 6 s el feto expulsado
no ha alcanzado el desarrollo y/o madurez de un recién nacido normal.

Parto retardado

cuando ef parto tenga lugar veintiun o mas dias después de los datos limite de los partos
normales de la serie considerada, O si ocurre expulsidon de recién nacidos muertos
habiendo alcanrado el termino del desarrollo embrionario,

Parto total

ocurre cuando todos los huevos son expulsados ¢l mismo dia .

Parto disociado.

El parto sera disociado cuando la expulsion de la totatidad de los huevos se extienda por
un periodo de mas de 48 horas, aun cuando en la autopsia o revision quirirgica se
constate una retencidn ovular en el utero.

Aborto.

ajse presenta si ocurre expulsion de embriones o fetos en un lapso no mayor de 48 horas
después del tratamiento quirirgico

b} cuando en el desarrollo normal, el huevo contenga un embrion o un feto muerto que
sea expulsado antes de completar el segundo tercio de gestacion.
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Justificacion v planteamiento del problema.

Es ampliamente aceptado que el cuerpo liteo es la principal fuente de progesterona
ovérica. sin embargo su participacion en el mantenimiento de la gestacion en los reptiles
viviparos aun no ha sido del todo aclarada. Ademas se sabe que el efecto de la remocion
del cuerpo luleo es diferente si se realiza al inicio de la prefiez que al final de ¢sta. Por lo
que en este trabajo se dard continuidad al estudio de la participacion del cuerpo laico en
el mantenimiento de la prefiez v ei parto y sus implicaciones en la evolucion de la
viviparidad.

Hipotesis.

Si el cuerpo lateo participa en ¢l proceso de parto, entonces su remocion inducira
anomalias ¢n ¢l parto.

Objetivo General.

-Determinar el efecto de la luteotomia en el dltimo tercio de la prefiez sobre ¢l parto y los
niveles plasmaticos de progesterona.

Objetivas especificos.

-Determinar los niveles de Py antes y 6 horas después de la luteotomia.

-Determinar la actividad de la A™ 3pLISD y de la 17BHSD en el CL antes y después del
parto.

-Determinar las caracteristicas histologicas det CL en el altimo tercio de la prefiez y en
¢l post partum inmediato.

-Determinar el efecto de la remocion luteal, en ¢l Gltimo tercio de la prefiez sobre el
parto.
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METODOLOGIA.

Se colectaron en el Municipio de Cahuacan, Edo. de México, hembras prefiadas de
Barisia imbricata en el @ltimo tercio de la prefiez, después de la colecta fueron marcadas
por el método de ectomizacién de falanges, se registro su peso v su fongitud hocico-
cloaca (LHC). De veintiséis hembras totales, nueve fueron asignadas al tratamiento de
lutectomia, nueve mas a laparotomia y a ocho hembras no se les aplicd ningun
tratamiento (NT).

Lutectomia

Se obtuvieron y cuantificaron los CLs de hembras en el tltimo tercio de la prefiez bajo
condiciones de anestesia profunda inducida con éter. Los CLs obtenidos se fijaron en
formol amortiguado al 10% a excepeion de uno, el cual fue divido en dos, una mitad fue
incluida en “tissue-tek™ v congelada inmediatamente a -20°C v la otra mitad sc fij6 en
formol al 10% amortiguado. Se suturaron a las hembras y después de recuperarse de la
anestesia se les aplicod 2000 Ul de bencilpenicilina. La mitad del CL congelado se utifizo
para realizar cortes seriados en un microtomo de congelacién a -20°C. Las secciones de
tejido fueron adheridas al portaobjeto utilizando albiumina. Se realizaron en el ultimo
tercio de la prefiez ensayos histoquimicos para registrar la actividad de la A 3B-HSD
(Levy y col, 1959, ver apéndice) y la actividad de la 173-HSD; se utilizé como control,
rifion y ¢l testiculo de ratén.

Las secciones del tejido se dejaron incubar en sustrato de dehidroepiandrostenediona
para la A>* 3B-HSD y estradiol para la 17B-HSD por 60 minutos a 36°C: después de la
incubacién se montaron con gelatina glicerinada y fueron observados en microscopio de
fuz.

La mitad de CL fijada en formol al 10% se procesé y se monto en parafina para la técnica
histologtca de rutina (Luna, 1968, ver apéndice). Se realizaron cortes seriados ¥ oS¢
tifieron con hematoxilina y cosina (ver apendice). Posteriormente se observaron las
caracteristicas histoldgicas de los Cl.s determinandose la fase degenerativa en que se
encontraban mediante ¢l criterio establecido para B. imbricata imbricata por Martinez-
Torres {1997} y Hernandez-Caballero (1997) y para otros reptiles viviparos por Varma y
Guraya (1970).

Previo a la cirugia, asi como 6 horas después, mediante puncion cardiaca se tomé una
alicuota de sangre de 220-250 pl con una jeringa heparinizada, se centrifugs a 3000
T.p.m. por 3 minutes se decantd el plasma y se congelo a -40 °C hasta el momenta del
radiotnmunoanalisis (RTA) para medir progesterona {P,). Las hembras de este tratamiento
fueron separadas y mantenidas en terrarios individuales para su observaciorn, con agua y
alimento (larvas de tenebrio), hasta ¢l nacimiento de las crias,
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Laparofomi

A las hembras de laparotomia solo se les practicd una incision medio ventral, en
condiciones de anestesia profunda v se registro ¢l numero de Cl.s Despucs de suturarles
se les aphico 2000 Ul de bencilpenicilina Al igual que las hembras del primer
iratamiento, se obtuvo mediante puncion cardiaca, previo a la ctrugia. asi como 6 horas
después, una alicuota de sangre de 220-250 pl, para la obtencion del plasma v medir la
concentracion de P, Las hembras fueron separadas en terrarios bajo las mismas
condiciones que el grupo de lutectomia

Controf Intacto (NT),

A las hembras sin ningin tratamiento sc les tomo, mediante puncidn cardiaca, en los
mismos tiempos de prefiez que tos grupos de lutectomia v laparotomia, una alicuota de
sangre de 220-250 pl medsante una jeringa heparinizada y el plasma sc proceso también
para medir Py,

Postpartum.

Ocho dias después de que las hembras tuvicron alumbramiento se efectud cirugia para la
obtencion det CL., la mitad del organo se fij6 en formol al 10% amortiguado, s¢ procesd y
se monto en parafina para la téenica histologica de rutina y se observo al microscopio La
otra mitad se incluyd en “tissue-tck™ y se realizo el ensayo histoquimico para medir ta
actividad de la A™ 3B-HSD y la 17BHSD ({ ver apendice).

Estadistica.
Para saber el efecto de la lutectomia en ¢l dltimo tercio de la prefiez sobre los niveles
plasmaticos de Py, se aplico una prueba de T de Student (Spiegel. 1970)



RESULTADOS.
Las hembras ufilizadas en este trabajo tuvieron un peso de 32.08 £ 6,18 mg v una
talla L-H-C de 11.25 £ 1.02 em.

Efecto de la lutectomia en el parto.

Las hembras sometidas a cirugia no presentaron aborto: sin embargo en el grupo de
lutectomia se observo anomalias en el parto: parto disociado en tres hembras, parto
prematuro en dos v las restantes presentaron parto retardado (Tabla 3). En el bloque de
laparatomia, cuatro hembras presentaron parto disociado y las restantes parto normal
(Tabla 3); es de hacer notar que una hembra del grupo de lutectomia después de revision
quirirgica a mediados de agosto presento retraso en la gestacion, En el grupo control no
hubo ninguna alteracion (Tabla 3),

Tabla 3.- Efecto de la luteotomia
en ¢l ultimo tercio de la preiiez,
sobre el parto.

Tratamiento Aborto Parto normal Parto anormal
30
Lutectomia 0 0 20
L 4@
Laparotomia 0 5 40
Control 0 9 0

© parto disociado
© parto prematuro
® parto retardado

Ffecto de la lutectomia sobre los niveles plasmdticos de Fyen ol Gltimo tercio de la
prefes.

l.os resultados obtenidos de los niveles plasméticos de P, antes y 6 horas después de la
lutectomia, fucron comparados mediante una prueba de t de students parcada. Se
observo que  las hembras del tratamiento de lutectomia tuvicron un incremento
significativo de Py plasmatica en comparacion con las hembras de laparotomia y control
mtacto (Tabla 4}



Tabla 4.-Efecto de Ia lutectomia sobre los niveles plasmaticos de P, en e
ultimo tercio de la prefiez.

N Tlﬁ:i'miéﬁ ] T Antes T Despuss | T
ng/m} ng/mf p=0.1
xt d.e. xt d.e.
B 4 Lutcotomia 1.98+1 41 16,3542 22 551%
4 Laparotomia 212094 3.58+1.54 -4.56
4 Control 2.21+1.50 3.2411 63 108 |

Desarrollo embrionario en el tltimo tercio de lo prefiez,

Las hembras de los tratamientos qQuirirgicos presentaron embriones en el estadio 37 y 40
de desarroflo de acuerdo a lo descrito por Dufaure y Hubert (1961) para Laceria
vivipard, 1os CLs se encontraron en la fase 1] de involucién,

Los embriones de las hembras trabajadas en abril se encuentran en el estadio 37; se
caracterizan por la separacion completa de los dedos Y estan carentes de la membrana
interdigital, las ufias ya se diferenciaron totalmente, los miembros anteriores miden 6
mm y los posteriores 8 mm; los globos oculares son mas prominentes v el borde interno
del parpado es oval. La longitud hocico-cloaca es de 24 mm (fig 6).

Fig. 6. Embrion en estadio 37, donde se observan las ufias bien diferenciadas, ia
prominencia de los globos oculzres ¥ la separacién completa de los dedos.



Las hembras de mivo presentaran embriones en estadio 40. el ainbrion se encuentra
formado totalmente. la pgmentacion que presenta sera fa misma al nacer. los nmiembros
anteniores miden @ mm v los posteriores 11 mm: 1a longritud hocico-cloaca es de 31 mm.
a partr de aqui solo habra aumento de tamano, va que al alcanzar este estadio fos

embrioncs se encucntran totalmente formados, sin embargo aun son inmaduros (e 7}

‘ reeg,

i
!

1itdig

Fig. 7. Embrion en estadio 40, donde se observa totalmente foermado, sin embargo
aun es inmaduro.
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Caracteristicas del CJ .

Fdilome terci de la preie:.

Los Cis de mayo, se encuentran en la fase 1l de involucion, ticnen forma oval, son de
color amarilio pilido, la teca externa vano se diferencia claramente de fa interna debido
a la disminucién en su grosor: se observan capilares de tipo sinosoide en la periferia
Ademas se observa infiltracion masiva de tejido conjuntivo (fig 8) v capilares hacia la
masa de células luteas (mel) En la periferia de la mel se observan celulas en forma de
anitlo que miden 12 mm y presentan una vacuota en el citoplasma y desplazamicnto del
nucleo hacia la periferia, las células luteas presentan nacleos picnaticos v fragmentados
(fig &) ademas sc observan macrofagos y eosinotilos, el arreglo cordonal de las cclulas se
pierde graduaimente,

O R Bk f e

Fig. 8. CL en fase 11 de involucién, Se observa infiltracién de tejido conectivo ¥
capilares de tipo sinusoide hacia la masa de células luteas (200 Xh



Despuds dod Jerti,

Los CLy obtenidos ocho dias despues de! parto, Presentan sienos degencrativos evidentes,

como a reduccion de algunos sinusoides en g pertferia, la mfiluacion de tepido
COnECtivo v vasos sanguineos en Jorma de red en la mel the @)
mactofagos v cosinofilos, ademas de nucleos picroticos v
mel.

la presencia de
mucleos tragmentados en lu

Fig. 9. CL de postpartum, se observa una red de tejido conectivo v vasos sanguineos
en la masa de células luteas, ademas de [a presencia de eosingfilos (125 ).

[
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Histoquimica del C1..

Ll iimo tercio de fu PreRes,

Las sceeiones de tejido Juteal que se obluvieron antes del parto, son positivos a la AT 3
HSD v a ta I7BHSD, se observan abundantes depositos de formazan (inicamente ¢n la
mel (fig. 10}

Fig. 10. CL en fase II de involucién. Se observan los granulos de formazan en ia
masa de células luteas, mostrandose positivo a la Ay AM3BISD y B) 17BUSD (25 x),



Post-partum.

Los CLs obtenidos ocho dias despucs del parto. también fueron positivos a la A™ 3HHSD
vaia 175 HSD, aunque comparados con los tejidos obtenidos antes del parto. muestran
una cantidad menor de granulos de formazan, ademas son mas pequenos v no se observa
su distnbucion tan uniforme.

Fig. 11. CLs de post partum. Obtenidos ocho dias después del parto donde se
muestran positivos a la A™ 3BHSD ¢n A y en B se observa ta actividad de la 173
HSD, sc muestran los granulos de formazdn (puntas de flecha) 125 x1.



DISCUSION.

Efecro de fa fteciomia en el Gltimo tercio de lu prefes sobre los niveles plusmdiicos de
progesterana.

Hay una seric de evidencias que muestran que el CL de los escamosos viviparos tienen
capacidad esteroidogénica y son la fuente principal de P, durante la preicz sin embargo
su importancia en el mantenimiento de la gestacion y su participacion en el parto dificre
de acuerdo a la especie (Martinez-Torres, 1997),

Experimentos ¢n los cuales se ha removido el CL u el ovario compicto al inicio de la
gestacion han demostrado que en algunas especics no es importante para que la preficz v
el parto ocurran normalmente como en (Chalcides ocellarus, Badir, 1967 v AMabuya
carinata, Sekarappa y Sarkar, 1978). Sin embargo en otras especies la lutcotomia al
inicio y a la mitad de la prefiez causé aborto como en (Sceloporus jarrovi, Guilletie,
1987, Xantusia vigilis, Yaron, 1972) y/o reabsorcion de los embriones como en
(Sceloporus jurrovi, Guillette, 1987, y Brapodium pumilis, Veith, 1974), o anomalias en
el parto (Lacerta vivipara, Panigel, 1956, Barisia imbricata, Martinez-Tormres, 1997,
Sceloporus mucronarus, Méndez, 1994 y Thamnaophis elegans, Highfill y Mead, 1975b).
En nuestro trabajo se observé que la remocién det CLL en el dltimo tercio de la prefiez no
promueve el aborto, pero causa anomalias en el parto v elevacion de los niveles
plasmaticos de P, seis horas después, del tratamiento quirirgico.

Diversos autores han ohservado que la prefiez puede proseguir en ausencia del CI. y han
encontrado que la luteotomia no climina completamente la Py del plasma (Highfill v
Mead, 1975b; Bourne, 1986 y Martinez-Torres, 1997). Por otro lado Xavier v col. {1989)
han demostrado que la glandula adrenal es capaz de sintettzar Py in vitro, por lo que
Boume y col. (1986} sugieren que las glandulas adrenales son una fuente importante de
P4 extraovdrica capaz de sostener la gestacion. I3s posible que en 8. Imbricata imbricata
la glandula adrenal sea la fuente de P, que sostiene la gestacion en las hembras
lutectomizadas, descartando a los FAv ya que en algunas hembras de este grupe no se
presentaron este tipo de estructuras.

Hasta el momento se desconoce en los reptiles  cual es el mecanismo que regula la
produccion de Py . Recientemente Martinez-Torres (2000) ha mostrado evidencias de que
el embrion podria participar en la modulacién de la luteolisis y sugiere; ademais, que
tambicn podria estar involucrado en la regulacion de la produccion de P, Sin embargo,
es necesario realizar estudios para determinar cual es el mecanismo que tegula, no solo el
desarrollo lutcal sino también la produccién de By v otros esteroides durante 1a prefiez de
B mmbricata imbricata.
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Puarto

Durante el primer tercio de la preiez el CL es esteroidogénicamente  activo v se ha
demostrado que es la principal fuente de 1, (Highfill y Mead, 1975; Martinez-Torres,
1997, Hernandes-Caballero, 1997) Durante la gestacion los cambios en la actividad
secretora del CL pueden influir en el tempo de oviposicion o parto (Joncs v Guillette,
1987} ya que promucven cambios en la sensibilidad de la musculatura uterina a la AVT,
Ademas de la Py, en ¢l Dtero actiian inervaciones B-adrenérgicas debido a que se ha
encontrado que su estimulacién inhibe la respuesta del Gtero a la AVT y a las PGy
(Hoploductvius macudatus, Cree y Guiliette, 1991).

Durante el segundo tercio de la prefiez el CL comienza a atrofiarse, Martincz-Torres
(1997) y Hernandez-Caballero (19%7) han observado una correlacion positiva entre el
desarrollo histologico del CL v los niveles de Py plasmatica El proceso degenerativo del
CL se acentuara conforme avance la gestacion y continuarg durante e parto {Martincz-
Torres, 1997). Al final de la prefiez los niveles plasmaticos P, decaen debide a la
degeneracion del CL (Sceloporus jarrovi, Jones y Guillette, 1982),

3¢ ha descubierto que el incremento cn los niveles plasmaticos de P, pueden afectar el
parto normal y causar la retencion del embrion debido a la inhibicien de las
contracciones werinas (Guillette y col. 1991). En reptiles se ha observado que la
aplicacion de Py exdgena revierte algunos o todos los efectos de la remocion de los
ovarios, (Laceria vivipara, Panigel, 1956). Ademas en Sceloporus jarrovi Guillette v col.
(1991} observaron que al implantar capsulas subcutaneas con Py, las hembras exhibieron
retraso en el parto. En nuestro trabajo se encontro elevacion de P, plasmatica asociada al
parto anormal,

En todos los escamosos viviparos hasta ahora estudiados se ha observado disminucion
gradual de Py, en ¢l Gltimo tercio de la prefiez. En B. imbricata imbricata ocurre esta
misma situacion pero particularmente en ¢l tltimo tercio de la prefiez los niveles se
encuentran en 1.19 ng/mi en promedio (Martinez, 1997). En nuestro trabajo cncontramos
que la Py sc eleva significativamente después de la remocion del CL, por lo gue fa
clevacion de Py plasmatica seria la responsable de la retencion de Jos fetes causando el
parto retardado. Estos resultados son similares a los obtenidos por Highfill y Mead
(1975b) donde la extirpacion del CL en Thamnophis elegans provoco también parto
anormal. Fs posible que el parto prematuro sea causado por una disminucion repentina
de P,. Sin embarge cs nceesario realizar mas estudios en este sentido para aclarar la
situacion.

Se desconoce de que manera la elevacion en la concentracion plasmatica de P, perjudica
el parto (Guillette y col., 1991). La P, es un modulador importante de la contractilidad
utering a través de 1} cambiar Ja senstbilidad de 1a musculatura lisa a la AVT, 1) inducir
la liberacién de un pulso de AVT de la neurohipéfisis (Jones Y Guitlette, 1982); o a

través de la regulacion de la sintesis de factores uterotonicos como las PGs (Guillette y
col 1991
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Por otro lado se ha demostrado que la AVT estimula a sintesis de PGs en el atero al final
de la prefiez. También se ha se ha demostrado que las PGF,,, v las PGE; estimulan las
contracciones sincronizadas del miometrio para que ocurra la oviposicion y e} parto
(Sphenodon punctatus, Guillette y col., 1989, Secloporus jarrovi, Guillette y col., 1990.
Hoploductylus maculatus, Cree y Guillette, 1991, Sceloporus jarrovi, Guillette v col,
1992).

De acuerdo a jos datos anteriores sugerimos que la elevacion de los niveles de P, plastica
puede alterar el parto en B imbricara imbricaia  inhibiendo la sensibilidad de la
musculatura def oviducto a ta AVT a través de la disminucion del namero de receptores
o bloqueando estos. Trayendo como consecuencia la inhibicién de la sintesis de PGs
que estimulan las contracciones sincronizadas del miometnio; provocando de esta mancra
parto anormal como s¢ observe en los resuitados. No descartamos la participacion dc
otros factores, entre cllos los estrogenos dehido a que detectamos en nucstros ensayos
actividad de la 17BHSD implicada en la sintesis de estrogenos Por lo que proponemos
realizar mas estudios sobre este aspecto.

Histofisiologia del CL durante el dltimeo tercio de la prefiez,

Los CLs de B. imbricata imbricata presentan caracteristicas externas muy parecidas a
los observados por Highfill y Mead (1975a} en Thamnnophis clegans. En el primer tercio
de la preficz son esteroidogénicamente activos y a partir del segundo tercio degeneran
gradualmente.

En el presente trabajo la extirpacion del CL se realizd en abril y mayo, y se observé que
los CLs presentaban fas caracteristicas de la Fase 1 de involucién, que coinciden con
observaciones previas reportadas por Martinez-Torres (1997), De acuerdo a nuestras
observaciones, los Cls de B. imbricatu imbricatas son estructuras que aun tienen la
capacidad de sintetizar P4 y otros esteroides como testosterona y estrogenos ya que se
observé que son positivos A**3 HSD y a la 178 HSD, enzimas involucradas en la
sintesis de los esteroides anteriormente sefialados. Esta actividad es baja si se compara
con la observada por Martinez-Torres {1997) en los CLs obtenidos al inicio de la prefiez,
pero estan de acuerdo con lo sefialado por tHernandez-Caballero (1997) acerca de la
disminucion de tos mveles de Py en el ultimo tercio de la preiiez sugirtendo que el CL es
la fuente de esta hormona.

Durante €l posi partum inmediato el CL sigue sintetizando P, vy posiblemente
testosterona y estrogenos, ya que sc obscrva actividad de la A>*33 HSD y a Ja 17p 1ISD.
Estas observaciones sugieren que el CL a través de la sintesis y secrecion de Py v otros
esteroides podria participar en la medulacion de 1a actividad del itero para que se lleve a
cabo el parto normal.
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CONCLUSIONES.

-El CL. no es indispensable para el mantenimiento de la preficz, sin embargo es
importantc para que ¢l parto ocurra normalmente.

-E1 CL es un drgano esteroidogénico aun cuando este en etapas degenerativas.

-L.a elevacion de los niveles plasmaticos de P, alteran el parto en Barisia mbricata
imbricata
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APENDICE

1 TECNICA HISTOLOGICA DE RUTINA PARA EL PROCESAMIENTO DFE
TEJIDOS DE ACUERDO A LUNA (1968).

1) Después de la fijacion, se procede a tavar el exceso de formol, colocando los tejidos en
agua cornente de acuerdo al tiempo de fijacion que fueron sometidos estos.

i} A continuacién se deshidratan los tejidos mediante un bafio cada dos horas de
alcoholes graduados a partir de etanol al 70% hasta etanol absoluto.

i) Se procede despues mediante xileno a aclarar el tejido (con dos bafios cada 20
minutos).

tv) Para la impregnacion de parafina, estd tiene que estar entre 56-58°C, y los tejidas
seran sometidos a 2 bafios de 2 horas cada uno.

v) Por ultimo los tejidos son incluidos en parafina para elaborar cortes de 6um de grosor
y montarlos en sol. ruyter para la tincion.

I TECNICA CON HEMATOXILINA Y EOSINA DE ACUERDO A
LUNA (1968).

i) Los segmentos de tejidos se someten a xileno para quitar el exceso de parafina

i) Despues se hidratan los tejidos con alcoholes graduados a partir de etanol al 70%
hasta etanol absoluto, con un bafio rapido de agua destilada,

111) Los tejidos son colocados en hematoxilina de Harris por un lapso de 12 min.

iv) Se procede a baiiar los tejidos en agua corriente, un solo bafio rapido en agua
amoniacal y un bafio en alcohdl acido.

v) Son colocados los tejidos en eosina alcoholica durante un min.

vi) Se prosigue con la deshidratacién de tejidos a partir de etanol al 80% hasta etanol
absoluto.

vii) Por ultimo se someten los tejidos en un bafio de xilol y se montan en resina sintetica
para observarse al microscopio.
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HI TECNICA DE RADIOINMUNOQANALISIS (RiA)
PARA MEDIR PROGESTERONA (P,)
{Bourne, 1986).

Todos los componentes deben estar a una temperatura entre los 15°C y tos 28°C antes de
ser usados,

Se etiquetan dos tubos planos de polipropilene T (cuentas totales) y dos tubos NBS
(uniones no especificas). Ademas se etiquetan 14 tubos con anticuerpo desde la A hasta
la (¢ para obtener la curva patrén. Al tubo A se le denomina de maxima unién.

| Calibrador. ng/mL. nmol/L.
A (MU) 0 0
B 0.1 0.3
C 0.5 16
D 2 64
E 10 318
F 20 63.6
G 40 127.2

En cada tubo se pipetean 100 ml de progesterona (P,) y 1.0 mL de progesterona marcada
("I Py 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
comtador gpama las cuentas obtenidas fueron procesadas con el programa WHO
(Organizacion Mundial de la Salud) para transformarlas a nanogramos/ml.
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IV HISFTOQUIMICA PARA A™-3BIISD Y 178HSD.
DE ACUERDO A LEVY Y COL.(1959).

Los cortes obtenidos, se montan mediante albimina vy se dejan incubar durante 1 hora a
37°C, para el caso de la A“—BBHSD el medio de incubaciéon contiene
dehidroepiandrostenediona v para detectar la actividad de la 17BHSD el medio de
incubacion incluye estradiol. Pasado el periodo de incubacion los cortes se lavan en 1,0

destilada (dos cambios) y se montan en gelatina glicerinada para su observacion al
mMICroscopio.

SOLUCIONES.

Alcohot yodado.

2.0 g de yodo resublimado
2.4 g de yoduro de potasio
100 ml. de etanol al 50%

Agua Amoniacal.
Mezelar H)(0 ml de agua corriente con 1.5 mi de hidrdxide de amonio al 28%

Solucion Ruyter.

A) 10 ml. de acetona
10 gotas de benzoato de metilo

B) 20 gotas de albumina glicerinada (albamina + glicerina 1:1)
80 ml. de H,O destilada

Mezclar la solucion A y 3.

Formol Amortiguado.

100 ml. de formol al 37 6 40%

500 ml. de H;O destilada

4 g de fosfato de sodio monobasico
6.5 g. de fosfato de sodio dibasico



Alcohol acido.
Mezelar 100 ml. de alcohol al 70% con 10 ml. de dacido hidroclorhidrico concentrado.

Eosina.

| g. de eosina sotuble en H20
20 ml. de H;O destilada

80 ml. de alcohol al 95%

Medio de incubacién para A5‘4-3ﬂHSD Y 17BHSD

40 mg. de B nicotinamida adenina dinucleotida (NAD)

20 mg. de azul de nitrotetrazolio (NBT)

0.2 mg. de dehidroepiandrostenediona (DHIA) para A™*-3pHSD

0.2 mg. de pP-estradiol para la 173HSD

40 ml. de amortiguador TRIS a pH de 7.4

Disolver NAD en 20 ml. de amortiguador TRIS y disolver NBT en 20 ml. de
amortiguador de amortiguador TRIS, mezclar las sofuciones y separar 20 ml para control.
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