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No importan ia equivocaciones ni las las exageraciones;
lo que vale es el valor de pensar en voz alta,
decir las cosa tal como se sienten en el momento que se dicen,
ser lo suficientemente temerario para proclamar
lo que uno cree que es la verdad,
sin importar las consecuencias
y caiga quien cayere.
Si fuera uno a esperar a tener la verdad absoluta en la mano,
0 seria un necio o se voveria uno mudo para siempre,

el mundo se detendria en su marcha.

JOSE CLEMENTE OROSCO



Imagine there’s no heavers
it's easy if you try
no help below us
above us only sky
Imagine all the people
living for today.

Imagine there’s no countries
it’s not hard to do
nothing to kill or die for
and no religion too.

Imagine all the people
living life in peace
you may say I’'m a dreamer
but I’'m not the only one
| hope some day you join us
and the world will be at one.

Imagine no possessions
a wonder if you can
no need to grieve or hunger
the brotherhood of man.

Imagine all the people
sharing all the word
you may say I’m a dreamer
but I'm not the only one
| hope some day you join us
and the world will be at one.

IMAGINE
(John Lennon)
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RESUMEN

Martin Martinez Torres (Maestria en Biologia de la Reproduccion).
Placentacion y participacion del cuerpo liteo en el mantenimiento de la
gestacion de Barisia imbricata imbricata -una perspectiva evolutiva- (Reptilia:
Anguidae).

Este trabajo describe el desarrollo, la degeneracion del cuerpo liteo y su
participacion en el mantenimiento de la gestacion y el parto en la lagartija
vivipara Barisia i. imbricata. También se describen las caracteristicas
histologicas de las placentas coriovitelina, onfaloplacenta y alantoplacenta v,
de esta ultima, algunas caracteristicas ultraestructurales. Ademas se muestran
evidencias que descartan su participacion endocrina en el mantenimiento del
primer tercio de la gestacion. Finalmente, con los datos obtenidos en este
trabajo y con los aportados por otros autores se da un panorama evolutivo de
la viviparidad reptiliana.

Barisia i. imbricata es una lagartija vivipara de zona templada de las
cuatro subespecies descritas por Guillette y Smith (1982); habita en elevadas
altitudes (2100 - 4000 m.s.n.m.) en pastizales asociados a bosques de pino de
la cadena montanosa transvolcanica de los estados del centro de la Republica
Mexicana (Distrito Federal, México, Hidalgo, Puebla, Morelos, Michoacan,
Jalisco, Oaxaca y Veracruz)(Guillette y Casas-Andreu,1987). La poblacion
utilizada para este trabajo fue capturada en los municipios de Tultitlan y
Cuautitlan, Estado de Meéxico, en una vegetacién tipo chaparral. El
apareamiento ocurre en octubrz y noviembre; en los ultimos dias de este mes
y en los primeros dias de diciembre sucede la ovulacion. El desarroilo
embrionario es largo, dura seis meses, se inicia a finales del otofio (fines de
noviembre o principios de diciembre) y termina ya entrada la primavera (a
finales de mayo o principios de junio). ElI cuerpo Iluteo se forma
inmediatamente después de la ovulacion y su desarrollo maximo lo alcanza al
final del primer tercio de la gestacion, cuando los embriones presentan los
estadios 24 a 25.




Después del estadio 15 las membranas extraembrionarias forman el
primer tipo placentario, la placenta coriovitelina, la cual es transitoria y
substituida (en el estadio 22) inicialmente por el celoma extraembrionario y
posteriormente por el corioalantoides.

Los primeros cambios regresivos del cuerpo liteo coinciden con el inicio
del segundo tercio de la gestacion y con la formacion de la onfaloplacenta y la
alantoplacenta. El desarrollo, y sobre todo el crecimiento, del embrién son
bastante rapidos en este periodo.

El ultimo tercio de la gestacién se caracteriza por la hipertrofia transitoria
del ectodermo de la onfaloplacenta seguido de una reduccion hasta el
momento del parto. En la alantoplacenta también hay hipertrofia transitoria
muy localizada hacia la regibn mesometrial (que constituye el “placentoma
primitivo”) y regiones laterales lisas, (el paraplacentoma). Es posible observar
células binucleadas en el borde externo del placentoma primitivo. La
membrana de la cascara se adelgaza y pierde su integridad en este lugar; en
la region abembrionaria es gruesa y esta infiltrada por células, particularmente
hay abundancia de eosinofilos. El parto ocurre a fines de mayo y principios de
junio.

La lutectomia y la extirpacion de los foliculos atrésicos vitelogénicos
practicada tres a seis dias después de haber sido detectada la ovulacion
demostr6 que no son importantes para el mantenimiento de la gestacion.
También evidencid que hay una fuente secundaria extraovarica de
progesterona ya que no se encontrd6 ninguna diferencia estadisticamente
significativa en las concentraciones de progesterona cuando se comparan con
los niveles medidos una semana después de haber realizado su extirpacion.
Es muy probable que la glandula adrenal sea la fuente secundaria de
progesterona ya que al momento de realizar la extirpacion no existia ninguno
de los tipos placentarios arriba sefalados. La lutectomia promovié el parto
prematuro y el parto disociado con expulsion de crias a término (vivas y
muertas), por lo que se asume que el cuerpo liteo participa en el trabajo de
parto.



INTRODUCCION

Generalidades

La seleccion natural presumiblemente opera sobre todos los estadios del
ciclo de vida de un animal, de tal manera que puede esperarse que tanto los
embriones como los adultos presenten adaptaciones a los medios ambientes
en los cuales ellos se encuentran. Por otro lado, lo que acontezca con una
poblacion depende mucho mas de las adaptaciones que ocurran en las fases
embrionarias que los que sucedan durante el estado adulto (Nieuwkoop y
Sutasuraya, 1983; Packard y col. 1977).

Los reptiles son el grupo de vertebrados que llevaron a cabo grandes
innovaciones (p.e. fertilizacion interna, huevo cleidoico) que le permitieron su
radiacion y amplia evolucion en el medio terrestre. Es en ellos donde se inicia
la diferencia tajante en el modo de desarrollo, el cual hace posible dividir a los
vertebrados en amniotas y anamniotas (Elinson, 1989). No se conocen
estadios intermedios entre estas dos formas de desarrollo, pero es obvio que
las membranas fetales no se originaron de un momento a otro sino mediante
la secuencia de modificaciones graduales (Szarski, 1968; Thien,1960). A
pesar de que existen en una gran variedad de invertebrados (onicéforos,
insectos, escorpiones, erizos de mar, y algunos tunicados) y vertebrados
(Kaye, 1972; Heap y col., 1979) es dificil encontrar publicaciones que tengan
como meta estudiar el curso de las modificaciones de las membranas fetales.
Es evidente que estas estructuras son analogas y se originaron de manera
independiente a las de los vertebrados.

Tradicionalmente se ha considerado que la viviparidad es una
caracteristica exclusiva de los mamiferos a pesar de que se presenta en todas
las clases de vertebrados excepto en las aves y los ciclostomos (Wourms,
1981). Existen evidencias paleontologicas (figura 1), taxondomicas vy
embriolégicas que indican que en los reptiles y otros grupos de vertebrados la
condicion primitiva de reproduccion es la oviparidad y que la viviparidad derivo
de ella (Burgin, 1990; Callard, 1992; Ghiara, 1988; Matheus, 1955). En los
reptiles, durante la transicion de la oviparidad a la viviparidad han ocurrido una



Figura 1.- Huevos Fosilizados: Su descubrimiento es un caso
sumamente afortunado. Las puntas de flecha senalan la masa de vitelo.

serie de cambios profundos en el ovocito, en el embriéon y en el organismo
materno. Con esta nueva forma de paridad el huevo perdio la cascara, redujo
su contenido de vitelo, el embridon modifico sus membranas extraembrionarias
para ayudar a construir una estructura mas eficiente, la placenta, que le
permitiera entre otras funciones la obtencion de nutrientes a partir del
organismo materno. Una precondicion necesaria para que estos cambios
ocurran es que la hembra retenga el huevo por periodos cada vez mas largos
durante el cual el embrion podria alcanzar estadios de desarrollo cada vez
mas avanzados (Callard y col, 1992; Porter y col. 1982). La seleccion natural
r‘avorecio a aquellas especies cuyas hembras retuvieron sus embriones por
periodos progresivamente mas largos que permitieron que el desarrollo
embrionario se completara (Shine y Bull, 1979) y asi, de esta manera, la
viviparidad se origino de la oviparidad.

Aunque la oviparidad es el modo comun de paridad entre los reptiles,
casi el 20% de las aproximadamente 6 000 especies de escamosos (lagartijas,
serpientes y anfisbaenidos) que existen en el mundo son viviparas (Blackburn,
1982a); en contraste todas las especies de tortugas (250), de cocodrilos (21
especies) y las dos especies de tuataras son oviparas (Blackburn 1982a;
1985).



Definicion de términos

La utilizacion de vocablos adecuados en cualquier area del conocimiento
es fundamental para el andlisis y la explicacion de los fendbmenos que ocurren
en la naturaleza; como en este trabajo se hablara de oviparidad y viviparidad
es necesario definirlos con claridad asi como otros términos.

Aristoteles en su libro “Historia del Animalium” establece que el estudio
de la reproduccion y el desarrollo son basicos para el entendimiento de la
biologia de los organismos y utiliza los términos de oviparidad y viviparidad
como una caracteristica importante de la clasificacibn de los animales
(Blackburn, 1992; Moore 1988). El primer término lo aplicé a aquellos
animales que ponen huevos y el segundo término se refiere a las crias que
son expulsadas vivas.

El aplicar el lenguaje cientifico con ligereza a llevado a diferentes
autores a confundir la forma de paridad con el aporte nutritivo extravitelino.
Blackburn (1992) establece con claridad el criterio mas importante para
distinguir entre la oviparidad y la viviparidad: la presencia o ausencia de
cubiertas ovulares al momento de la expulsion de los crios. Tomando en
cuenta el criterio propuesto por Blackburn (1982 b, 1992, 1993 a), los
razonamientos de Angelini y Ghiara (1984), Bertin (1952) y el de Panigel
(1956) es que defino los siguientes vocablos y asi se manejaran en curso de
este trabajo.

Ovuliparo.- son aquellos animales donde las hembras expulsan sus
gametos virgenes, por lo que la fertilizacion y el desarrollo se llevan a cabo de
manera natural fuera de la madre.

Oviparos.- son animales cuyo producto reproductivo es un huevo
embrionado depositado con la cascara o alguna cubierta secundaria intacta.

Viviparos.- son aquellos animales donde la hembra da origen a una
larva o neonato libre de cubiertas ovulares o bien que éstas hayan perdido su
integridad.

Si uno se basa en la secuencia de dos importantes eventos en las
historias de vida (parto y eclosion), la clasificacion sera inherentemente
cualitativa; asi, cuando la expulsion del crio del organismo materno preceda a
la eclosion el animal sera clasificado como oviparo; pero si la eclosion
antecede al parto, el animal puede ser considerado como viviparo.



Los reptiles oviparos son especies tipicamente lecitroficas, este patron
también es caracteristico de los prototerios, de todas la aves y de muchos
anamniotas.

Lecitotrofia.- en las especies ovuliparas y oviparas el embrién, durante
su desarrollo, obtiene los nutrientes del vitelo almacenado en el huevo.

Una gran cantidad de especies viviparas también utilizan las reservas
nutritivas que se almacenan en el huevo, pero en algin momento del
desarrollo embrionario obtienen los nutrientes de fuentes extravitelinas y es
cuando desarrollan la matrotrofia.

Matrotrofia.- en las formas matrotroficas el embrion obtiene los
nutrientes a partir de fuentes extravitelinas.

En diversos grupos de vertebrados e invertebrados se da un tipo
particular de matrotrofia: la placentotrofia, donde los nutrientes se obtienen del
progenitor a través de la placenta.

A medida que avanzan nuestros conocimientos acerca de los procesos
reproductores de los animales la acepcion de la palabra placenta a cambiado.
De acuerdo a Wimsatt (1962) la idea original de este vocablo denotaba una
unidon anatomica y funcional de las membranas fetales al utero para la
nutricion del producto. Tomando en cuenta este sentido estricto se pensaba
que era peculiar de los mamiferos (Needham 1959). Actualmente se acepta
que las funciones placentarias incluyen todas aquellas actividades que
dependen directa o indirectamente de la fusién o de la interaccion de los
tejidos fetales y uterinos durante la vida prenatal (Wimsatt 1962). Mossman
definio en 1933 a la placenta como “cualquier aposicién interna o fusion de los
organos fetales a los tejidos maternos (o paternos) para intercambio
fisiologico” y de esta manera sera utilizado, a pesar de que esta definicién no
establece que tipo de elementos se intercambian, de ahi que se considere que
cualquier reptil viviparo es inherentemente placentario (Blackburn 1992), sin
tomar en cuenta que diversas especies oviparas expulsan sus productos en
estadios del desarrollo embrionario bastante avanzados (Podarcis bocagei,
estadio 22-26 Laceria viridis, estadio 25-29, L. vivipara, 30-34; Brana y col.,
1991) y dado que, por ejemplo, el oxigeno es un nutriente que no se puede
almacenar es muy factible que estas especies lo obtengan de la madre y no
por eso deba llamarse placenta a las membranas extraembrionarias que
realizan esta funcion; por lo que es necesario trabajar en este sentido para
establecer criterios y/o vocablos mas adecuados a las funciones que realizan y
de acuerdo al tipo de paridad que presenten.




Estrategia reproductiva.- es el factor principal por el cual usualmente
se lleva a cabo el modo de reproduccion bajo condiciones amb:entales
determinadas y en un momento dado.

Aborto.- a) cuando ocurra la expulsion de embriones o fetos en un lapso
no mayor a 48 horas después del tratamiento quirurgico, o 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 la gestacion.

Al

Parto prematuro.- a) cuando el parto tenga lugar 21 dias antes del
primer dato limite de la serie a que corresponda, o b) cuando el feto expulsado
no haya alcanzado el desarrollo y/o la madurez de un recién nacido normal.

Parto normal.- cuando los recién nacidos hayan alcanzado su desarrollo
total y sean expulsados vivos y dentro 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 disociado.- cuando la expulsion de la totalidad de los productos
ocupe un periodo mayor de 48 horas o cuando a la revisidon quirdrgica o
autopsia se constate una retencion ovular en el utero.

Parto retardado.- a) cuando el parto tenga lugar 21 0 mas dias después
de los datos limite de los partos normales de la serie considerada, o b)
cuando produzca la expulsion de recién nacidos muertos habiendo alcanzado
el término del desarrollo embrionarionaro.



Aparato reproductor.

Al igual que en los demas vertebrados, los reptiles presentan érganos
sexuales primarios (las génadas) y secundarios (6rganos accesorios, como
conductos y glandulas). Los ovarios son estructuras huecas de forma oval o
alargada, estan suspendidos a la pared posterior del cuerpo por el mesovario,
la cavidad esta limitada por un epitelio escamoso simple (van Tienhoven
1968).

E/ 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 y
foliculos atrésicos. Durante la temporada de gestacién son muy evidentes los
cuerpos luteos, también pueden encontrarse foliculos atrésicos y foliculos
previtelogenicos 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 encuentran uno o
varios lechos germinales donde se encuentran las ovogonias, las cuales
proliferan y producen foliculos primordiales previo a cada ciclo reproductivo
(Byskov 1978; Guraya y Varma 1976). El estroma ovarico esta 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 produccion de hormonas.

Crecimiento Folicular.

Dentro del lecho germinal los ovocitos 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
células indiferenciadas de la pared del lecho germinal. El ovocito en estos
momentos mide, aproximadamente, 40 mu de didmetro. Posteriormente el
ovocito crece y la pared folicular se convierte en un epitelio estratificado
constituido por tres tipos de celulas foliculares: células pequefas, células
intermedias y células piriformes (Guraya 1978).



FA

Figura 2.- Ovario de Lacertilios: Su aspecto cambia a lo largo del ciclo
reproductor; el esquema muestra las estructuras mas representativas que
pueden ser encontradas en un corte histolégico. LG: Lecho germinal; FpV:
Foliculos Previtelogénicos; FV: Foliculo Vitelogénico; FA: Foliculos Atrésicos;
CL: Cuerpo luteo activo; Es Ov: Estroma Ovarico; Ep Cel: Epitelio Celomico.
(Tomada de Villagran, 1989).



Las células piriformes estan en comunicaciéon con el ovocito a través de
proyecciones citoplasmicas y a su vez el ovocito presenta microvellosidades
(figura 3). Durante el crecimiento ulterior del foliculo el epitelio folicular se
adelgaza; en los foliculos vitelogénicos la teca se diferencia morfolégicamente
en teca externa y teca interna y el epitelio folicular esta 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 pellcida se vuelve mas 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 vascularizacién en los limites de la teca interna y
externa. La teca externa ha incrementado su grosor y es rica en fibras de
colagena, la teca interna presenta células hipertrofiadas de citoplasma claro y
nucleo vesicular (Guraya 1976, 1978)

Figura 3.- Pared del Foliculo Previtelogénico de un Lacertilio: la cual esta
compuesta por una capa acelular llamada zona pelucida (Z P), epitelio folicular
compuesto de células pequenas (Ce Pe), células intermedias (Ce In) y células
piriformes (Ce Pi) y la teca (T).

10



Atresia Folicular.

La atresia folicular ha sido definida como el conjunto de procesos
mediante los cuales el foliculo ovarico pierde su integridad y el ovocito es
reabsorbido (Ingram, 1962). Puede afectar a los foliculos en cualquier estadio
de desarrollo y en cualquier momento del ciclo reproductor; aunque se ha
sefialado que es mas frecuente en las hembras gestantes (Byscov; 1978;
Villagran 1989; Varma y Guraya 1978).

En el ovario de los vertebrados el ovocito queda detenido en la profase
meidtica mientras crece y madura (Byscov, 1978), las células de la pared
folicular juegan un papel muy importante en el soporte, nutricién y proteccion
del ovocito; cambios en los componentes de la pared del foliculo o en el medio
ambiente que le rodea pueden dar como resultado la alteracion en el
crecimiento y/o maduracion del foliculo, hechos que pueden conducirlo a la
degeneracion (Byskov, 1978). Los foliculos atrésicos (FA) fueron descritos a
fines del siglo pasado por Mingazzini (1893) y lo refiri6 como “falso cuerpo
liteo”. Estas estructuras se encuentran presentes en el ovario de
practicamente todas la hembras de los vertebrados (Zuckerman, 1977).
Aunque la naturaleza del fenomeno que desencadena el proceso atrésico no
se conoce con certeza, es ampliamente aceptado que la alteracion en los
niveles hormonales (gonadotropinas y/o la tasa de andrégenos/estrégenos)
promueven la degeneracion folicular (Bragdon, 1952; Browning, 1973). La
naturaleza del proceso atrésico depende de diversos factores y varia en las
diferentes especies de acuerdo a las condiciones nutricionales vy fisiolégicas
asi como al tipo de foliculo que es afectado por la atresia (Byskov, 1978). La
atresia folicular es un fenémeno comun en los reptiles, esta puede ocurrir en
cualquier fase del desarrollo folicular (Betz, 1963; Byskov, 1978). En
Hemidactylus flaviviridis la atresia folicular afecta usualmente a foliculos que
tienen la capa granulosa polimorfica y la atresia en foliculos maduros
raramente se observa (Guraya y Varma 1970).

Se ha demostrado que los FA presentan actividad de A°-3p
hidroxiesteroide desidrogenasa (A°-3-8 HSD) aunque en muchos de ellos es
deébil, sin embargo, en Chamalleo calcaratus y Calotes versicolor los FA
grandes presentan fuerte actividad de esta enzima (Byskov, 1978).
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Diversos autores han propuesto que la atresia folicular es un mecanismo
que reduce el tamano de la puesta (Jones, 1982; Guillette y col., 1981).
Guillette y col. (1981) sugieren que este fendmeno puede ser considerado
como una protoadaptacion a la viviparidad.

Debido a que se ha demostrado que los FA presentan actividad de la As-
33 HSD Browning (1973) sugiri6 que pueden representar en los vertebrados
inferiores una fuente importante de hormonas esteroides, particularmente
progesterona, cuya funcion podria ayudar a mantener el estado de gravidez
(Villagran, 1989; Guillette y col. 1981).

Figura 4.- Foliculo Atrésico Vitelogénico. Se caracterizan por que el
ovocito pierde su integridad y es invadido por las células foliculares (c f) para
la degradacion de vitelo como el que se muestra en la fotografia. También es
posible observar abundantes espacios en el interior del ovocito (*).
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Foliculos Postovulatorios (Cuerpos Luteos).

Diversos autores han dirigido su atencién al estudio histologico del
cuerpo luteo (CL), fundamentalmente por su participacion en la prefiez
(Saidapur, 1982; Villagran, 1989; Yaron, 1972a, 1985; Guillette y Jones,1985).

Una vez que el ovocito es liberado, los foliculos tienen la apariencia de
un saco colapsado compuesto por tejido epitelioide, tejido conjuntivo y
desechos celulares. Inmediatamente después los foliculos postovulatorios
sufren una serie de cambios morfologicos e histolégicos durante el desarrollo
e involucion del CL, los cuales se describen a continuacion con base en los
criterios establecidos por Saidapur (1982), Guraya y Varma (1976) y Varma y
Guraya (1970).

Desarrolio del Cuerpo Lateo

Estadio |

El foliculo que recién ha liberado al ovocito consiste de una gran
cavidad; poco tiempo después de la ovulacion el foliculo postovulatorio se
contrae dando como resultado el plegamiento y engrosamiento de la pared
folicular. Las capas de la granulosa poseen multiples estratos de ceélulas a
causa de la contraccién; no hay mitosis. Las células son ovales e incrementan
mucho su tamano debido a la hipertrofia; las células, ahora llamadas luteas,
tienen nucleo central ovoide o redondo y contiene de uno a tres nucleolos y
citoplama acidofilo. Las células de las tecas también sufren cambios
morfolégicos y forman capas totalmente desarrolladas, el grosor de las cuales
varia en diferentes lugares. La teca externa puede ser mas delgada o igual
que la interna en algunos lugares.

Estadio II.
La masa de células de la granulosa es multiestratificada y aun mas

hipertrofiada.

Estadio I11.

La apertura o hendidura en este estadio se estrecha considerablemente
y Su margen interna se curva y se proyecta hacia adentro del tejido luteo. El
foliculo postovulatorio se reduce en tamarfo, hay una hipertrofia adicional de
las células luteas granulosas, las cuales se esparcen hacia la luz y la obliteran;
a lo largo del septo de origen tecal se encuentran capilares que invaden la
masa de células luteas hipertrofiadas.
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Estadio IV.

La apertura esta completamente cerrada y la luz es mucho mas reducida
En algunas especies se encuentran grandes vasos sanguineos en el tejido
luteal. El borde interior de la teca se hace muy evidente debido a la presencia
de nucleos fuertemente tefiidos muy distintos a los de estadios previos. Las
células luteas granulosas hipertrofiadas poseen un nucleo grande y abundante
citoplasma eosinéfilo. EI CL es ahora una estructura sélida y compacta que
posee tres diferentes zonas: La zona externa: esta formada de la teca externa
de consistencia laxa, contiene fibras de colagena, fibroblastos y células
hipertrofiadas con citoplasma claro. La zona media: 1a teca interna es dos veces
mas gruesa que la teca externa. La teca interna es mas celular, contiene
abundantes fibroblastos y algunas fibras de colagena, su nucleo se tifie
profundamente. La zona interna; esta compuesta por una masa de células
luteas, las cuales tienen un arreglo compacto. El CL desarrollado es bastante
vascularizado en algunas especies.

Involucién del Cuerpo Luteo.

El mas importante signo de degeneracion es la aparicion de vacuolas en
el citoplasma, el nucleo se convierte en picnético. Los macréfagos se vuelven
abundantes en las zonas de degeneracion del tejido luteal. Las células de la
teca interna también se vascularizan. La teca externa se adelgaza y se vuelve
fibrosa. Durante las fases avanzadas de degeneracion el tamano de los CLs
se
reduce y en la region central predomina la masa de células vacuoladas con
nucleos contraidos . Las tecas se vuelven fibrosas y no se distingue una de
otra. La contraccion del CL esta acompanada por la acumulacion de
pigmentos. Finalmente, algunas células permanecen sepultadas en una
delgada teca. Tales estructuras son comparables al corpus albicans de los
mamiferos.

Diversos trabajos han demostrado una relacion positiva entre la
concentracion de progesterona y la actividad histolégica del cuerpo lateo
(Veith, 1974, Callard y Lance, 1977; Hidfill y Mead, 1975a, 1975b; Callard y
col., 1972a; Chan y col. 1973) de tal manera que se acepta que cuando el CL
presenta células grandes, de citoplasma acidéfilo con nucleo grande y
redondeado es activo (Villagran, 1989) en la secrecion de hormonas,
particularmente progesterona, y cuando empieza a presentar signos de
degeneracion su taza de produccion de esta hormona decrece, disminuyendo
gradualmente de acuerdo al avance del fendmeno degenerativo.
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Esteroidogénesis Ovarice..

Al igual que otras glandulas endocrinas secretoras de esteroides, el
ovario reptiliano forma sus hormonas a partir del colesterol que incorpora en la
dieta o bién a partir del acetato en el reticulo endoplasmico; la conversion de
colesterol a progesterona implica tres cambios estructurales en la molécula: la
perdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena lateral en el
carbono (C ) 17, esto ocurre en las mitocondrias por accion de la enzima de
escision de la cadena lateral, el citocromo P-450 (P-450 scc), lo cual da lugar
a la pregnenolona; la oxidacion del grupo alcohol en el C-3 y la migracion de la
doble ligadura del anillo B al A por accién de la enzima 3B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa A** isomerasa que lleva a la formacién de progesterona en el
reticulo endoplasmico liso. Una vez formada la progesterona, la conversion a
testosterona requiere de la actividad de 3 enzimas mas: la 17a-hidroxilasa, la
Ci7.20 liasa y la 17 B- HSD. Esta secuencia es referida como la via de la
Progesterona (0 A*), se muestra al lado derecho de la figura 5. Los estrogenos
se forman por aromatizacion de los andrégenos en un proceso complejo con
tres hidroxilaciones, cada una de las cuales requiere de oxigeno y de fosfato
de nicotiamida adenilnucleotido reducido (NADPH). ElI complejo enzimatico
aromatasa incluye una oxidasa P-450 de funcién mixta. Si el sustrato para
este complejo es testosterona, se forma estradiol; en tanto que la estrona se
debe a la aromatizacion de la androstenediona (por lo general esto ocurre en
los tejidos extraovaricos) (Murray y col., 1989). Las células de la granulosa son
la fuente principal de estrogenos durante la vitelogénesis, mientras que el
cuerpo luteo asume las funciones esteroidogénicas durante la prefiez (Callar y
Kleis, 1987).
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Figura 5.- Vias de Sintesis de las Hormonas Esteroides Sexuales
Esteroides producidos en el foliculo ovarico a partir del colesterol. Se
muestran la via A® y A* asi como las enzimas involucradas.
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Organos sexuales secundarios.

En los vertebrados los conductos de Miiller se diferencian en lo que
genéricamente se conoce como oviductos (Fox, 1977). Numerosos trabajos
han dedicado sus esfuerzos a la descripcion de este 6rgano en diversas
especies de reptiles (Cuéllar, 1966, 1970; Fox, 1977; Villagran, 1989; Guillette
y Jones, 1985; Hatton y Gist, 1975; Uribe y col., 1988). Se han encontrado
ciertas diferencias en el oviducto de reptiles oviparos con respecto a los
viviparos, principalmente en la regiéon encargada de producir las membranas
de la cascara (Guillette, 1993) y en la region del albumen (Hatton y Gist 1975)
la cual esta practicamente ausente en las especies viviparas.

Los oviductos en las especies de escamosos (serpientes, lagartijas y
anfisbaenidos) estudiados es muy similar e incluso estructuralmente tiene
fuertes semejanzas con el de los mamiferos (Guillette y Jones, 1985). De
acuerdo a los estudios realizados en lagartijas por Cuéllar (1966 y 1970) se
sabe que los oviductos son 6rganos pareados y cada uno esta constituido por
cuatro regiones (fig. 6 A):

a) un infundibulo o embudo,

b) un tubo o segmento contorneado

C) un segmento uterino

d) una vagina, la cual se comunica con la cloaca.

En las hembras prenadas se hace evidente la presencia de un esfinter
entre el tubo y el segmento uterino, el istmo (Jones y Guillette, 1982).

A lo largo de las 4 regiones senaladas, el oviducto esta compuesto por
tres capas, las cuales varian en sus caracteristicas de acuerdo a cada region y
a la fase del ciclo reproductor (Uribe y col. 1988); de afuera hacia adentro son:
1) La serosa o perimétrio; esta compuesta por mesotelio y tejido conjuntivo
laxo, que permite que este érgano se mueva libremente, 2) La capa media o
miometrio, la cual esta compuesta de dos capas de musculo liso (una circular
y otra longitudinal) es responsable del transporte de los ovocitos y embriones
(Jones y Guillette, 1982) y 3) La mucosa o endometrio, la cual limita la luz de
los oviductos esta compuesta por una capa de tejido epitelial y conjuntivo. La
capa epitelial de revestimiento asi como las glandulas varian de forma y
tamano (tubulares simples y/o alveolares simples), de acuerdo a la region que
se trate; a lo largo de las cuatro regiones. (figura 6 B).
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Figura 6 A.- El Aparato Reproductor Femenino de Reptil. Este
presenta organos pareados como en la mayoria de los vertebrados, en el
esquema se muestran soélo las estructuras del lado izquierdo del aparato
reproductor femenino de un lacertilio viviparo. In: Infundibulo; SC: Tubo o
segmento contorneado, Is: Istmo, Ut: Utero, Vg: Vagina, Ov: Ovario (Tomado
de Méndez, 1994)
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Figura 6 B.- Corte Transversal de Oviducto de Reptil. E| esquema
muestra las diferentes capas que forman los conductos del aparato
reproductor femenino: el endometrio (En) es la capa mas interna, el epitelio
que limita la luz puede variar de forma lo largo del aparato reproductor y
aplanarse en el utero durante la prenez. La capa intermedia, el miometrio (Mi)
y el perimetrio (Pe) que rodea las capas internas del aparato reproductor.
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ANTECEDENTES

Evolucion de la viviparidad en los reptiles

Hay evidencias paleontoldgicas (Norman, 1988 a, 1988 b), taxonémicas
y embriolégicas de que el modo ancestral de reproduccion en los reptiles es la
oviparidad y que la viviparidad derivo de ella. Una de las caracteristicas mas
notables de la oviparidad es la de producir huevos con mucho vitelo; de la
misma manera los embriones de las especies viviparas de lagartijas y
serpientes tienen un huevo telolécito, lo que refleja que se derivan de
ancestros oviparos (Packard y col., 1977). No es sorprendente que exista muy
poca informaciéon acerca de las estrategias reproductoras de los reptiles
extintos ya que ocasionalmente han sido descubiertos dinosaurios adultos con
nidos y huevos ferilizados (Horner, 1982; Norman, 1988a, 1988b). Una
notable excepcion es una especie de Ictosaurio del Mesozoico donde han sido
encontrados especimenes adultos conteniendo esqueletos de embriones en
diferentes estadios de desarrollo y en algunos las crias se han fosilizado en el
proceso de nacimiento o aborto (Romer, 1966). De los reptiles vivientes las
dos especies de tuataras, las 21 especies de cocodrilos y todas las tortugas
(250 especies) son oviparas (Blackburn, 1982a; Shine, 1985), pero
aproximadamente una quinta parte de las casi 6000 especies de escamosos
(lagartijas, serpientes y anfisbaenidos) son viviparos (Shine, 1984). La
viviparidad no esta restringida a algunas familias o géneros, al contrario, se
encuentra ampliamente distribuida. Existen especies viviparas en 11 de las 17
familias de saurios y en 10 de las 15 familias de serpientes (Blackburn, 1982a,
1985). Todas las especies de anfisbaenidos son oviparos excepto
Trogonophis (Blackburn, 1985; Buns y Saint Girons, 1962).

A pesar de que la viviparidad en los reptiles fue reconocida, desde hace
mas de 2300 anos, es a partir de la década de los 70’s en que el interés por el
estudio de este fendmeno ha crecido (Hoffman, 1970; Yaron, 1972a, 1972b;
Guillette y col., 1980; Shine y Bull, 1979; Tinkle y Gibbons, 1977)
incrementandose de manera notable desde hace poco mas de 10 anos
(Blackburn, 1982a, 1982b, 1985, 1993a, 1993b; Heulin, 1990; Shine, 1984,
Stewart, 1990, 1993; Villagran, 1989; Dumbrack y Ramsay, 1989; Shine y
Guillette, 1988; Ghiara y col., 1987).
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La viviparidad ha evolucionado de manera independiente al menos 98
veces en los escamosos y en algunos casos mas de una vez dentro de un
solo género. La alta frecuencia de origenes evolutivos que se presentan en los
escamosos es el resultado de una amplia diversidad de protoadaptaciones
fisiologicas a la viviparidad presente en los ancestros inmediatos de las
especies viviparas (Shine, 1984, 1995, Shine y Bull, 1979). Es obvio que las
presiones ecoldgicas selectivas favorecieron a aquellas especies
protoadaptadas a la viviparidad. Se han propuesto diversas hipétesis para
explicar las presiones selectivas que condujeron a la viviparidad a los reptiles
(Shine, 1985). De acuerdo a los datos presentados por Weekes (1933),
Sergev (1940) y mas recientemente por Shine (1985) y Camarillo (1990);
todos ellos apoyan la hipétesis del “clima frio”.

Esta hipdtesis establece que en las regiones con clima frio, la
temperatura del suelo es tan baja que unicamente permitiria que el desarrollo
embrionario completo se llevara a cabo en el periodo de un solo verano, de no
ocurrir de esta manera los embriones no eclosionarian y moririan por las bajas
temperaturas invernales. En cambio si los huevos son retenidos en el atero,
ellos pueden desarrollarse a temperaturas mas elevadas dentro del cuerpo de
la madre (debido a la conducta termoregulatoria de las hembras
independientemente de las bajas temperaturas ambientales) y de esta manera
ser capaces de completar su desarrollo en el tiempo que se requiera. Es obvio
que no todos los casos de viviparidad son explicables mediante esta hipotesis.

El estudio de las protoadaptaciones y adaptaciones morfofisiolégicas a
la viviparidad en los reptiles ha llamado poderosamente la atencion de
diversos investigadores y grupos de investigacion (Callard y Leathem, 1965;
Harrison y Weekes, 1925; Highfill y Mead, 1975; Stewart y Blackburn, 1988;
Callard y col., 1972, 1992; Ghiara y col., 1987; Guillette y col., 1981; Jones y
col.,, 1983, 1987). En este sentido, se ha encontrado que existen cambios
anatomicos, histologicos vy fisiologicos durante la transicion de la oviparidad a
la viviparidad (Bauchot, 1965; Weekes, 1929; Yaron, 1972). Estos cambios
han ocurrido tanto en las hembras gestantes como en los embriones. Por
ejemplo las hembras viviparas han reducido la cantidad de glandulas
productoras de la cascara y han aumentado el numero de estructuras
vasculares para el intercambio gaseoso con el embrion (Guillette, 1982b,
1993). A cambio los embriones han aumentando su afinidad por el oxigeno
(Ingerman 1992) y han modificado sus membranas extraembrionarias para
desarrollar un tipo particular de matrotrofia embrionaria, la placentotrofia
(Blackburn, 1993; Stewarth, 1990, 1992). Los modelos aceptados en la
evolucion de la viviparidad proponen que esta serie de modificaciones se
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desarrollaron en aquellas hembras que tuvieron la capacidad de retener el
huevo en el utero por periodos cada vez mas largos hasta que Ia
embriogénesis concluyera y el crio fuera capaz de sobrevivir de manera
independiente. Por lo cual la retencion del huevo fue un aspecto determinante
en la transicion hacia la viviparidad.

Uno de los prerrequisitos mas importantes para que la viviparidad
puediera alcanzarse fue que durante la retencién del huevo la cascara se
redujera suficientemente como para permitir el intercambio gaseoso entre la
madre y el feto. Los embriones de los reptiles oviparos a través de las
membranas cascara y la cascara calcarea pueden intercambiar gases y captar
agua del medio (Acuna-Mesen, 1986; Thompson, 1981, 1987, Packard y col.,
1977), pero durante el desarrollo embrionario de las especies viviparas este
intercambio debe ser con el utero. Interesantemente muchas especies
viviparas presentan membrana de la cascara o un remanante de ésta durante
gran parte del desarrollo intrauterino (reptiles, Packard, 1977; canguros,
Tyndale-Byscoe y Rintre, 1987). En diversos vertebrados la membrana de la
cascara posee queratina y colagena (Needham, 1953); en T. elegans la
membrana de la cascara es acidoéfila y PAS positiva,

La idea de que el CL y la progesterona estuvieron involucradas en la
retencion del huevo vy, por consiguiente, en la evolucion de la viviparidad fue
propuesta inicialmente por Hisaw (1959). Shine y Guillette (1988) han
propuesto un modelo fisiolégico para explicar la retencion uterina prolongada
del huevo e investigar sus implicaciones en la evolucion de la viviparidad
reptileana. Ellos sugieren que el medio ambiente (p. e la temperatura o
cualquier otra condicion medioambiental que genere estrés) estimula un
incremento en la actividad de la glandula adrenal en la hembra gestante que
resulta en la sintesis de progesterona asi como de corticosterona, las cuales
pueden retrasar la lutedlisis (por inhibicién de la sintesis de prostaglandinas).
Adicionalmente los niveles elevados de progesterona pueden inhibir las
contracciones asociadas con la expulsion de la cria ya sea blogueandolas
directamente y/o por inhibiciéon de la liberacion de arginina-vasotocina (Agv) de
la neurohipéfisis.
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Endocrinologia de la prenez en reptiles viviparos.

En la mayoria de las especies de reptiles las hembras presentan un
patrén muy claro de actividad ovarica y de produccion de huevos, alternados
con periodo de quiesencia gonadica. Generalmente en los escamosos
monoestrales de zonas templadas, la fase de crecimiento ovarico
(gametogenesis) es explosiva, permaneciendo pequefo el ovario entre las
fases de crecimiento. Tipicamente ovulan en el verano aunque también
existen especies que ovulan en el otoiio e invierno (Callard y Kleis, 1987).

Las hormonas esteroides secretadas durante la gametogénesis por el
foliculo ovarico (estrégenos y progesterona) promueven cambios bioquimicos,
morfolégicos e histolégicos en el oviducto que lo preparan para la prefiez (Fox,
1977; Panigel, 1956; Yaron, 1972a; 1972b; Widser y Yaron 1974), aunque las
interacciones normales especificas en la regulacién y la funcién oviductal no
estan del todo conocidas (Yaron, 1972 b; Jones y Guillette, 1982).

Después de la ovulacion en el foliculo postovulatorio las células de la
granulosa se metamorfosean y dan origen al cuerpo liteo (CL) (Xavier, 1987).
La luteinizacion esta acompanada de la presencia de abundantes
lipoproteinas en el citosol, conteniendo entre ellas fosfolipidos libres, lipidos
neutros, colesterol y/o ésteres y en algunos casos pigmentos (Guraya y
Varma, 1976). La actividad de la A°3B-HSD, enzima involucrada en la sintesis
de progesterona (Miller, 1988), ha sido detectada en el CL de todas las
especies de reptiles estudiadas como Lacerta sicula, L. vivipara, Natrix
sipedon (Guraya y Varma 1976); Calotes versicolor, Chamaleon calcaratus, H.
flaviviridis (Guraya, 1976; Saidapur, 1982); Mabuya carinata (Sekharappa y
Devaraj-Sarkar, 1978) y M. capensis.

Cultivos in vitro del CL de reptiles oviparos (Klicka y Mahmoud, 1977) y
viviparos (Xavier, 1982; Callard & Leathem, 1965) han demostrado que es
capaz de convertir pregnenolona a progesterona. En el plasma de lagartijas
viviparas prefiadas como Sceloporus cyanogenys y Chamaleo pumilis, se ha
detectado la presencia de progesterona mediante radioinmunoanalisis (Veith,
1974; Callard y Doolittle, 1973). Ademas, se ha encontrado que existe una
correlacion positiva entre la concentracion de progesterona en el plasma y la
actividad histolégica del CL en diversas especies de reptiles viviparos (Xavier,
1987; Callard & Lance, 1977). Existen otras evidencias experimentales que
demuestran que el CL es la principal fuente de progesterona plasmatica
durante la gestacion. Highfill y Mead (1975a) usando cromatografia de gases
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detectaron altas concentraciones de progesterona en el CL de Thamnophis
elegans coincidiendo esto con las elevadas concentraciones plasmaticas
medidas por radioinmunoanalisis. En Lacerta vivipara se ha encontrado que el
tejido ovarico no luteal produce cantidades insignificantes de progesterona
comparadas con las cantidades elevadas que secreta el CL de este esteroide
durante la prefiez (Xavier, 1982). Por otro lado se ha encontrado que después
de la lutedlisis inducida experimentalmente por prostaglandinas o de la
lutectomia los niveles de progesterona plasmatica descienden drasticamente
en Anolis carolinensis (Guillette y Fox, 1985), en Thamnophis elegans la
ovariectomia o lutectomia tienen iguales consecuencias (Highfill & Mead,
1975b).

Es evidente, de acuerdo a los datos anteriormente presentados que el
CL es la fuente principal de progesterona en la prefiez, aunque existen
evidencias indirectas que otros 6rganos (por ejemplo: las glandulas adrenales,
los foliculos atrésicos vitelogénicos o la placenta ) pudieran producirla, al
menos durante alguna etapa de la gestacion (Bourne, 1972; Bourne y
Seamark, 1972; Guillette y Fox, 1985; Guillette y col., 1981).

Por las semejanzas morfofisiologicas que se han encontrado entre el CL
de los reptiles con respecto al de los mamiferos y de acuerdo a la observacion
de que se mantiene durante toda la prefiez en los reptiles viviparos, se
promovi6é desde antafio la idea de que el CL juega un papel endocrino muy
importante en la manutencion de la gestacion de los escamosos viviparos
(Mathews, 1955).

La viviparidad requiere que el periodo de retencion del huevo in utero se
prolongue hasta que el desarrollo embrionario se complete; en los oviparos
hay evidencias muy claras de la participacion del CL en el control de la puesta
del huevo, pero en los viviparos su participacion en la retencién del huevo,
hasta que el desarrollo embrionario se complete, no es muy clara ya que la
respuesta a la desluteinizacion es variable y de acuerdo a los resultados
obtenidos por diversos autores Xavier (1987) ha establecido que:

a) La desluteinizacion en la prefiez temprana causa la expulsion
prematura de las crias.

b) La desluteinizacion en la prefiez media o tardia causa la retenciéon del

crio mas alla del tiempo normal de nacimiento, usualmente estas crias
nacen muertas.
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Sin embargo, otros autores han demostrado que la gestacién y el parto
pueden realizarse normalmente independientemente del tiempo en que se
practique la desluteinizacion (Mabuya carinata, Sekharappa & Devaraj-Sarkar
1978; Chalcides ocellatus, Badir, 1968).

Parto

Diversos estudios han demostrado que el CL influencia fuertemente el
tiempo de gravidez en reptiles oviparos. Se ha encontrado que inicia su
regresion poco antes de la oviposicibn en muchas tortugas y algunos
escamosos (p.e. Pseudemys scripta, Mooll y Loeger, J. M., 1971; C.
serpentina Cyrus, R. V. y col.,, 1978; S. aneus, Guillette, 1982) o bien, en otras
especies, la involucién se inicia inmediatamente después de la oviposicion
(Calotes versicolor, Varma, 1970; Uromastix hardwiiki, Arslan y col., 1976;
Naja naja, Bonna-Gallo y col. 1980), ademas, la desluteinizacion quirurgica (S.
undulatus, Roth y col., 1973; C. picta, Klicka y Mahmoud, 1977; C. uniparens,
Cuéllar, 1979; A. carolinensis, Guillette y Fox, 1981) asi como la ovariectomia

(C. serpentina, Klicka y Mahmoud, 1977) producen oviposicion prematura.

El tiempo de regresion del CL difiere entre las lagartijas viviparas
estudiadas. En Anguis fragilis (Cunnhinham y Smart, 1934), Enhydrina
schistosa (Samuel, 1944), S. gramicus y S. mucronatus (Villagran, 1989) la
regresion luteal ocurre al final del primer trimestre de la gestacion, mientras
que en S. jarrovi (Golberg, 1970; Guillette y col., 1981) y en L. vivipara ocurre
al final del segundo trimestre (Panigel, 1956). En X. vigilis (Miller, 1948) y en
S. cyanogenys la regresion se completa poco después del parto (Callar y col.,
1972a).

En serpientes y lagartijas viviparas se ha demostrado la participacion del
CL en el parto (ver tabla 1).

En S. cyanogenys (Callar, 1972a; Lien y Callar, 1968) y en C. pumilis
(Veith, 1974) la ovariectomia durante la prefez temprana causaron
reabsorcion embrionaria, nacimiento de fetos muertos y provocé retraso en el
parto. En L. vivipara la lutectomia o la ovariectomia bilateral causaron retraso
en el parto y el nacimiento de productos muertos (Panigel, 1956).

Por otro lado, ha sido demostrado que extractos hipofisiarios de Awt
(hormona nativa de la neurohipéfisis de los reptiles) induce la oviposicion en
diversas especies de lagartijas oviparas (S. occidentalis y Uta stansburiana,
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La Pointe, 1964, 1977; S._aeneus, Lepydodactylus lugubris y Hemydactilus
frenatus, Guillette y Jones, 1982; S. undulatus, Guillette, 1990a y A.
carolinensis, Jones y col., 1983c, Summers y col., 1985). Se ha encontrado,
ademas, que la progesterona puede inhibir las concentraciones oviductales en
C. picta (Callard y Hirst, 1976) y en C. serpentina (Mahmoud y col., 1984) y
que la sensibilidad del oviducto a la Avt cambia durante la gravidez; se piensa
que tales cambios pueden deberse a la influencia de hormonas esteroides
(Callard y Hirsch, 1976; Guillette y Jones, 1980; Mahmoud y col., 1984) o a la
estimulacion de receptores adrenérgicos (Jones y col., 1983c; Zurich y col.,
1971) y al grado de tension oviductal (Jones y col., 1987, Jones y col., 1992).
Particularmente Jones y Guillette (1982) piensan que los esteroides luteales
pueden inhibir la secrecion de Avt.

Tabla 1 Efecto de la remocion del cuerpo luteo o el ovario sobre la prefiez y
el parto de escamosos viviparos

Especie Estructura Estadio de la resultado
removida prenez
SERPIENTES
Thamnophis y _
Nerodia ovarios todos los estadios dos hembras abortaron
ovarios todos los estadios gestacion normal hasta el 25 dia

postoperatorio

ovarios al inicio reabsorcion de todos los embriones
Nerodia ovarios a la mitad reabsorcion o aborto de todos los
embriones
ovarios al final Parto normal
Thamnophis ovarios al final Parto normal
sirtalis
Storeria dekayi ovarios a la mitad reabsorcion o aborto de todos los
embriones
Bothrops cuerpo luteo se desconoce todos los embriones muertos, las
hembras murieron 10 dias después de
la cirugia
Nerodia sipedon ovarios a la mitad desarrollo y parto normal
Thamnophis cuerpo luteo al inicio desarrollo normal y parto retardado

eleqans
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LAGARTIJAS

Lacerta vivipara

ovarios y
cuerpo luteo
unilateral
Ovarios

cuerpo luteo

todos los estadios

todos los estadios

todos los estadios

desarrollo normal y parto

parto retardado en muchas hembras

parto retardado en dos de tres hembras

Chalcides
ocellatus

laparotomia
cuerpo luteo

todos los estadios
todos los estadios

Desarrollo normal y parto
parto normal

Sceloporus Ovarios se desconoce desarrollo normal y parto retardado
cyanogenys
Trachydosaurus | laparotomia alinicioy ala la mayoria de embriones abortados
rugosus mitad
ovarios alinicioyala la mayoria de embriones abortados
mitad
cuerpo luteo alinicioy ala la mayoria de embriones abortados
mitad
Bradypodium cuerpo luteo |ala mitad y al el primer tratamiento causo la
pumilis final reabsorcion de embriones, el segudo

embriones normales
I

ovarios a mayoria de los embriones abortados
alinicioy ala o reabsorvidos
mitad
Mabuya carinata | cuerpo |uteo al inicio desarrollo y parto normal
Sceloporus jarrovi | cuerpo luteo al inicio embriones abortados o reabsorvidos

Mabuya capensis

cuerpo luteo

alinicioy a la
mitad

desarrollo normal después de 4
semanas de la cirugia

*tomado de Guillette 1987.
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En lagartijas viviparas la administracion de hormonas neurohipofisiarias
(L. vivipara, Panigel, 1956; S. jarrovi, Guillette y col. 1979b) inducen el parto.
Existen evidencias que la concentracion de progesterona plasmatica influencia
el tiempo de trabajo de parto. En S. jarrovi (Guillette y col. 1991) la
administracion de progesterona exdgena alarga el tiempo de gestacion e
interfiere con el proceso de nacimiento y en L. vivipara (Panigel, 1956) y en C.
pumilis (Veith, 1974) impide los dafios provocados por la lutectomia.

Diversos autores han senalado que durante la prenez de escamosos
viviparos los niveles plasmaticos de progesterona disminuyen a partir de la
segunda mitad de la gestacion (T. elegans, Highfill, 1975; T. rugosa, Bourne y
col., 1986, Nerodia sp, Chan y col., 1973; Jones y col., 1992) o en el ultimo
tercio (L. vivipara, Xavier, 1985; S. jarrovi, Guillette y col., 1981); Jones y
Guillette (1982), sugieren que estos cambios pueden influenciar el trabajo de
parto y postulan tres hipotesis:

a) Disparando el inicio de la secrecion de Avt.
b) Afectando la sensibilidad de la musculatura uterina a la Avt,
o bien,

¢) Incrementando la cantidad de receptores en las células musculares
lisas durante la prefez tardia.
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Placentacion

Otro de las escenarios importantes en la evolucion de la viviparidad, no
solo de los reptiles sino en general de las especies viviparas (Wake, 1992), es
la placentacion.

Comunmente se piensa que la placentacibn es una caracteristica
distintiva de los mamiferos pero esta adaptacion a la viviparidad esta presente
en invertebrados como en Dermapteros, Salpidos, Onicoforos y Tunicados
(figura 7) (Kaye y col 1972) y en todas las clases de vertebrados excepto
ciclostomos y aves.

Figura 7.- Placenta de Salpa democratica. La viviparidad en los
invertebrados se presenta en diferentes grupos; en esta figura se muestra el
esquema de un corte histolégico donde se observa el arreglo placentario en el
tunicado Salpa democratica. Ec: Ectodermo, E: Eleoblasto, V N: Vesicula
Neural, F: Faringe, C: Cloaca, C E P: Cubierta Ectodérmica de la Placenta, T
P: Techo de la placenta, T A P: Tejido Axial de la Placenta, S S M: Seno
Sanguineo de la Placenta, C M P: Células Marginales de la Placenta.
(Tomada de Kaye y col., 1972).
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El concepto clasico de placenta enunciado por Mosmann (1937)
establece que “cualquier aposiciéon o fusion de 6rganos fetales a los tejidos
maternos (o paternos) para intercambio fisioldgico” puede denominarse
placenta. En esta definicion quedan claramente implicitos los atributos
funcionales de este 6rgano transitorio de vital importancia durante el desarrollo
embrionario de todas las especies viviparas.

En los reptiles, los estudios pioneros acerca de la placentacion se
iniciaron en la segunda mitad del siglo pasado (Giacomeni, 1891; Studiati,
1851). A fines del siglo pasado Giacomeni (1891) trabajé con Chalcides
chalcides, especie que posee una de las placentas mas complejas hasta
ahora encontradas en los reptiles, anos mas tarde publica la histologia
oviductal y placentaria (Giacomeni, 1906). A la fecha la placenta ha sido
descrita en no mas de 45 especies de escamosos de las aproximadamente
1200 que presentan viviparidad. Yaron (1985) presenta una tabla donde
muestra el nimero de especies y las caracteristicas estudiadas hasta 1981.
En la ultima década se han logrado avances importantes en este campo,
incrementandose el nimero de especies estudiadas y estableciéndose un
criterio homogéneo para referirse a los tipos de placenta hasta ahora
encontradas en los reptiles, tomando como base los tejidos que participan
(Stewart y Blackburn, 1988). De acuerdo a lo anteriormente senalado Stewart
y Blakburn (1988) establecen la existencia de cuatro morfotipos de placentas
estructuralmente distintas para los viviparos escamosos.

Placenta coriovitelina.- esta es la primera membrana extraembrionaria
vascularizada que se forma durante el desarrollo embrionario; esta compuesta
por endodermo, mesodermo del area vasculosa y ectodermo coridénico en
yuxtaposicion con el epitelio uterino (Stewart, 1990, 1993; Stewart y Blackburn,
1988) (figura 8a). Es una onfalopleura de caracter transitorio, es suplantada
por el celoma extraembrionario (Stewart, 1993) y posteriormente por el
corioalantoides. Este tipo de placenta se presenta en Liolaemus gravenhorti
(Lemus y Badinez 1967) Gerrohonotus coeruleus (Stewart, 1985) S.
bicanthalis (Guillette y Jones, 1985), S. mucronatus y S. grammicus (Villagran,
1989).

Onfaloplacenta.- las membranas extraembrionarias que constituyen
este tipo de placenta son: ectodermo coridnico, endodermo
(independientemente de la masa de vitelo) mesodermo somatico y el saco
vitelino (mesodermo esplacnico y endodermo)(ver figura 8 B) en yuxtaposicion
con la pared uterina. Xantusia vigilis (Heimlich y Heimlich, 1950),
Haplodactylus maculatus (Boyd, 1942), Tiliqua sancoides (Weekes, 1927),
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Sphenomorphus quoyi, Elgeria coerulea (Stewart, 1985), Sceloporus
mucronatus, S. gramicus (Villagran, 1989) y Virginia striatula (Stewart, 1990)
presentan este tipo de placenta.

Onfaloalantoplacenta.- este tipo de placenta sélo se forma en los casos
donde el alantoides se extiende dentro de la grieta vitelina, de tal manera que
esta constituida por la onfalopleura bilaminar (ectodermo y endodermo) de la
masa aislada de vitelo, mesodermo intravitelino y la membrana externa del
alantoides (Stewart, 1990). Stewart (1993) senala que este tipo de placenta es
caracteristica de las serpientes como en Austrelaps superba (Denisonia
superba, Weekes, 1930); Enhydrina schistosa (Kasturiragan, 1951b);
Thamnophis sirtalis (Hoffman, 1970); Virginia stratula (Stewart, 1990). Sin
embargo, existen reportes que también se presenta en lagartijas como en S.
mucronatus y S. grammicus (Villagran, 1989). (figura 8c).

Todos los tipos placentarios anteriormente sefalados se desarrollan del
lado abembrionario, excepto la placenta coriovitelina que se desarrolla en las
porciones laterales al embrion en desarrollo (ver figura 8 A).
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Figura 8 A .-Placenta Coriovitelina de los Reptiles. La figura muestra
el saco vitelino (S V), Amnios (Am), Placenta Coriovitelina (Pl1 CV), Sinus
Terminalis (S T), Células Intravitelinas (Ce Iv), Saco vitelino (S V), Utero (Ut)
Onfalopleura Bilaminar (On Bi) (Tomada de Stewart, 1993).
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Figura 8 B: Onfaloplacenta de los Reptiles. En la figura so6lo se
muestran los elementos que la constituyen: Epitelio Uterino (Ep Ut),
Membrana de la Cascara (Me Cs); Ectodermo Coriénico (Ec); Endodermo

vitelino (E v); Grieta vitelina (Gr V) y Mesodermo Esplacnico (M S) (Tomada
de Stewart, 1993).
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Figura 8 C.- Onfaloalantoplacenta de los Reptiles.- En la figura solo
se presentan los constituyentes de este tipo de placenta: Epitelio Uterino (Ep
Ut), Membrana de la Cascara (Me Cs); Ectodermo Coridnico (Ec); Endodermo
vitelino (En); Membrana Externa del Alantoides (Mem Ex Al); Membrana
Interna del Alantoides (Mem Int Al) y Mesodermo Esplacnico (M S) (Tomada
de Stewart, 1993).
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Placenta corioalantoidea.- también llamada alantoplacenta, participan
en su formacién: el corién (ectodermo y mesodermo somatico) y el alantoides
(mesodermo esplacnico y endodermo) que se unen muy estrechamente , y se
denomina comunmente como corioalantoides (Stewart y Blackburn, 1988).
Esta membrana se encuentra en estrecha aposicion con el epitelio uterino,
aunque suele existir la membrana de la cascara interpuesta entre ellos durante
gran parte del desarrollo embrionario. Este tipo de placenta una vez que se
forma permanece a lo largo de todo el desarrollo embrionario.

La presencia de alantoplacenta es una caracteristica distintiva de todos
los reptiles y mamiferos viviparos; en los reptiles se formé durante la evolucion
de la viviparidad mediante la aposicion de la membrana corioalantoidea al
endometrio uterino (Blackburn, 1993b). Una gran proporcion de los trabajos
morfologicos que se han hecho en los reptiles han sido dirigidos hacia este
tipo de placenta, ya que los trabajos pioneros (Giacomeni, 1891, 1906;
Studiati, 1851) mostraron la posibilidad de que tuviera una importancia
relevante para que el desarrollo intrauterino del embrion a expensas de la
madre fuese posible; por lo que fué postulado el paralelismo anatémico y
funcional (Giacomeni, 1906) entre la alantoplacenta reptileana y la de los
mamiferos. En los escamosos presenta modificaciones que usualmente se
han clasificado de acuerdo a los criterios establecidos por Weekes (1935), que
reconocio tres tipos definidos considerando: 1) el grado de plegamiento que se
presente entre los tejidos uterinos y el corioalantoides y 2) al aspecto de las
células y los tejidos que se encuentran en la interfase materno-fetal
(Blackburn, 1993b; Weekes, 1935). Blackburn (1986, 1993b, 1993c) de
acuerdo a sus investigaciones realizadas en especies del género Mabuya ha
descubierto un tipo diferente y lo ha anexado a la clasificaciéon de las placentas
corioalantoideas. De acuerdo a lo arriba sefalado las caracteristicas de los
subtipos de alantoplacentas son:

Alantoplacenta Tipo /.

Weekes (1935) considera a esta placenta como la mas simple y la que
puede ser mas comunmente encontrada entre los reptiles viviparos. El epitelio
uterino y el ectodermo son de tipo escamoso y extremadamente atenuados
sobre los capilares y existe una aposicion muy estrecha entre estos tejidos, lo
que facilita el intercambio fisiolégico entre el feto y la madre. Todos los autores
aceptan (excepto Bauchot, 1965) que es la mas primitiva y predecesora de los
demas tipos de placentas corioalantoideas encontradas en los reptiles
(Blackburn, 1993b; Yaron, 1985; Weekes, 1935) (figura 9 A). Xantusia vigilis
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Hoplodactylus maculatus (Boyd, 1942) Lacerta vivipara (Panigel, 1956)
Sceloporus bicantalis (Guillette, 1982 b) S. gramicus y -S. mucronatus
(Villagran, 1989) presentan este tipo de placenta.

Alantoplacenta Tipo II.

Esta placenta fué inicialmente descrita en sincidos del género
Leilopisma, (Weekes, 1930) es un poco mas compleja que la anterior y difiere
fundamentalmente en dos aspectos:

a) el epitelio luminal uterino se eleva formando bordes tenues y cada uno
de ellos contiene un capilar extendido sobre el epitelio, estos bordes se
situan sobre toda la superficie de la alantoplacenta.

b) el epitelio coridnico es cubico y forma una capa continua que esta en
aposicion con el epitelio uterino. En algunas regiones los tejidos materno
y fetal estan tan intimamente yuxtapuestos que las extensiones del
epitelio coriénico se interdigitan con los bordes formados por el
aglomeramiento de los capilares (Blackburn, 1993b) (figura 9 B).

Alantoplacenta tipo Ill.

Hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba a este tipo de
placenta como la mas compleja descrita para los reptiles. Weekes (1935)
establecié esta categoria para la placenta de los sincidos australianos
Pseudomoia entrecasteauxii y Leiolopisma spenceri y para el sincido europeo
Chalcides chalcides. Este tipo de placenta es sumamente rara y hasta la fecha
se ha descrito sélo otro caso, el de Vipera berus por Bellairs y col. (1955).
Yaron (1985) y Blackburn (1993b) han revisado este ultimo caso y estan en
desacuerdo con el autor.

Recientemente se se han realizado nuevos estudios histologicos
(Blackburn, 1993) y ultraestructurales (Ghiara y col. 1987) de la placenta
corioalntoidea de C. chalcides Estos trabajos confirman las observaciones de
Cate-Hoedemacker (1933) Giacomeni (1891, 1906) y Luckett (1977 b) y
proporcionan nuevos hallazgos. De acuerdo a estas observaciones recientes
la alantoplacenta tipo lll se caracteriza por formar en la region mesometrial
una area eliptica que esta en intima aposicion con la pared uterina y esta
constituida por placentomas. Los placentomas son areas elipticas de tejido
materno y fetal que se ubican hacia el mesometrio uterino y presentan una
serie de pliegues, los cuales pueden ser poco pronunciados con un arreglo
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azaroso o bien con pliegues mas pronunciados y orientados longitudinalmente
de acuerdo a la especie. Los pliegues contienen un conjunto de capilares
cubiertos por epitelio cubico simple. El corion se inerdigita entre estos
pliegues, ademas presenta un epitelio alto con microvellosidades y por debajo
de él una gran cantidad de capilares. En el caso particular de C. chalcides los
pliegues del corion se interdigitan con las vellosidades hipertrofiadas de la
mucosa uterina y a los lados el paraplacentoma que no es otra cosa que el
corialantoides liso. Un hecho sobresaliente del placentoma de C. chalcides es
su caracter decidual, es decir en el postpartum los placentomas contienen
trozos de endometrio (Blakburn, 1993b, 1993c) y la presencia de células
binucleadas ubicadas entre las celulas epiteliales del corion, ademas presenta
un epitelio alto con microvellosidades y por debajo de él una gran cantidad de
capilares (figura 9 C).

Alantoplacenta tipo IV.

Este tipo de placenta fue establecido por Blackburn (1984a, 1986;
Blackburn 1993b) para la placenta corioalantoidea de lagartijas del género
Mabuya (M. bistriata, M. heathi y M. mabouya,). La placenta de estas especies
es muy diferente de las descritas anteriormente para los reptiles. Durante su
desarrollo sufre profundas transformaciones originando una placenta madura
muy compleja. La unidad placentaria es el placentoma, el cual se sitia hacia
la parte mesometrial debajo de la vena y arteria uterina. En este sitio del
endometrio se emiten prominentes pliegues vellosos que se invaginan en el
corioalantoides. Los dos tejidos se intercalan tan estrechamente que es dificil
separarlos (figura 9 D). El epitelio coridnico del placentoma contiene una
monocapa de grandes células polimorficas binucleadas y microvellosidades.
Estas células binucleadas estan rodeadas por células columnares también
binucleadas pero los nucleos tienen arreglo vertical. Por debajo de este
arreglo epitelial hay una gruesa capa de tejido conectivo alantoideo que
presenta leucocitos, macrofagos y vasos sanguineos. El epitelio uterino que se
encuentra en aposicion al corioalantoides consiste de células cubicas a
columnares con microvellosidades, en algunas areas tienen aspecto sincitial.
La region paraplacental contiene areolas especializadas, las cuales consisten
de fosas corionicas que estan situadas en aposicion a las bocas de las
glandulas uterinas. Las fosas coridnicas estan limitadas por un epitelio de
absorcién (células columnares con microvellosidades). Las glandulas son
abundantes en la gestacion tardia.
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Figura 9.- Placentas Corioalantoideas de los Reptiles. Se desarrollan,
todas, en la region mesometrial. De acuerdo fundamentalmente a las
modificaciones que sufre el corioalantoides y a las caracteristicas del epitelio
uterino subyacente es que se clasifican, hasta ahora, en cuatro tipos
diferentes. En A se muestra el esquema de la Alantoplacenta tipol; B, CyD
muestran las alantoplacentas Tipo Il, lll y IV, respectivamente. M-Ut: Musculo
Uterino; Cap-Ut: Capilares Uterinos Ep-Ut: Epitelio Uterino; Ec-C: Ectodermo
Corionico; Cap-Al: Capilares Alantoideos; Me: Mesenquima; Cel-Bi: Células
Binucleadas; Cel-In: Célula Intersticial. De la alantoplacenta tipo IV sélo se
presenta el esquema de la region del placentoma.
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Funciones Placentarias.

Es necesario sefalar que existen muy pocos trabajos dirigidos a estudiar
la fisiologia placentaria reptiliana y que las funciones atribuidas a las placentas
son debidas en su mayoria a evidencias indirectas y/o a sus caracteristicas
histolégicas.

En lo que respecta a las “placentas vitelinas”, se ha comentado que la
placenta coriovitelina es el primer sitio de intercambio materno-fetal de
oxigeno (Stewart, 1993), debido a que es el primer aporte circulatorio de la
periferia del huevo al embrion.

Para la onfaloplacenta y la onfaloalantoplacenta debido a su estructura
se ha sefalado que tienen una funcién histiotrofica (Stewart, 1993). Hoffman
(1970) ha demostrado que hay transporte de iones sodio, fierro y fésforo y del
aminoacido glicina de la madre al feto; el supone que pudieran alcanzar al
embrion a través de la onfaloplacenta. Conaway y Fleming (1960) han
encontrado que en Natrix hay transporte de yodo y sodio, pero no especifica a
través de que tipo de placenta.

Para el caso de las placentas corioalantoideas se ha sefialado que la
alantoplacenta tipo | lleva a cabo funciones respiratorias (Giacomeni, 1906;
Yaron, 1985). No hay evidencias que este tipo de placenta sea responsable
del transporte de materiales organicos, sin embargo, en algunas especies se
presume que los fetos pudieran captar agua y pequenas cantidades de
nutrientes a través de ella (Blackburn, 1993b). Se desconocen los atributos
funcionales de la alantoplacenta tipo Il

Para la alantoplacenta tipo lll y tipo IV se ha establecido que a nivel de
los placentomas existe una amplia transferencia de nutrientes. Ademas de la
evidencia de la estructura histolégica de los placentomas y las fosas
corionicas se sabe que las hembras que presentan estos tipos de placentas
producen huevos microlecitos (Blackburn, 1986, 1993, Blackburn y col 1984)
por lo que el crecimiento embrionario depende fundamentalmente del aporte
materno de nutrientes. Blackburn (Blackburn y col. 1984) ha reportado un
incremento del 53800% del peso humedo y un 38400% del peso seco del
huevo en el curso de la gestacion. Los datos anteriores demuestran la
importancia del transporte placentario de nutrientes en las especies que
desarrollan estos tipos de placenta.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA.

Ya que el Homo sapiens es un animal viviparo y puesto que los
animales domésticos que lo rodean ponen huevos o0 bien nacen vivos, la
viviparidad y la diferencia entre esta y la oviparidad han sido de interés desde
tiempos inmemoriales. Asi como la agricultura, la medicina, etc., han
progresado de ser artes populares a areas de sumo interés, el estudio de la
viviparidad ha alcanzado también este lugar. Por razones méedicas,
econémicas y culturales (o de otro tipo) el estudio de la viviparidad se ha
centrado sobre el hombre y los mamiferos y ha sido influenciada con prejuicios
antropoceéntricos.

Hasta hace poco tiempo la viviparidad entre los vertebrados no
mamiferos ha permanecido virtualmente ignorada, tratada como una anomalia
evolutiva o una curiosidad intelectual y relegada al estatus de una nota curiosa
en la historia de la biologia, para confirmar esto s6lo basta con comparar la
cantidad de trabajos en esta area en vertebrados no mamiferos en relacion a
los que se realizan con los mamiferos euterios. En la actualidad el interés por
el estudio de esta forma de paridad en los vertebrados no mamiferos ha
resurgido con fuerza y se han formado diversos grupos de investigacion
alrededor de este topico.

Los reptiles son muy atractivos para estudiarlos desde diferentes puntos
de vista ya que presentan caracteristicas muy interesantes entre las que
destacan las siguientes: a) es el primer grupo vertebrados que desarrollan
verdaderas membranas extraembrionariases, b) es el grupo de vertebrados en
el cual evolucioné el huevo cleidoico, ¢) es el primer grupo de vertebrados que
desarrollan la fertilizacion interna como estrategia reproductora comun, y d)
Son animales poiquilotermos. Debido a las caracteristicas anteriormente
senaladas los reptles han sido utilizados como modelos de investigacion en
diferentes areas del conocimiento; particularmente pueden ser utilizados en el
estudio de la viviparidad por las siguientes razones:

1.- La viviparidad ha evolucionado de manera independiente alrededor
de 132 ocasiones en la historia de los vertebrados; de éstas 15 en
condroictios, 13 en osteoictios, 5 en anfibios, al menos 98 ocasiones en los
reptiles y en los mamiferos juna sola vez! (Blackburn, 1982 a, 1992;
Lilligraven, 1979).
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Estos datos demuestran que dentro de los vertebrados, los reptiles son
el grupo ideal para estudiar la evolucion de la viviparidad.

2.- Wake (1992) ha senalado que dos escenarios son importantes en la
evolucion de la viviparidad: a) el cuerpo luteo, por su capacidad de producir
progesterona y b) la placenta, 6rgano de intercambio materno-fetal y distintivo
de las especies viviparas.

Los escamosos viviparos (lagartijas, serpientes y anfisbaenidos) poseen
estas dos caracteristicas.

3.- En Mexico existe una gran riqueza bidtica de herpetofauna, debido
fundamentalmente a su variacion climatica y fisiografica. De las
aproximadamente 6000 especies de escamosos que hay en el mundo nuestro
pais posee cerca del 20%, de las cuales, aproximadamente la mitad (600) son
lacertilios.

Este panorama nos ofrece una gran oportunidad de realizar estudios
acerca de la viviparidad en lacertilios.

4.- Lagartijas, pequenos animales son susceptibles de ser utilizados
como modelos para estudiar la viviparidad por las razones arriba senaladas y
ademas porque:

a) son capaces de habituarse al cautiverio, y
b) conociendo su biologia basica se pueden manejar sin mucha
dificultad.

Durante la transicion de la oviparidad a la viviparidad han ocurrido
cambios profundos en el huevo, en el embrién y en el organismo materno; con
esta nueva forma de paridad el huevo perdié su cascara, redujo su contenido
de vitelo (como en el caso de C. chalcides, M. heathi), el embrién modificd sus
membranas extraembrionarias para construir una estructura mas eficiente que
permitiera, entre otras funciones, la obtencion de nutrientes directamente del
organismo materno: la placenta (Blackburn, 1993 b). Una precondicion
indispensable para que estos cambios ocurran es que la hembra retenga sus
huevos por periodos cada vez mas largos durante el cual el embrién podria
alcanzar estadios de desarrollo cada vez mas avanzados (Callard y col. 1992,
Porter y col. 1982). La seleccion natural favoreciéo a aquellas especies cuyas
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hembras retuvieron sus embriones por peridédos progresivamente mas largos
que permitieron que el desarrollo embrionario eventualmente se completara
(Shine y Bull, 1979) y asi, de esta manera, la viviparidad se origino de la
oviparidad.

Es comunmente aceptado que el cuerpo lGteo ha jugado un papei
importante en la evolucién de la viviparidad reptiliana (Callard y col. 1992;
Guillette, 1980) pero su participacion en la manutencion de la gestacion
demuestra que en diversas especies ocupa un segundo término por lo que se
propone que otros organos que tienen actividad endocrina pudieran estar
involucrados en el mantenimiento de la gestacion, jy porqué no? en la
evolucion de la viviparidad. Diversos autores han propuesto que ademas del
cuerpo luteo, los foliculos atrésicos (Browning, 1973; Byscov, 1978; Villagran,
1989; Guillette y col., 1981), las glandulas adrenales (Bourne, 1972, 1981;
Bourne y Seamark, 1972; Dahuphin-Villemant y Xavier, 1985) e incluso la
placenta corioalantoidea (Guillette y col.,, 1981), pudieran participar en el
mantenimiento de la gestacion. Por lo que seria l6gico preguntarse si los
cambios en el sistema de control hormonal son los determinantes primarios en
la evolucion de la viviparidad reptileana.
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OBJETIVOS

De acuerdo con el marco tedrico anteriormente expuesto es evidente la
necesidad de desarrollar trabajos experimentales que contribuyan al
esclarecimiento de los topicos previamente senalados, por lo que en este
trabajo se utiliz6 como modelo a la lagartija vivipara B. i. imbricata y se planteo
como objetivo general:

Determinar las caracteristicas morfolégicas de la placenta y el
cuerpo luteo durante la prefiez de B. i. imbricata, asi como la
participacion del cuerpo luteo en el mantenimiento de la gestacion

Para que el objetivo general fuera cumplido se consideré necesario
plantear los siguientes objetivos particulares:

a) Establecer que tipo de placentas y durante que etapa del desarrollo
embrionario se presentan.

b) Determinar el tiempo de desarrollo e involucion del cuerpo luteo.

c) Determinar el efecto de la lutectomia sobre el mantenimiento de la
gestacion y el parto.

d) Determinar el efecto de la lutectomia sobre el tamano de la camada.

e) Determinar el efecto de la lutectomia en la prefiez temprana sobre los
niveles plasmaticos de progesterona.
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MATERIAL Y METODO

Para cumplir con los objetivos anteriormente senalados se disefo la
siguiente estrategia de trabajo.

A pesar de que Guillette y Casas-Andreu (1987) han descrito el ciclo
reproductor de B. i. imbricata fue necesario determinar las caracteristicas
reproductoras mas importantes de la poblacion utilizada en este trabajo debido
fundamentalmente a dos razones: a) los animales que ellos utilizaron fueron
capturados en diversas localidades de los estados de México, Morelos y
Distrito Federal, sin especificar el lugar de colecta e incluyen, ademas,
ejemplares de museo y b) como es comunmente sabido, la actividad
reproductora en los reptiles y otros vertebrados es controlada por factores
ambientales como temperatura, fotoperiodo, precipitacion pluvial y disposicion
de alimento (Duvall y col, 1982); por lo que la iniciacion del ciclo reproductor
de una poblacion a otra pueden variar, de acuerdo a los condiciones
ambientales, a pesar de ser de la misma especie. Debido a estas
circunstancias fue necesario realizar colectas mensuales para determinar las
siguientes fases reproductoras:

a) periodo de apareamiento
b) ovulacion
c) tiempo de gestacion.

Las colectas mensuales concluyeron una vez que se determin6 la época
de nacimiento de las crias.

a) Periodo de apareamiento

Las hembras colectadas se transportaron al laboratorio y se les practicé
a cada una de ellas de uno a tres lavados cloacales para determinar la
presencia de espermatozoides en la vagina. La técnica consiste basicamente
en lo siguiente: se introduce la punta de una pipeta Pasteur en la cloaca con
direccion hacia la vagina y se bombea varias veces una pequena cantidad de
solucion salina fisiologica (aproximadamente 50 pl) al 7% (Guillette, 1982 a).
Inmediatamente después se recupera la solucion y se coloca en un
portaobjetos y se procede a observar la muestra al microscopio para detectar
la presencia de espermatozoides.
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b) Ovulacion

Para determinar la época de ovulacion inicialmente se practico la técnica
de laparotomia para la observacién de cuerpos luteos en el ovario. En el
ultimo ano de experimentos, 1995, se aplico la técnica de palpacion abdominal
para determinar la ovulacion (Cuéllar, comunicaciéon personal).

c) Periodo de gestacion

Una vez que se determind el periodo de ovulacion se colectaron
hembras gestantes a las cuales se les practicé laparatomia para observar la
cicatricula para confirmar que el desarrollo ya se habia iniciado. Se asistio
periddicamente al campo para determinar en que época del aino habia crias
recién nacidas. Ademas se colectaron hembras gestantes en la ultima etapa
de la prefiez para permitir que las crias nacieran en el laboratorio.

l.- Placentacion

Embriones in utero de hembras gestantes fueron obtenidos
mensualmente a lo largo de la gestacion (de diciembre a mayo del siguiente
ano y fijados inmediatamente en formol al 10% amortiguado. (ver apéndice A).
Posteriormente fueron lavados en agua corriente y procesados por la técnica
de Yaron (1971) para huevos telolécitos (ver apéndice A), aclarados en xileno
e incluidos en parafina. Se elaboraron cortes histoldgicos seriados y
posteriormente se tineron con Hematoxilina y Eosina (Humasson, 1968, ver
apéndice). Algunos cortes de embriones en estado avanzado de desarrollo se
les aplico la técnica de Acido Peryddico de Shift (Luna, 1968 ver apendice)
para la observacion adecuada de la membrana de la cascara ya que con la
técnica de Hematoxilina y Eosina fue dificil distinguirla en los estadios
avanzados. Los cortes se revisaron al microscopio de luz para determinar el
tipo de placenta asi como sus caracteristicas histologicas. En el caso de la
alantoplacenta madura (entre los estadios 37 al 40 de desarrollo embrionario)
los cortes histoldgicos fueron reprocesados para observarlos al microscopio
electronico (ver la técnica de reprocesamiento en el apéndice) y confirmar
algunas de las caracteristicas encontradas al microscoépio de luz.

Los embriones que se encontraban en el utero contralateral se fijaron en
formol al 10% amortiguado y fueron utilizados para tipificar el estadio de
desarrollo embrionario de acuerdo a la tabla elaborada por Dufaure y Hubert
(1961) para Lacerta vivipara y de esta manera establecer el tiempo en que se
presentan los diferentes tipos de placentas.
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/].- Cuerpos lateos

Los ovarios de las hembras utilizadas para el estudio de la placenta
fueron preservados en el mismo fijador y procesados para la técnica
histolégica de rutina (Luna, 1968, ver apéndice). Se elaboraron cortes seriados
que fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina (ver apéndice). Finalmente se
examinaron al microscopio de luz para determinar, de acuerdo a los criterios
de Guraya y Varma (1976) Varma y Guraya (1970) y Saidapur (1982) y lo que
particularmente se observé en B. i. imbricata las etapas de desarrollo y
degeneracion del cuerpo luteo a lo largo de la gestacion.

/.- Lutectomia y extirpacion de los
foliculos atrésicos

Se colectaron hembras cercanas al periodo de ovulacion y se
transportaron al laboratorio, se registro el peso corporal y la longitud hocico-
cloaca y se marcaron mediante ectomizacion de falanges.

Una vez que se detecté la ovulacion, y por consiguiente el inicio del
desarrollo embrionario, se procedié a establecer 2 lotes de trabajo.°

Lote |

Este lote fue disefiado para determinar la importancia de los cuerpos
luteos (CLs) y de los foliculos atrésicos vitelogénicos (FAV) desde el inici6 de
la gestacion hasta completar el primer mes de prefnez. Este lote estuvo
constituido por 3 grupos de trabajo.

Grupo I-A. (Grupo experimental: lutectomia y extirpacion de los
foliculos atrésicos)

Tres a seis dias después de haber detectado la ovulacion se procedié a
efectuar lutectomia y extirpacion bilateral de foliculos atrésicos vitelogénicos
bajo condiciones de anestesia profunda inducida con éter. Se registro el
nimero de CLs obtenidos y se procedié a fijarlos en formol al 10%
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amortiguado (ver apéndice A). Se suturd a las hembras y una vez recuperadas
de la anestesia se separaron individualmente en terrarios y se mantuvieron en
cautiverio en condiciones de laboratorio (14 h. luz 10 h. oscuridad;
temperatura ambiental de 20 + 4 C) con agua y alimento (Larvas de Tenebrio
molitor) ad libitum por un periodo de al menos 30 dias. Durante este tiempo
se revisO diariamente, hasta en 4 ocasiones, los terrarios para detectar la
expulsion de crias (aborto). Una vez concluido este periodo se procedié a
sacrificar a las hembras para verificar la ausencia de CLs y de FAVs y el
numero de embriones in utero y/o en su estébmago.

Grupo |-B (Grupo control con laparotomia)

A las hembras que costituyeron este grupo se les practicé laparotomia
en condiciones de anestesia profunda tres a seis dias después de haber
detectado la ovulaciéon. Una vez abierta la hembra se expusieron los ovarios y
se registré el numero de CLs, una vez realizado todo esto se procedié a
suturarla. En cuanto los animales se recuperaron de la anestesia se aislaron
individualmente en terrarios y se mantuvieron en cautiverio bajo las mismas
condiciones, durante el mismo lapso de tiempo y se realizaron las mismas
observaciones que en el grupo anterior. Una vez concluido el periodo de
observacion, se procedio a disectar a la hembra y se registré el nimero de
embriones en el ttero y/o en su estdmago.

Grupo I-C. (Testigo)

Se aislaron individualmente en terrarios hembras intactas y se
mantuvieron en cautiverio bajo las mismas condiciones y durante los mismos
tiempos en que se trabajaron los animales de los grupos anteriores para
realizar las observaciones senaladas para el grupo experimental. Una vez
concluido el periodo de observacion se procedio a disectar a las hembras para
registrar el numero de embriones y de CLs.

Lote Il

Este lote fue disefiado para determinar la importancia del cuerpo luteo
en el mantenimiento de la gestacién a partir del inicio del segundo mes de
prenez hasta el nacimiento de las crias, asi como el efecto de la remocion de
los CLs en el tamano de la camada para lo cual se formaron tres grupos de
trabajo.
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Grupo lI-A (Experimental: lutectomia)

Al principio del segundo mes de la gestacion (es decir los primeros dias
del mes de enero) cuando los embriones han superado el estadio 12 (hembras
prefiadas de la primera semana de enero) de acuerdo a la tabla de desarrollo
de Dufaure y Hubert (1961) y bajo condiciones de anestesia profunda se
practicé la lutectomia bilateral a las hembras prefiadas. Se registré el numero
de CLs extirpados y se fijaron en formol al 10% amortiguado para su posterior
procesamiento. Se sutur6 a las hembras y una vez recuperadas de la
anestesia se separaron individualmente en terrarios en condiciones de
laboratorio (14 h. luz 10 h. oscuridad; temperatura ambiental de 20 + 4 C) con
agua y alimento (larvas de Tenebrio molitor) ad libitum para mantenerlas en
cautiverio hasta el nacimiento de las crias.

Grupo 1I-B (Control con laparatomia)

También bajo condiciones de anestesia profunda y al inicio del segundo
mes de la gestacion hembras prefadas fueron sometidas a laparotomia, se
localizé el ovario y se registré el numero de CLs. Al igual que en el grupo 2A
las hembras suturadas una vez recuperadas de la anestesia fueron separadas
individualmente en terrarios y mantenidas en las mismas condiciones de
cautiverio que el grupo anterior hasta el momento del nacimiento de las crias.

Grupo II-C (Grupo testigo)

Durante los mismos tiempos en que se trabajaron los animales de los
grupos 2 A y 2 B se aislaron individualmente en terrarios hembras prenadas
intactas y se mantuvieron en cautiverio, en las condiciones ya descritas para
los grupos anteriores, hasta el nacimiento de las crias.

Para cada uno de estos tres grupos de trabajo se registraron durante la
observacion en cautiverio la frecuencia de los siguientes eventos:

a) aborto

b) parto prematuro.

c) parto disociado.

d) parto normal.

e) parto retardado.

f) tamano de la camada.
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Una vez que el parto concluy6 todas las hembras fueron sometidas a
laparotomia para determinar:

1) La ausencia de CLs en el grupo experimental.

2) Registrar el nimero de CLs en el grupo testigo.

3) Determinar la presencia de huevos infértiles y/o embriones en los
estomagos de los animales de los tres grupos de este lote.

IV.- Efecto de la lutectomia sobre los niveles

plasmaticos de progesterona

La observacion previa de que los CLs permanecen activos durante el
primer tercio de la prefiez (diciembre y enero) en Barisia i. imbricata y que los
primeros signos de regresion luteal se presentan al inicio del tercer mes del
embarazo, asi como los resultados obtenidos de los experimentos acerca del
efecto de la lutectomia crearon la necesidad de determinar el efecto de la
lutectomia sobre los niveles plasmaticos de la progesterona cuando los CLs
estan histolégicamente activos, es decir, en el primer tercio de la prefez y al
inicio de la regresion lutea.

A cinco hembras prenadas al inicio del primero, segundo y tercer mes de
la gestacion, se les tomo una alicuoata de 400ul de sangre con una jeringa
heparinizada, se centrifugd a 3000 rpm durante 3 minutos, se decant6 el
plasma y se congeld a -20 C hasta el momento del ensayo. Ese mismo dia se
les practicé lutectomia bilateral bajo condiciones de anestesia profunda. Una
vez recuperadas se les aislo en terrarios individuales y se les mantuvo en
cautiverio con agua y alimento ad libitum. Ocho dias después del tratamiento
quirargico se tomé a estas mismas hembras otra alicuota de 400 pl de sangre
con una jeringa heparinizada; se centrifugaron las muestras a 3000 rpm, se
decanté el plasma y se mantuvo a -20 .C hasta el momento del ensayo. Para
medir los niveles plasmaticos de progesterona a cada una de las alicuotas de
plasma obtenido de las hembras prefadas se le aplico la técnica de
radioinmunoanalisis (RIA) de acuerdo al método descrito en el programa de
produccion de reactivos de la Organizacion Mundial de la Salud para
inmunoanalisis. (ver apéndice ).
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Analisis estadistico de los datos

Los resultados obtenidos de los experimentos acerca del efecto de la
lutectomia en la prefiez temprana fueron analizados mediante Analisis de
Varianza (Anova) Ponderada para un Factor y la Prueba de Fisher (utilizando
el programa Microstat y Estadistics) (Daniel, 1977, Ambrose y Ambrose,
1987).

Para valorar el efecto de la lutectomia sobre el tamafio de la camada
también se aplicé el Anova Ponderada para un Factor y la Prueba de Fisher
(Daniel, 1977).

Finalmente, los datos obtenidos acerca de el efecto de la lutectomia
sobre los niveles de progesterona plasmatica fueron analizados madiante la
prueba de T de Student Pareada (Duran y col., 1986).
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RESULTADOS

Determinacion de las fases reproductoras mas importantes de
Barisia i. imbricata.

El trabajo de campo se inicié en septiembre de 1991. En este mes las
hembras colectadas (8 organismos) se encontraban en la fase de
vitelogénesis ya que al efectuar la laparatomia se obsevo que en el ovario ya
existian foliculos vitelogenicos, pero no se observaron espermatozoides en el
lavado cloacal.

a) Periodo de apareamiento.

En la segunda quincena del mes de octubre se colectaron 9 hembras
adultas y solo 3 de ellas presentaron espermatozoides en sus lavados
cloacales (ver figura 10). Todas las hembras colectadas en la segunda
quincena de noviembre (17 de noviembre, 8 ejemplares) presentaron esperma
en su lavado cloacal. En los anos siguientes (1992, 1993 y 1994) se ha
detectado la presencia de espermatozoides en todas las hembras capturadas
en el mes de noviembre De acuerdo a la anteriormente observado, el
apareamiento en esta poblacion de B. i. imbricata ocurre en octubre vy
noviembre. Cabe sefalar que la presencia de espermatozoides fue detectada
hasta los meses de enero y febrero del ano siguiente.

i

Figura 10.- Espermatozoides de Barisia. i. imbricata. La flecha senala
la presencia de espermatozoides en el lavado cloacal de las hembras
colectadas a fines de octubre.
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b) Periodo de ovulacion.

La ovulacién ocurrid a finales del mes de noviembre, aunque en algunas
hembras sucedid durante el mes de diciembre (4 de 55 = 7.27%) y
ocasionalmente se encontraron animales que aun no han ovulado en la
primera quincena de enero (1 de 39 = 2.56 %).

c¢) Periodo de gestacion.

Al practicar laparatomia para verificar la presencia de huevos
oviductales los primeros dias del mes de diciembre, se observé la presencia
de un area blanquecina en forma de casquete en los huevos uterinos, dirigida
hacia la regién del mesometrio, dicha area recibe el nombre de cicatricula y es
la evidencia de que el desarrollo se ha iniciado. En los meses siguientes se
hicieron visitas al campo y fue hasta la segunda quincena de mayo en que
ocasionalmente se observaron crias de B. i. imbricata. Cabe senalar que por
este mes se colectaron hembras aun prefiadas (figura 11) y que el parto
ocurrié en el laboratorio durante los primeros dias de junio.

De acuerdo a estas observaciones establecimos que la prefiez se inicia
los ultimos dias de noviembre y concluye a finales del mes de mayo y/o
principios de junio. Esta variacion resulta natural pues no todas las hembras
ovulan al mismo tiempo, por lo que se puede afirmar que la gestacion de B. i.
imbricata dura en promedio seis meses.

Ocasionalmente se acudié en los meses de verano y se encontrd que a
finales de julio y principios de agosto se inicia la vitelogénesis.
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Figura 11.- Crios in utero de Barisia. i. imbricata. En la fotografia se
observan fetos en estadios finales de desarrollo (=) asi como cuerpos luteos
(—) en el ovario.
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/ Placentacién.

En B i. imbricata solo se presentan tres morfotipos placentarios: la
placenta coriovitelina, la onfaloplacenta y la alantoplacenta tipo Il. Se
describen tres fases de desarrollo placentario de acuerdo fundamentalmente
los criterios establecidos por Stewart y Blackburn (1988) para Guerrhonotus
coerulus (Blackburn, 1985) y a las caracteristicas particulares mas notorias
que se observaron durante la formacion de los tres tipos de placentas en la
especie estudiada.

Fase |

El huevo telolécito de B. i. imbricata distiende las paredes del utero en
las camaras de incubacién durante toda la gestacion. La mucosa esta limitada
por un epitelio simple escamoso, adyacente al cual, se encuentra la
membrana de la cascara. La placentacion se inicia cuando el ectodermo y
endodermo extraembrionario se expanden sobre el vitelo y antes de que
cubran toda la superficie aparece entre ellas el mesodermo extraembrionario
como una masa de células hacia la region ventrolateral del embrion (figura 12
A); inmediatamente después se inicia en este lugar la hematopoyesis y se
forman algunas pequefias cavidades en la masa de células mesodérmicas,
originandose de esta manera la placenta coriovitelina (ver figura 12 A y 12B).
Esta es una pleura trilaminar, constituida por endodermo, mesodermo del area
vasculosa y ectodermo en estrecha aposicion con el utero; esta situada en las
porciones laterales al embrion, por encima del ecuador del huevo embrionado
y ventralmente esta limitada por el sinus terminales. En la masa de vitelo, por
debajo del ecuador, se pueden observar unas células alargadas, las células
intravitelinas, que limitan a la grieta vitelina en formacion (figura 12 C) y la
onfalopleura bilaminar (figura 12 D). La membrana de la cascara que rodea a
todo el huevo embrionado es bastante delgada (figura 12 D). Los embriones
que presentan este tipo de placenta ya han formado el amnios se encuentran
entre los estadios 15 al 22 de desarrollo y corresponden a embriones de la
segunda y tercera semana de enero. Inmediatamente después de que las
cavidades en la masa de células mesodérmicas coalecen la placenta
coriovitelina es sustituida por el celoma extraembrionario.
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Figura 12 A .-Fase | de la Placentacion: Placenta Coriovitelina (Masa
de Células Mesodérmicas). La fotografia muestra el estadio mas precoz en
la formacion de la placenta coriovitelina. Se observa la pared uterina (ut);
Membrana de la Cascara (Me Cs); Ectodermo (Ec); Mesodermo
Extraembrionario (Ms E), Endodermo (En) (256 X).
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Figuras 12 B y C.- Fase | de la Placentacion: Placenta Coriovitelina.
La fotografia muestra los tejidos embrionarios que forman la placenta
coriovitelina; se observa Ectodermo (Ec) Endodermo (En), Membrana de la
Cascara (~); las puntas de flecha senalan los capilares sanguineos que se han
formado del mesodermo, también se observan pequenas cavidades (*),

(Figura A, 1125 X; Figura B, 380 X).
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Figura 12 D.- Fase | de la Placentacion: Grieta Vitelina . Las flechas
sefnalan las ceélulas intravitelinas que rodean a la grieta vitelina (»)(256 X).
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Figura 12 E.- Fase | de la Placentacién: Onfalopleura Bilaminar. En
la region abembrionaria de los crios en desarrollo que presentan placenta
coriovitelina se observa la onfalopleura bilaminar compuesta por Endodermo
(En), Ectodermo (Ec); también se observa la Membrana de la Cascara (Me
Cs) y la pared uterina (ut) (256 X).
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Fase Il

Esta fase se caracteriza por la formacion de la onfaloplacenta en la
region abembrionaria y porque la membrana externa del alantoides junto con
la serosa (ectodermo y somatopleura) en aposicién con la pared uterina
forman la placenta corioalantoidea en la region embrionaria.

Los embriones, obtenidos la primera semana de febrero, que se
encuentran entre los estadios 25 al 28 de desarrollo, presentan una banda de
células intravitelinas que se extienden desde el sinus terminalis de manera
paralela a la circunferencia del saco vitelino. Esta banda se separa en dos
hojas formandose de esta manera la grieta vitelina. La formacién de esta
grieta da como resultado la formacion de la masa aislada de vitelo y de la
onfaloplacenta (figura 13). En los cortes histologicos se identifica la
onfalopleura bilaminar de la masa aislada de vitelo (ectodermo coridnico y
endodermo) y el margen de mesodermo de la masa aislada de vitelo y la
esplacnopleura (figura 13) en aposicion al epitelio uterino como constituyentes
de la onfaloplacenta. El ectodermo coridnico esta formado por una capa de
células cubicas altas o columnares (figura 13). La vesicula alantoidea ocupa
rapidamente la cavidad del celoma extraembrionario creciendo
fundamentalmente hacia la regién dorsal. La aposicidon estrecha de la
membrana externa del alantoides a la superficie interna del coriébn produce
una membrana muy delgada conocida como corioalantoides. Esta membrana
incrementa su vascularizacion conforme avanza la gestacion. El
corioalantoides se coloca en aposicion con la pared uterina formando de esta
manera la placenta corioalantoidea (figura 14 A). El limite de extension de
esta, lo marca el margen de la masa aislada de vitelo (figura 14 B). La
membrana de la cascara se encuentra interpuesta entre los tejidos fetales
(que forman la onfaloplacenta y la alantoplacenta) y el epitelio uterino (figuras
13y 14 Ay 14 B).

Fase lll

Esta ultima fase de la placentacion se ha establecido con base en: a) los
cambios transitorios que ocurren en la placenta corioalantoidea, b) a la
formacion de pliegues e hipertrofia del ectodermo de la onfaloplacenta y c) a la
reduccion de la onfaloplacenta. Tales cambios se detectan con mucha claridad
en los embriones obtenidos a partir de la ultima semana de marzo y la primera
de abril que se ubican en los estadios 37 al 40 de desarrollo.
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Figura 13.- Fase Il de la Placentacion: La Onfaloplacenta. Esta
constituida por la onfalopleura bilaminar constituida de ectodermo (Ec) y
endodermo (En), la masa aislada de vitelo (MaV), el margen de mesodermo
de la masa aislada de vitelo (Ms MaV); y mesodermo esplacnico (Ms Esp)
rico en vasos sanguineos (puntas de flecha). La membrana de la cascara (Me
Cs) se encuentra interpuesta entre estos tejidos extraembrionarios y la pared
uterina, la cual esta limitada por epitelio plano simple (—)(256 X).
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Figura 14 A.- Fase Il de la Placentacion: La Alantoplacenta. En esta
fotografia es posible observar la fase mas precoz de la formacion de la
alantoplacenta. En ella se muestra la membrana externa (M E Al) e interna (M
I Al) del alantoides las cuales se encuentran ampliamente vascularizadas.
También se observa la membrana amniética (Amn) y la membrana de la
cascara (Me Cs) que se encuentra interpuesta entre las membranas
extraembrionarias y la pared uterina (Ut) (125X).
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Figura 14 B.- Fase Il de la Placentacion: Limite de la Alantoplacenta.
La fotografia muestra el limite de la alantoplacenta y la onfaloplacenta. Se
observa la membrana Corioalantoidea (CA); Membrana de la Cascara (Me
Cs) la Onfalopleura Bilaminar (Onf Bi); la Grieta Vitelina (Gr V) y los capilares
sanguineos del Mesodermo Esplacnico (») en aposicion a la pared uterina,
rica también en capilares (cap ut) (125 X).
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El corioalantoides de la alantoplacenta esta ampliamente vascularizado
y presenta una hipertrofia transitoria hacia la region dorsal del embrién (figura
15 A) en la que es posible observar en su borde externo células binucleadas,
(figura 15 B). Estas células, al igual que sus nucleos, son grandes en relacion
a las células uninucleadas circundantes; poseen cromatina descondesada y
un nucleolo evidente. Estas observaciones fueron confirmadas al observar
este tejido al microscopio electronico (figura 15 C y 15 D). En esta region la
membrana de la cascara ha desaparecido y en las porciones circundantes se
encuentran trazas de ella (figura 15 E). Al observar esta zona al microscopio
electronico las fibras presentan una organizacion heterogénea (figura 15 F) y
el bandeado transversal caracteristico de las fibras de colagena (figura 15 G).
La pared uterina presenta una serie de pequenos pliegues, dentro de los que
destacan vasos sanguineos y glandulas. En el epitelio superficial hay
pequefos capilares que dan la apariencia de estar interpuestos entre las
celulas epiteliales (figuras 15 H, |). En las areas laterales a la region
hipertrofiada el corioalantoides es liso y la membrana de la cascara también
pierde su integridad, incluso es dificil observarla, la pared uterina esta limitada
por epitelio plano simple, en algunos lugares es posible observar estructuras
glandulares. El ectodermo de la onfaloplacenta es columnar simple (figura 16
A) y ha formado una serie de vellosidades, la membrana de la cascara, en
esta region, es muy gruesa, es acidoéfila PAS positiva y presenta una serie de
pliegues que se intercalan con los del ectodermo de la onfaloplacenta (figuras
16 A, B). En esta misma region, en embriones de estadios mas avanzados (39
y 40) la membrana de la cascara es de aspecto laxo y se encuentra infiltrada
por células, entre las que destacan los leucocitos eosinéfilos. Poco antes del
parto la membrana de la cascara se retrae, el aspecto compacto que tenia se
pierde y la abundancia de eosinoéfilos es mayor (figura 17), también es posible
observar eosindfilos en el endometrio. A pesar de que el consumo de vitelo
provoca la reduccion de la onfaloplacenta ésta permanece hasta el final del
desarrollo. El estudio histologico de los anexos embrionarios que abandonan
las crias después del parto, demuestran 1a presencia de pequenas cantidades
de vitelo dentro del saco vitelino, residuos de la membrana de la cascara y
restos de la onfaloplacenta y alantoplacenta (figuras 18, 19A, 19B ).
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Figura 15 A - Fase lll de la Placentacion: Zona Hipertrofiada del
Corioalantoides. Esta region se ubica hacia la regidon mesometrial, la
fotografia muestra la abundancia de capilares sanguineos (») presentes en la
zona hipertrofiada (—) (125 X).

Figura 15 B.- Fase /Il de la placentacion: Células Binucleadas. La
fotografia muestra las Células Binucleadas (Cel Bi) y células uninucleadas
(—») vistas a mayor aumento en el microscopio de luz (1080 X).
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Figuras 15 C y D: Fase lll de la Placentaciéon: Células Binucleadas.
La fotografia de la figura 15 C muestra esta misma region reprocesada vy vista
al microscopio electronico (3500 X) y en la figura 15 D (9800 X) se observa
esta misma zona en un aumento todavia mayor. Se observan los nucleos (N) y
el nucleolo (Nu) de las células binucleadas y una célula uninucleada (—).

63



Figura 15 E.- Fase /Il de la Placentacion: Corioalantoides Liso y
Membrana de la Cascara. En las regiones aledanas a las zona hipertrofiada
el corioalantoides es liso y se observan trazas de la membrana de la
cascara (=)((1260 X).
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Figura 15 F y G.- Fase /Il de la Placentacion: Membrana de la
Cascara. '_a observacion al microscopio electrénico de la membrana de la
cascara en la region del corioalantoides liso demostréo que tiene un arreglo
irregular (Figura 15 F, 40 000 X) y vistas a mayor aumento (Figura 15 G,
120 000 X) se observa un bandeado transversal (>).
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Figura 15 H, | .- Fase lll de la Placentacion: Pared Uterina. En
yuxtaposicion a la zona hipertrofiada la pared uterina presenta pliegues, en
ellos se observan glandulas (gl) y vasos sanguineos (cap ut) y entre las
celulas epiteliales también hay pequenos capilares (»)(Figura 15 H, 125 X); en
la figura 15 | (256 X) la abundancia de glandulas y pequenos capilares es
mayor.
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Figura 16 A, B.- Fase /I
los estadios tardios el Ectodermo Corionico (Ec) de la onfaloplacenta es
columnar (Figura 16 A; 256 X) y forma pliegues que se intercalan con la
Membrana de la Cascara (Me Cs)(Figura 16 B; 875X). Mesodermo Esplacnico
(Me Es), Mesodermo Somatico (Me S), Endodermo (En).
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Figura 17.- Leucocitos Eosinofilos en la Membrana de la Cascara.
En el ultimo tercio de la gestacion las capas que constituyen a la membrana
de la cascara se han disgregado por lo que ahora posee un aspecto
sumamente laxo y es infiltrada por leucocitos eosinofilos (puntas de flecha)

(200 X).
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senalan los residuos de las membranas extraembrionarias que abandonan las
crias recién nacidas (3 X).
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Figura 19 A, B .- Corte Histolégico de los Residuos de los Anexos
Embrionarios. En los cortes histologicos de los residuos que abandona el
recién nacido se observa la presencia de pequenas cantidades de vitelo (V) y
la onfaloplacenta (Onf) (Figura 19 A, 78 X); también es posible observar
restos de la membrana de la cascara (Me Cs) y de la placenta corioalantoidea
(PlI CA) (Figura 19 B, 78 X).
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/l Cuerpos luteos.

De acuerdo a las observaciones realizadas es posible sefialar que los
CLs se presentan histolégicamente activos el primer tercio de la prefiez
(diciembre y enero), los primeros cambios regresivos se presentan al principio
del segundo tercio de la gestacion. A continuacion se hace una descripcion
mas detallada de acuerdo fundamentalmente a lo descrito para otras especies
de reptiles y lo que particularmente se observo en B. i. imbricata.

Desarrollo del Cuerpo luteo:

Diciembre.

Los foliculos postovulatorios obtenidos los primeros dias de este mes se
encuentran en los Fase | y Il (figura 20). En la cavidad folicular que se formé
después de la ovulacion, se observan celulas sanguineas y empieza a ser
ocupada por las células de la granulosa que se estan hipertrofiando y
metamorfoseandose para formar la masa de células luteas (mcl); no se
observé ninguna figura mitética. Particularmente los que se encuentran en la
fase Il, tienen una cavidad folicular que se ha reducido notoriamente, las
celulas hipertrofiadas de la granulosa han ocupado una gran parte de esta
cavidad. La teca interna forma una region que delimita a la mcl, la teca
externa es gruesa y fibrosa; se presenta una gran vascularizacion en los
limites de la teca interna y externa. Los CLs obtenidos la ultima semana de
diciembre se encuentran fundamentalmente en la Fase lll. La mayoria de
estos CLs son estructuras compactas.

Enero

A partir de este mes los CLs estudiados fueron obtenidos la tercera
semana de cada mes.

Los CLs de este mes se caracterizan por la ausencia de la cavidad
folicular (Fase Ill de desarrollo). Las células de la mcl tienen una organizacion
cordonal (ver figura 21). Se distinguen perfectamente las tres zonas que
conforman los CLs: la teca externa, que es la capa mas superficial, compuesta
por tejido conectivo, fibroblastos y vasos sanguineos; la teca interna es muy
rica en células y al centro la mcl.
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Figura 20.- Fase Il de Desarrollo del Cuerpo Luteo. En la fotografia se
muestra un cuerpo luteo de Barisia i imbricata obtenido en el mes de
diciembre, que se caracteriza por la presencia , aun, de una cavidad (Cv)
limitada por la masa de células luteas (mcl) rodeada por la teca interna (T i) y
la teca externa (T e) entre las cuales resalta la abundancia de capilares

sanguineos (puntas de flecha)( 125 X).

12



.r i n By ‘.‘{‘_'J "*‘E ...

P - _ T T e

‘.'r:n",-""'. ' r'."’_..;' “ '-s-.'.'-." -n"‘- LM, 3--"‘:’- u‘@ ﬂ‘f

5 74 AR - :

gLy 3 \.'l;"( ‘\"1 ﬁ- '%‘ ¢ - ‘H‘- o

~ g oK A *‘: ATI T s A
S NS RY T g e &5 7§
2.5, s ,.../ Iy g .

‘I __f’."-
ETA) 7] ‘ <
R

Figura 21.- Fase /Il de Desarrollo del Cuerpo Luteo. Los cuerpos
luteos en la fase de desarrollo Ill se caracterizan por ser estructuras
compactas, la masa de células luteas (mcl) adquiere una organizacion
cordonal, la teca interna (T i) y la teca externa (T e) se encuentran bien
delimitadas, entre ellas se encuentran gran abundancia de capilares
sanguineos (-+). Los cuerpos luteos obtenidos en la ultima semana de
diciembre y los del mes de enero se encuentran en esta fase de desarrollo
(125 X).



Degeneracion del Cuerpo Luteo.

Febrero.

Los CLs de este mes presentan evidencias de que han iniciado su
involucién. En la periferia de la mcl se observan células con una gran vacuola
que desplaza a nucleo hacia la periferia del citroplasma mecl (figura 22).
También es posible observar el inicio de la infiltracion de tejido conectivo a la
mcl. A esta fase inicial de regresion se le ha denominado “Fase de involucién
I”. Las tecas permanecen con la misma apariencia.

Marzo

El proceso degenerativo ha avanzado. Las células de la mcl tienen
forma de anillo, la infiltracion de tejido conectivo desde la teca interna hacia la
mcl es masiva (figura 23 A). La apoptosis de las células de la mcl se ha
iniciado; la presencia de nucleos picnéticos (NP) y nucleos fragmentados de
cromatina condensada ( ) son muy evidentes en este mes (figura 23 B) asi
como la reduccion de tamano de los CLs. Estas caracteristicas distinguen a
los CLs en Fase de involucion Il

Abril

El 90 % de los CLs se encuentran en la fase de involucién Il, el resto
(10 %) han progresado en su atrofia y es posible observan grandes cavidades
en la mcl fundamentalmente en la parte central. A los CLs con esta ultima
caracteristica se les ha ubicado en la Fase de involucion llla ( figura 24).

Mayo

En 2 hembras los CLs se encuentran en la Fase de involucion llla (figura
24) mientras que 4 de ellas poseen CLs con infiltracion masiva de eosinéfilos
fundamentalmente en la mcl pero carecen de cavidades, a este tipo de CL se
le ubico en la Fase lllb de involucion ( foto 25).
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Figura 22.- Fase | de Involucién del Cuerpo Luteo. El inicio de la
involucion de los cuerpos luteos se caracteriza porque en la periferia de la
masa de celulas luteas (mcl) se presentan “células en anillo” (Ce An) (200X).
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Figura 23.- Fase de Involucioén Il del Cuerpo Luteo. En A se observa
la infiltracidon masiva de tejido conectivo (puntas de flecha) (200 X) y en B la
presencia (NP) de nucleos picnéticos y nucleos fragmentados (») en la masa

de células luteas son caracteristicos de esta fase y se observan en los

cuerpos luteos del mes de marzo (400 X).
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Figura 24.- Fase llla de Involucién del Cuerpo Luteo. Se caracterizan

por la presencia de cavidades (*) en la masa de células luteas. El limite entre
la teca externa y la interna se ha perdido, por lo que ahora se observa una
sola teca (puntas de flecha) (125 X).
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Figura 25.- Fase Illb de Involucion del Cuerpo Luteo. En Ios cuerpos
luteos del mes de mayo se observa una gran infiltracion de leucocitos
eosinodfilos (puntas de flecha) en la masa de células luteas pero no presentan
cavidades (200 X).
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/Il Efecto de la lutectomia y de la extirpacion de los
foliculos atrésicos al inicio de la prefiez sobre el
mantenimiento de la gestacion.

En ninguno de los tres grupos de trabajo se detectd la expulsién de crios
durante el tiempo de observacion (30 dias) en el cual las hembras prefiadas
fueron mantenidas en cautiverio (tabla Il). Una vez concluido este periodo
todos los animales utilizados fueron disectados. Se observé que los ovarios de
las hembras sometidas a la extirpacion de cuerpos luteos y foliculos atrésicos
vitelogénicos estaban carentes de estas estructuras; el analisis de varianza
ponderada de un factor demostré que no hay diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad de cuerpos luteos asi como en el nimero de
embriones in utero entre los tres grupos de trabajo (tabla Ill y IV). por lo que la
lutectomia en conjunto con la extirpacion de los foliculos atrésicos no
promueven el aborto en el primer mes de la prefiez,.

INICIO DE LA PRENEZ
Tabla Il.- Efecto de la lutectomia y la extirpacion de los foliculos
atrésicos, al inicio de la preriez, sobre el mantenimiento de la gestacion.

Numero Ndmero de Ndmero de
TRATAMIENTO de productos productos
cuerpos luteos expulsados in atero
Lutectomia* 131 0 127
N=9 X=14.5+1.1 X=1411+1.3
Laparotomia* 117 0 112
N=9 X=13.0+2.6 X=12.44 12,6
Control intacto* 136 0 133
N=10 X=13.6+t4.2 X=13.344.6

% Peso: 32.4 + 4.8 g, Longitud H-C: 11.8 +1.5cm
s Peso: 28.5 + 4.6 g, Longitud H-C: 11.8 £ 0.8 cm
¢ Peso: 32.8 £9.6 g, Longitud H-C: 11.5+1.2cm
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Tabla lll.- Tabla de ANOVA Ponderada de un Factor: Cuerpos Luteos
(Inicio de la Prenez).

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE | CUADRAD | F EXPERIMENTAL | FDE
CUADRADOS | LIBERTAD | O MEDIO TABLAS
(P=0.05)
TRATAMIENTOS 11.092 2 5.546 0.612 3.39
ERROR 226.622 25 9.065
TOTAL 237.714 27

Tabla IV.- Tabla de ANVA Ponderada de un Factor: Embriones
(Inicio de la Prenez).

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE | CUADRADO F F DE
CUADRADOS LIBERTAD MEDIO EXPERIMENTAL | TABLAS
(P=0.05)
TRATAMIENTOS 12.503 2 6.252 0.585 3.39
ERROR 267.11 25 10.686

TOTAL 279.714 27
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b) Efecto de la lutectomia en la prefiez temprana sobre el
mantenimiento de la Prenez (lote Il).

Durante la fase de observacion (desde el inicio del segundo mes de la
gestacion -primeros dias de enero- hasta el nacimiento de las crias) no se
registro incidencia de aborto en ninguno de los grupos de trabajo; sin embargo
todos los animales sometidos a lutectomia presentaron parto anormal (tabla
V). En las 11 hembras de este grupo el parto fue prematuro y se presento a
partir de la ultima semana de abril. En los terrarios se detectd la presencia de
crias prematuras expulsadas en el estadio 40 de desarrollo (figura 26);
ademas, en estas mismas hembras, su parto fue disociado y en cinco de ellas
el parto también fue retardado (tabla VI). De las 10 hembras sometidas a
laparatomia solo dos presentaron parto anormal (tabla V), el cual fue disociado
y retardado (tabla VI) y las ocho restantes presentaron parto normal (tabla V).
En el caso de las hembras control sélo una de ellas presenté parto anormal
(retardado) el resto de las hembras de este grupo presentaron parto normal
(tabla V y VI).

La expulsion de neonatos prematuras (figura 26) soélo se presenté en las
hembras sometidas a lutectomia (tabla VII); la ANOVA ponderada demostro
que en este mismo grupo de hembras hay una reduccion significativa en el
numero de recien nacidos normales vivas (tabla VIIl) asi como un incremento
significativo en la expulsion de crios normales muertos (IX); por lo que se
asume que hay una estrecha relacion entre la lutectomia y la disminucién en el
numero de crias normales vivas debido a la incidencia tanto en el en el
nacimiento de neonatos prematuros como de crias normales muertos (tabla
VIl). No se encontro diferencia significativa en la expulsion de huevos infertiles
(tabla X).

o

Figura 26.- Crios prematuros de Barisia i. imbricata (—)
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PRENEZ TEMPRANA
Tabla V.- Efecto de la lutectomia, en la prenez temprana, sobre el
mantenimiento de la gestacion y el parto.

EFECTO
TRATAMIENTO Aborto Parto Anormal Parto Normal
Lutectomias 0 i 0
N =11
Laparotomiaa 0 2 8
N=10
Control intacto ¢ 0 1 10
N=11

& Peso: 32.2 + 6.0 g, Longitud H-C: 12.0 £1.0 cm
a Peso: 34.8 + 5.8 g, Longitud H-C: 11.7 £ 0.7 cm
¢ Peso: 29.5 +6.2 g, Longitud H-C: 11.5+ 1.5 cm

Tabla V.- Anormalidades en el parto.
El numero dentro del paréntesis senala la cantidad de hembras que
presentaron esta anormalidad.

PARTO ANORMAL
TRATAMIENTO Prematuro Disociado Retardado
Lutectomia* +(11%) + (11%) + (6%)
N =11
Laparotomia* - +(2) +(2)
N=10
Control intacto* - = + (1)
N=11

* Es necesario sefalar que todas hembras sometidas a lutectomia
presentaron tanto parto prematuro como parto disociado y de esas once
hembras seis presentaron parto retardado, por lo que en cada celda se anota
el numero correspondiente.
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Tabla VIi.- Efecto de Ila Iutectomia en la preriez temprana sobre la
frecuencia y el tipo de crias expulsadas asi como huevos infertiles.

EFECTOS
TRATAMIENTO Crias Crias Crias Huevos
prematuras normales normales infertiles
vivas muertas
Lutectomia* 34 39 9 13
N=11 X=31+£17 X=35127 X=0.81+0.87 X=12%+14
Laparotomia* o) 97 3 5
N=10 X=97+3.0 X=03x048 X=05%1.2
Control intacto* 0 129 1 1
N=11 X=129+35 X=009+003 | X=0.09+£0.03

Tabla VllI.- Tabla de ANOVA Ponderada de un Factor:
Crias Normales Vivas.

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE | CUADRADO v F DE
CUADRADOS LIBERTAD MEDIO |EXPERIMENTAL | TABLAS
(P=0.05)
TRATAMIENTOS 497.139 2 248.569 25.769 3.33
ERROR 279.736 29 9.646
TOTAL 776.875 31
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Tabla IX Tabla de ANOVA Ponderada de un Factor:
Crias Normales Muertas.

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE | CUADRADO F F DE
CUADRADOS LIBERTAD MEDIO EXPERIMENTAL [ TABLAS
(P=0.05)
TRATAMIENTOS 3.073 2 1.537 4.186 3.33
ERROR 10.645 29 0.367
TOTAL 13.719 31
Tabla X Tabla de ANOVA Ponderada de un Factor:
Huevos Infertiles.
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE | CUADRADO F F DE
CUADRADOS LIBERTAD MEDIO EXPERIMENTAL | TABLAS
(P=0.05)
TRATAMIENTOS 6.673 2 3.337 2.7616 3.33
ERROR 35.045 29 1.208
TOTAL 41.719 31
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Efecto de la lutectomia en la prefiez temprana

sobre el tamarnio de la camada.

Las hembras sometidas a lutectomia presentaron disminucion en el total
de crios expulsados (tabla XI), el Analisis de Varianza Ponderado de un Factor
asi como la Prueba de Fisher demostraron que esta disminucién en el tamafo
de la camada en las hembras lutectomizadas es estadisticamente significativo
en relacion a las hembras del control intacto (tabla XII).

PRENEZ TEMPRANA
Tabla XI.- Namero de Cuerpos Luteos
y Crios.
Numero Total de
TRATAMIENTO de productos
cuerpos luteos expulsados
Lutectomia 157 95
N=11 143+ 4.0 8.6+24
Laparotomia 115 105
N=10 11.5+3.2 10.5+25
Control Intacto 143 131
N=11 13.0+ 3.0 11.9+ 2.7

Tabla Xll.- Tabla de ANOVA Ponderada de un Factor:

Tamano de la Camada.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE | CUADRADO F F DE TABLAS
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD S MEDIOS EXPERIMENTAL (P = 0.05)
TRATAMIENTOS 59.264 2 29.632 4.572 3.33
ERROR 187.955 29 6.481
TOTAL 247.219 31

85




IV. Efecto de /a lutectomia sobre los niveles

plasmaticos de progesterona.

Los datos obtenidos por radioinmunoanalisis de las concentraciones
plasmaticas de progesterona antes y después de la lutectomia (ver tabla Xill)
fueron comparados mediante la prueba de T pareada (Daniel, 1977). Los
valores calculados de T para cada uno de los meses (Diciembre: 1.38; Enero:
0.4698; Febrero: 1.11) con un nivel de significancia de P = 0.025 para una
prueba de dos colas demostraron que no hay diferencia estadisticamente
significativa, es decir la lutectomia no tiene un efecto importante sobre los
niveles plasmaticos de progesterona a ocho dias de haberla practicado.

Tabla Xlil.- Efecto de la lutectomia sobre los niveles plasmaticos de

progesterona.
[Py] ANTES DE LA |[P,] 8 DIAS DEgPués DE| VALORDEt| t DE
MESES LUTECTOMIA (ng/ml) | LA LUTECTOMIA (ng/ml) | experimental | TABLAS
(p=0.025)
Diciembre* 0.33 +0.03 0.28 +0.07 1.38 2.776
N=5
Enero* 252+0.4 2.81+1.06 0.4698 2.776
N=5
Febrero* 1.90 + 1.43 1.79+1.8 1.11 2.776
N=5

& Peso: 30.7 £ 7.7 g, Longitud H-C: 11.6 £ 1.5 cm.
4 Peso: 27.9 + 4.4 g, Longitud H-C: 11.1 £ 0.5 cm.
¢ Peso: 27.3 £ 4.8 g, Longitud H-C: 11.0+ 0.9 cm
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DISCUSION

La aparicion de los anexos embrionarios (corion, amnios, alantoides y
saco vitelino) les permitié a los reptiles una gran versatilidad en las estrategias
reproductoras y en consecuencia grandes posibilidades de evolucionar y
ocupar medios ambientes que sus ancestros, los anfibios, no habian utilizado
con éxito. Es necesario sefnalar que la evolucion ante todo es un proceso
oportunistico que usualmente explota estructuras que ya se encuentran y
modifica funciones preexistentes y el proceso reproductivo no es la excepcion.

Placentacion.

Es comunmente conocido que las membranas extraembrionarias estan
presentes en las especies oviparas y viviparas de los vertebrados superiores y
que son indispensables para que el deszrrolio embrionario se lleve a cabo. En
las especies viviparas, las membranas extraembrionarias adquieren una
importancia relevante ya que participan en la formacion de estructuras que
permiten establecer comunicacién directa con la madre para obtener tanto las
condiciones como los elementos necesarios para su desarrollo (de acuerdo al
grado de matrotrofia que hayan alcanzado). Estas estructuras se denominan
comiunmente como placenta. En los reptiles se han descrito cuatro morfotipos
fundamentales de acuerdo a los tejidos que participan en su formacion. En el
caso de B. i. imbricata se presentan tres morfotipos de placentas a lo largo del
desarrollo embrionario. La presencia de una onfalopleura trilaminar en
contacto con la pared uterina (placenta coriovitelina, de acuerdo a Stewart y
Blackburn, 1988) se detecta en el desarrollo temprano de esta lagartija. Esta
onfalopleura ha sido descrita en pocas especies, muy probablemente porque
al igual que en B. i imbricata es substituida rapidamente por el celoma
extraembrionario. Diversos autores (Boyd, 1942; Cate-Hoedemaker, 1933;
Kasturirangan, 1952) han propuesto que esta onfalopleura cumple funciones
importantes como el transporte de agua e intercambio de gases. Se ha
demostrado que durante la prefiez la taza metabolica y el consumo de oxigeno
es mas alto que en hembras no reproductivas (Bauchot y Vieck, 1990;
Birchard y col., 1984). Esta elevacion de la taza metabdlica refleja la demanda
de oxigeno no solo de la hembra gestante, sino también de los embriones en

87



desarrollo. Un requisito indispensable para el desarrollo intrauterino es el
intercambio gaseoso (Packard y col., 1977) y ya que el oxigeno es un nutriente
que no puede ser almacenado en el huevo (Ingermann, 1992) es necesario
que tanto la hembra gestante como el embridén creen condiciones para permitir
este intercambio gaseoso durante todo el desarrollo embrionario. Una
preadaptacion muy importante la representa la mayor afinidad que tiene la
sangre fetal por el oxigeno con respecto a la que tiene la sangre materna por
este elemento (Ingermann, 1992). Se ha demostrado que en diversas
especies de reptiles viviparos como Sphenomorphus quoyi (Grigg y Harlow,
1981) Agkistrodon piscivorus, (Birchard y col., 1984) y T. elegans (Berner e
Ingermann, 1988) los eritrocitos fetales tienen una mayor afinidad por el
oxigeno que los eritrocitos de la hembra gestante, por o que la placenta
coriovitelina pudiera ser el sitio inicial de un intercambio gaseoso, ya que es el
primer lugar donde ocurre la presencia de vasos sanguineos y la cercania tan
estrecha con la pared uterina a pesar de ser sustituida tan rapidamente.

Poco después de que la placenta coriovitelina ha sido sustituida por el
celoma extraembrionario, en el polo abembrionario se forma la onfaloplacenta,
la cual es una caracteristica distintiva de los escamosos (Hoffman, 1970;
Stewart, 1992). De acuerdo a las caracteristicas histologicas de la
onfaloplacenta de B. i. imbricata y a la semejanza que guarda con la descrita
para T. sirtalis y Elgeria coerulea (Hoffman, 1970 y Stewart, 1985;
respectivamente) es posible que cumpla funciones histiotréficas como ha sido
senalado por otros autores (Bauchot, 1965, Stewart, 1993) para otras especies
de escamosos (T. sirtalis, Hoffman,1970; Enhidryna schistosa, Kasturiangan
1951b; Enhydris dussumieri, Parameswaran, 1962). Los trabajos encaminados
a obtener informacion acerca del transporte placentario en escamosos son
escasos y se han basado fundamentalmente en dos meétodos: a) la
comparacion de la composicion de los huevos oviductales con respecto a los
neonatos en relacion a iones inorganicos, peso humedo y peso seco (Stewart,
1992; Thompson, 1972, 1987; Stewart y col, 1993) y b) en la incorporacion,
por parte del embrién. de radioisotopos introducidos por diversas vias a la
hembra gestante (Lacerta vivipara, Panigel, 1956; Natrix, Canaway y Fleming,
1960; T. sirtalis, Hoffman, 1970). Los resultados de estos trabajos han
demostrado que la absorcion de agua del utero es un fendmeno constante en
todos los escamosos viviparos estudiados (Stewart, 1992) y esta contribuye
substancialmente al contenido de agua del neonato. En cuanto al transporte
de iones Hoffman (1970) demuestra que el "*'l, *Na, *°Fe, * P04y la glicina
marcada con carbono 14 pasan de ia madre al feto y sugiere que se lleva a
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cabo atravéz de la onfaloplacenta, mientras que Conaway y Fleming (1960) y
Panigel (1956) responsabilizan a la alantoplacenta. Es posible que la
onfaloplacenta de B. i. imbricata pudiera transportar iones inorganicos dadas
las caracteristicas histologicas y la similitud que guarda con la de T. sirtalis;
ademas también pudiera ser la responsable del transporte de agua ya que
este tipo de placenta, una vez formada, permanece durante todo el desarrollo
embrionario; y a que la captacion de agua puede facilitar la licuefaccion del
vitelo (Parameswaran, 1962; Villagran, 1989; Weekes, 1935; Blackburn y col.
1984) para ser utilizado por el embrion en la fase de crecimiento rapido que se
observo a partir del segundo tercio de la gestacion (febrero) el cual coincide
con la formacion de la onfaloplacenta.

De acuerdo a las caracteristicas del corioalantoides y al plegamiento del
endometrio es la complejidad de la alantoplacenta y refleja; ademas, el indice
de participacion que tiene en el desarrollo embrionario. La alantoplacenta tipo |
y Il es caracteristica de especies con huevos telolécitos (T. elegans, Hoffman,
1975; S. mucronatus, S. gramicus Villagran 1989), su colaboracion en el
transporte de nutrientes no es muy amplia (Blackburn, 1993); en cambio en las
especies con huevos oligolécitos o microlécitos (C. chalcides, Mabuya heathy)
la alantoplacenta es mas compleja (tipos Il y IV) y su participacion en la
nutricion embrionaria es trascendente, e incluso podria tener otras funciones
relevantes para hacer posible el desarrollo intrauterino (por ejemplo
produccion de hormonas, regulacion de la respuesta.inmune).

La alantoplacenta de B. i. imbricata presenta ciertas semejanzas a la de
C. chalcides, Mabuya y Pseudomia (L.) entrecasteauxii. En los estadios
tempranos de B. i. imbricata la alantoplacenta es sencilla, del tipo |, pero en
los embriones avanzados (estadios 38 y 39 de acuerdo a Dufaure y Hubert,
1961) presenta modificaciones importantes: en la region mesometrial el
corialantoides se hipertrofia y el endometrio presenta plieges; hacia las
porciones laterales el corioalantoides es liso al igual que el endométrio. Una
situacion similar se observa en los sincidos arriba senalados. El analisis al
microscopio de luz del placentoma de C. chalcides, P. entrecasteauxii, de
Mabuya (Blakburn, 1993a, 1993b) y de la region hipertrofiada de B. i. imbricata
detectd la presencia de células binucleadas; estas caracteristicas fueron
confirmadas en B. i. imbricata al microscopio electrénico. En cuanto a las
caracteristicas de las células binucleadas, la distribucion es similar a la
descrita para P. entrecasteauxii y C. chalcides es decir se encuentran en el
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borde externo del placentoma, estan dispersas entre las células ectodermicas
uninucleadas y son mas grandes que estas. De acuerdo al analisis del trabajo
de Weekes (1930) y de los datos recientemente presentados por Blackburn
(1993a, 1993b) considero que existen los elementos necesarios para pensar
que la region hipertrofiada y la porcién lisa de la alantoplacenta de B. i.
imbricata podrian representar el “placentoma primitivo” y el “paraplacentoma”
respectivamente y las células binucleadas ser analogas a los diplocariocitos
de C. chalcides y de M. heathi e inclusive tener alguna relacién de
convergencia filogenética con los diplocariocitos de los rumiantes.
Extrafnamente ninguna discusion acerca de las implicaciones evolutivas de la
presencia de los placentomas y de los diplocariocitos encontrados en C.
chalcides, M. bistriata y M. mabouya ha sido hecha recientemente. Giacomeni
(1906) sugiri6 que la alantoplacenta de C. chalcides puede ser el equivalente
de un simple cotiledon de la placenta sindesmocorial de los rumiantes, sin
embargo, Ghiara y colaboradores (1987) descartaron esta posibilidad,
argumentando que de acuerdo a sus observaciones no hay proceso invasivo
como en tales especies. En el trofoblasto de la placenta corioalantoidea de los
mamiferos existen tres configuraciones citolégicas indicativas de la funcion
que desempenan: el citotrofoblasto, el sincitiotrofoblasto y una tercera forma
que no es muy comun observarla: las células gigantes del trofoblasto, esta
incluye a las ceélulas gigantes mononucleadas, presentes en roedores y
lagomorfos, y las células trofoblasticas binucleadas, caracteristicas de los
rumiantes y equinos (Hoffman y Wooding, 1993; Blakburn y col., 1989). En
tres principales categorias se pueden agrupar las funciones del trofoblasto de
los mamiferos: nutritiva, invasiva y reguladora. El papel nutritivo es inherente a
todo el trofoblasto y puede considerarse como la caracteristica fisiologica mas
primitiva (Wimsatt, 1960). Las propiedades invasivas del trofoblasto de los
rumiantes dependen de los diplocariocitos (Pijnenborg, 1985), las cuales dan
origen al sincitiotrofoblasto en aquellas especies de rumiantes que lo
presentan (p.e. ovejas, Wimsatt, 1962; Hoffman y Wooding, 1993). También
se ha demostrado que la produccion de lactogeno placentario en los rumiantes
y la produccion de la gonadotropina corionica en los equinos esta a cargo
también de las células binucleadas (Hoffman y Wooding, 1993). En cambio en
el humano el sincitiotrofoblasto sintetiza la gonadotropina corionica asi como
la mayor parte de las hormonas esteroides (progesterona y estrogenos)
(Solomon, 1994; Ogren y Talamantes, 1994). De acuerdo a estas
consideraciones en los mamiferos y a que la desintegracion de la membrana
de la cascara coincide con la presencia del “placentoma primitivo” seria
posible proponer que : a) las células binucleadas poseen un caracter
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fagocitico, que en muchos reptiles placentarios serviria, inicialmente, para
degradar la membrana de la cascara, b) que “ el “placentoma primitivo” puede
estar involucrado, en B. i. imbricata, en cubrir funciones de comunicacion feto-
madre, o viceversa, mas alla del transporte de agua e intercambio de gases;
ya que la desintegracion de esta membrana refleja la necesidad de una
comunicacion mas estrecha y directa entre el crio y la madre y €) una vez que
el trofoblasto reptileano evoluciond, optimizé las funciones ya realizadas
(captacion de agua, oxigeno y otros nutrientes y desalojo de desechos
metabdlicos) y adquirié funciones aun mas complejas como las que se han
descrito en los mamiferos (p.e. capacidad invasiva y funciones regulatorias)
(Porter y col., 1982). De hecho el caracter decidual de la alantoplacenta de C.
chalcides implican sus propiedades invasivas y en S. jarrovi Guillette (1981b)
ha especulado que podria desarrollar funciones esteroidogenicas.

B. i. imbricata comparte, al inicio del desarrollo, caracteristicas
reproductivas con los escamosos que presentan placentas corioalantoideas
primitivas pero en los estadios embrionarios tardios posee caracteristicas de
las alantoplacentas mas complejas hasta ahora descritas para los escamosos,
por lo que resulta conflictivo ubicarla en alguno de los morfotipos descritos;
pero dado que su huevo es megalécito y que los pliegues de la mucosa
uterina no son tan pronunciados decidi ubicarla, apesar de la presencia de
células binucleadas, como alantoplacenta tipo Il. En esta categoria se ubican
las alntoplacentas de T. sincoides, Leilopisma entrecasteauxii, L. metalica, L.
ocellatum, L. pretiosa (Weekes,1930).

Membrana de la cascara.

Interesantemente muchas especies viviparas presentan membrana de la
cascara o un remanente de ésta durante gran parte del desarrollo intrauterino
(reptiles, Packard, 1977; canguros, Tyndale-Byscoe y Rintre, 1987); en B. i
imbricata nuestras observaciones han determinado que la membrana de la
cascara es aciddfila y PAS positiva, al igual que en T. elegans, (Hoffman,
1970) y al observarla al microscopio electrénico se observan fibras que
presentan el bandeado caracteristico de las fibras de colagena. Llama la
atencion que pocos trabajos hayan sido hechos para determinar la importancia
de esta estructura durante el desarrollo intrauterino. Hoffman (1970) demostré
que puede actuar como barrera a ciertas moléculas, ya que el azul de metileno
puede permearla, sin embargo esto no ocurre con el azul de Evans. Guillette
(1989) ha sugerido que el adelgazamiento de la membrana de la cascara
facilitaria el intercambio de factores de reconocimiento entre la madre y el feto.
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Por otro lado Xavier y col. (1989) han mostrado evidencias en L. vivipara
de comunicacién feto-madre mediante la liberacion de mensajeros
embrionarios que para alcanzar los tejidos maternos deben de atravesar la
membrana de la cascara. ;Porqué en B. i. imbricata el rompimiento de la
membrana de la cascara se da en el ultimo tercio de la prefiez y no antes?
Esta cubierta es producida por el oviducto por lo que es posible suponer que la
integridad de esta membrana pudiera servir como una barrera protectora a la
respuesta inmune durante el desarrolio temprano y que en el ultimo tercio de
la gestacion, que es cuando pierde su integridad en B. i. imbricata, ya exista
una regulacion de esta respuesta que permita el contacto directo entre el
corioalantoides y el endometrio uterino.

¢Cual es el significado de la infiltracién de leucocitos eosindéfilos en la
membrana de la cascara Unicamente en la region abembrionaria? Se sabe
que una de las funciones fundamentales de los leucocitos eosindfilos de los
mamiferos es la fagocitosis de complejos antigeno-anticuerpo (Benacerraf,
1986), ademas se ha demostrado que tienen diversas enzimas (p. e.
colagenasa, sulfatasa, peroxidasa eosinofilica, (Gleich y col., 1980; Klebanoff y
col., 1980; Weller y col.,1980) y que viajan al utero en respuesta a la elevacion
de los niveles de estrégenos (Tchernitchin 1976) por lo que se les ha
involucrado en procesos reproductivos como la ovoimplantacién (Martinez,
1985) y en la recuperacion del atero en el puerperio (van Bogaert y Maldage,
1979) En los reptiles no existen estudios acerca de la funcién de los
eosindfilos en los procesos reproductivos, pero tomando en cuenta las
caracteristicas que poseen estas células en los mamiferos podria proponerse
que participan en la disgregacion de la membrana de la cascara asi como en
la recupracion del endometrio después del parto mediante la reorganizacién
de la matriz extracelular. Es evidente que es necesario realizar mas trabajo en
este sentido para conocer adecuadamente el papel de estas células en los
procesos reproductores.
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Cuerpo Lateo, Progesterona y Viviparidad.

Es comunmente conocido que en las hembras gravidas de los reptiles y
otros vertebrados los cuerpos luteos son o6rganos endocrinos transitorios
(Browning, 1973) cuya regresién ocurre de manera natural, de acuerdo a la
especie, a diferentes tiempos de la prefez (Xavier, 1988) y que existe una
correlacion positiva entre la actividad histologica del cuerpo luteo y los niveles
plasmaticos de progesterona (Veith, 1974; Villagran, 1989; Callard y Lance,
1977, Higfill y Mead, 1975; Callard y col. 1972). En el ovario de B. i. imbricata
se observa esta misma situacion, la histologia de los cuerpos luteos mostro
que el desarrollo de estas estructuras ocurre durante el primer tercio de la
prenez y que al inicio del segundo tercio se presentan los primeros cambios
degenerativos. Este proceso se acentua conforme avanza el embarazo y
concluye alrededor del parto. Recientemente Hernandez-Caballero (1997)
determind que en B. i. imbricata durante la prefiez hay una correlacion positiva
entre los niveles de progesterona plasmatica y el desarrollo histolégico del
cuerpo luteo. Diversos autores han asignado un papel central al cuerpo liteo
en la evolucion de la viviparidad y en el mantenimiento de la gestacion por su
capacidad de producir progesteona (Hissaw, 1959; Shine y Guillette 1988;
Callard y col., 1992). Actualmente una serie de trabajos experimentales han
demostrado que, a diferencia de las especies de reptiles oviparos, solo en
ciertas especies de escamosos viviparos el cuerpo lGteo es importante para
mantener la gestacion temprana y media;: mientras que en otras especies su
participacion no es necesaria en ninguna fase de la gestacion (Yaron, 1975).
Por otro lado, hay evidencias indirectas que otras estructuras como los
foliculos atrésicos, las glandulas adrenales o la placenta podrian ser fuentes
secundarias importantes de progesterona durante la prefez (Browning,1973;
Hoffman, 1970; Guillette y Fox, 1985). En este trabajo se determiné que la
lutectomia practicada ya sea desde el inicio de la preiiez (tres a seis dias
después de haberse detectado la ovulacion) o al principio del segundo mes de
la misma no promueven aborto pero interfieren con el trabajo de parto.
Resultados similares han sido encontrados en T. sirtalis (Higfill y Mead, 1975)
y en Lacerta vivipara (Panigel, 1956). Ademas se encontré que la extirpacion
de los cuerpos lateos en B. i. imbricata no provocd cambios estadisticamente
significativos en la concentracién de progesterona plasmatica cuando se mide
ocho dias después del tratamiento quirargico, en Tiliqua rugosa se encuentra
una situacion similar (Bourne y Seamark, 1972). Estos resultados ademas de
proporcionarnos informacién real acerca de la importancia del CL en el
mantenimiento de la gestacion también podrian darnos idea de su
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participaciéon asi como la de otras estructuras extraluteas en la evolucion de la
viviparidad. También se demostré que la extirpacion de los foliculos atrésicos
vitelogénicos al inicio de la prefiez en conjunto con la lutectomia no tiene
efecto sobre la prefiez, al menos durante el primer mes de la gestacion.
Méndez (1994) obtuvo resultados similares a los nuestros, practicé lutectomia
y extirpacion de los foliculos atrésicos vitelogénicos en el primero y segundo
tercio de la prefiez de S. mucronatus y encontré que la prenez no fue afectada.
Estos resultados sugieren que en B. i. imbricata: a) el cuerpo liteo no es
indispensable para que la gestacion se lleve a cabo, pero que es importante
para que el parto ocurra normalmente. Datos recientes apoyan esta propuesta,
Hernandez Garcia y col (comunicacion personal) observaron que la extirpacion
de los cuerpos luteos en el ultimo tercio de la preinez de B. i. imbricata
provocaron anomalias en el parto (parto prematuro y parto disociado), b) que
la progesterona es indispensable en el mantenimiento de la prefiez y c) que
existe una fuente secundaria capaz de asumir el mantenimiento enddcrino de
la gestacién en ausencia del cuerpo liteo.

Es posible proponer que este 6rgano secundario podria ser la glandula
adrenal debido a dos circuntancias: 1) cuando se practicé la lutectomia y
extirpacion de los foliculos atresicos al inicio de la prefiez (diciembre y enero)
no se ha formado aun ningun tipo de placenta, 2) La lutectomia no promueve
diferencias significativas en los niveles de progesterona cuando se mide ocho
dias después de la cirugia. Cabe sefalar que esta se practicé los primeros
dias de cada mes durante los primeros tres meses de la prefiez. Al inicio del
primero y segundo mes del embarazo no se ha formado todavia ningun tipo de
placenta; la placenta coriovitelina se presenté a partir de la segunda quincena
de enero y en febrero la onfaloplacenta y la alantoplacenta son incipientes y
sus caracteristicas histoldgicas, al igual que el de la placenta coriovitelina, no
muestran el aspecto de ser érganos productores de esteroides; por lo que las
glandulas adrenales serian la unica fuente posible de progesterona en estas
circunstancias. Por otro lado, en T. rugosus (Bourne, 1972) y en L. vivipara
(Dauphin-Villemant y Xavier, 1985) demostraron la capacidad de las adrenales
para producir progesterona. Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan
la hipo6tesis propuesta por Guillette (1985) y por Shine y Guillette (1988) de la
participacion de la glandula adrenal en la evolucién de la viviparidad.
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Parto.

Todas las hembras de B. i. imbricata sometidas a Ilutectomia
presentaron parto anormal (parto prematuro, parto disociado y parto retardado)
estos resultados pueden ser explicados con base en lo propuesto por Jones y
Guillette (1982) y a los resultados encontrados por Guillette y col. (1991).
Jones y Guillette (1982) propusieron que la variacidbn en los niveles de
hormonas esteroides inducen cambios en la sensibilidad de la musculatura del
oviducto a la Avt, lo que trae como consecuencia anomalias en el parto.
Recientemente Guillette y col. (1991) demostraron que los niveles elevados de
progesterona en plasma inhiben el parto normal y causan la retencion de los
crios en el utero. De acuerdo a estos datos, existe entonces la posibilidad de
que en B. i. imbricata los dafos causados por la lutectomia (parto prematuro,
parto disociado y parto retardado) sean provocados por cambios abruptos en
los niveles de progesterona que interfieren con la disminucién gradual en la
prefez normal, de esta hormona, a partir de la segundo tercio de la prefiez.
Para verificar esta propuesta es necesario realizar experimentos en este
sentido que nos lleven a conocer no soélo las concentraciones de progesterona
plasmatica sino también de estréogenos, Avt y prostaglandinas en hembras
lutectomizadas a lo largo de la gestacion.

En los reptiles oviparos la participacion del cuerpo luteo es fundamental
para el mantenimiento de la gravidez ya que la desluteinizacion promueve
oviposicion prematura (Cuéllar, 1969) pero en las especies de escamosos
viviparos experimentos similares producen consecuencias diferentes (tabla 1),
por lo que la participacion del cuerpo luteo en la prefiez de acuerdo a estos
resultados y a los obtenidos en B. i. imbricata se pueden agrupar en tres
categorias:

1) EI CL no es esencial para el mantenimiento de la gestacion ni para el
parto (Chalcides ocellatus, Badir, 1968; Mabuya carinata Sekharappa y
Devaraj-Sarkar, 1978).

2) ElI CL no es esencial para que la gestacion se lleve a cabo. pero si
participa en el parto (Tamnophis elegans Highfill y Mead, 1975; Lacerta
vivipara, Panigel, 1956, Sceloporus cyanogenys Lien y Callard, 1968, B. i
imbricata)

3) El CL es esencial para el mantenimiento de la gestacion (al menos en
la gestacion temprana y media) (Xantusia vigilis Yaron, 1972; Sceloporus
jarrovi, Guillette, 1987).
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Finalmente, la disminuciéon en el tamafo de la camada es posible que
pueda deberse a ovofagia intraespecifica de crias expulsadas
prematuramente mas que a la reabsorcion embrionaria, como proponen otros
autores (Yaron 1985). El cuidado parental de los crios después del parto es
poco comun en lagartijas (Shine 1988); en Xantusia vigilis se ha demostrado
que la madre asiste a los crios al momento de emerger de sus membranas
extraembrionarias. En B. i. imbricata se observd esta misma conducta en los
tres partos que se tuvo la oportunidad de presenciar; ademas se observo que
las hembras ingieren los residuos de las membranas extraembrionarias
inmediatamente después de que los neonatos han emergido de ellas y que
hace lo mismo con los crios que nacen muertos (s6lo en dos ocasiones, en
dos hembras del grupo control intacto) y con los huevos infertiles que expulsa
(dos ocasiones, una en una hembra control con laparotomia y la otra en una
hembra lutectomizada); pero previo a esto la hembra lleva a cabo un
reconocimiento mediante lengiieteos a cada uno los crios de la camada. La
ovofagia intaespecifica (ingestion de residuos de las membranas
extraembrionarias, crios nacidos muertos y/o huevos infertiles) ha sido
observada en diversas especies de reptiles viviparos (Epicatus striatus,
Hanlon, 1964, Tiliqua rugosa, Hitz, 1983; Sphenomorphus quoyii, Shine, 1988)
asi como el reconocimiento diferencial de los crios (Tiligua rugosa Bully
col. 1994). Particularmente Neil y Allen (1962) observaron una situacién
similar a la que observamos en B. i. imbricata en la anaconda Eunectes gigas.
Estas consideraciones apoyan la posibilidad que la disminuciéon en el tamano
de la camada en B. i. imbricata, como anteriormente se senald, se deba a
ovofagia intrespecifica de crios prematuros sin que estos hayan podido ser
registrados cuando nacieron. Recientemente Mitchel y Groves (1993)
publicaron una revision en donde senalan que este fendmeno es frecuente en
los reptiles tanto oviparos como viviparos. Se acepta que la ovofagia
intraespecifica es una actitud que esta relacionada con la conducta parental
del cuidado del nido en escamosos oviparos (Mitchel y Groves, 1993,
Eumeces fasciatus, Groves, 1982, E. okadae, Hasegawa, 1984, E.
septentrionalis,) ya que las hembras tnicamente ingieren los huevos que
contienen embriones muertos, pero en las especies viviparas se desconoce
cual es el motivo de esta conducta. Durante el desarrollo de este trabajo se
observé directa e indirectamente (presencia de huevos o fetos en los
estdmagos de hembras recién habian parido) la ovofagia intraespecifica en B.
i. imbricata.
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Evolucion de la viviparidad

Sin duda alguna, dentro de los tetrapodos, los reptiles es uno de los
grupos donde han ocurrido los cambios mas espectaculares en la evolucion
de las estrategias reproductoras. Se puede afirmar que dos factores fueron
definitivos para que los reptiles tuvieran la posibilidad de evolucionar hasta
alcanzar la viviparidad. El primero ocurrié en los reptiles adultos: Ia fertilizacion
interna y el segundo en su embrion: la evolucion del huevo amniota. Desde mi
punto de vista, y de acuerdo con Hogart (1976), después de haber conseguido
la fertilizacion interna, la separacién en el tiempo y en el espacio de los
mecanismos que controlan la ovulaciéon, el transporte del huevo y la
oviposicion (inmediata como ocurre en todos los anfibios ovuliparos y como
ocurrié, posiblemente, en los reptiles primitivos) hasta permitir que todo el
desarrollo embrionario se complete en una region del “oviducto” y sea
expulsado cuando haya alcanzado la capacidad de llevar una vida
independiente de la madre, son los fendmenos mas importantes que
sucedieron en la hembra adulta y que permitieron pasar de la oviparidad a la
viviparidad (figura 27). Los acontecimientos primarios mas relevantes
sucedieron en los ancestros oviparos porque en ellos ocurrieron una serie de
fenomenos que fueron posibles una vez que ocurrio la fertilizacién interna. Los
cambios mas relevantes son: a) Retencion del huevo embrionado en el
aparato reproductor. Esto fue conseguido mediante la evolucion del foliculo
post-ovulatorio a un CL verdadero y b) la creacién de un esfinter fisioldgico en
la frontera del oviducto y la vagina (Guillette, 1993). Para apoyar este punto de
vista es necesario sefnalar lo siguiente. Es cominmente conocido que en la
mayoria de las especies de anfibios ovuliparos, los foliculos post-ovulatorios
no forman CLs verdaderos, de tal manera que la produccion de progesterona
(la cual es indispensable en la induccion de la maduracion y liberacion del
ovocito, Shuetz 1990) queda practicamente limitada al periodo preovulatorio y
que el pasaje del ovocito atravéz del oviducto, el depoésito de gelatina y
expulsion del huevo (oviposicion) son controlados por la exposicién previa de
los conductos reproductivos a hormonas ovaricas (muy posiblemente
progesterona) (La Pointe, 1977; Redshaw, 1972) mediada a través de la Avt
(La Pointe, 1977) o prostaglandina F2 alfa (PG F2a) (Guillette, 1979, Guillette
y col.,, 1988, 1990, 1991a, 1991b), por lo que es posible pensar que la
formacién de un cuerpo luteo verdadero y el esfinter fisioldégico en la parte
posterior del oviducto evolucionaron iniciaimente en los reptiles. En las
especies oviparos el pasaje del huevo es bloqueado en la parte posterior del
oviducto por la presencia de este esfinter fisioloégico en la frontera del oviducto
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y la vagina y la oviposicion se realiza cuando el embrion ya ha iniciado su
desarrollo; en algunas especies de escamosos han alcanzado estadios
relativamente avanzados (Podarcis bocagei, 22-26; P. hispanica, 24-27; L.
viridis, L. sereiberi y P. muralis, 25-29; L. monticola, 28-31; y la poblacion
ovipara de L. vivipara, 30-34, Braia y col., 1991). En todos los reptiles
estudiados los foliculos post-ovulatorios forman CLs verdaderos (Xavier, 1987)
y ha sido demostrado que su producto mas importante es la progesterona. La
remocion del CL en todas las especies oviparas estudiadas (Xavier, 1987)
promueve la disminucién de la concentracion de progesterona plasmatica y la
oviposicion prematura (Cuéllar, 1979; Guilllette, 1987; Xavier, 1987). Ademas,
se ha encontrado que la lutedlisis tiene una relacion directa con la oviposicién.
Estas evidencias demuestran que: a) en los reptiles oviparos ya se han
establecido los mecanismos que separan a la ovulacion del pasaje del
embrién a través del oviducto y de la oviposicién, y b) que el CL es el que
regula estas funciones mediante la produccion de progesterona utilizando a su
vez como intermediarios a la Avt y a las prostaglandinas (PE2 vy
PF2a(Guillette, 1990; Guillette y col., 1991a, 1991b).

Los mecanismos de control involucrados en la retencion del embrion y
su expulsion en cuanto hayan alcanzado la madurez suficiente como para
llevar a cabo una vida independiente de la madre se volvieron mas
sofisticados durante la transicion de la oviparidad a la viviparidad, pero la
participacion de la progesterona (ya sea de origen luteal o extraluteal) ha
seguido siendo fundamental. Como ya ha sido sefnalado anteriormente
Guillette, 1987 Shine y Guillette (1988) han propuesto un modelo para explicar
la evolucion de la viviparidad reptileana. Ellos sugieren que la progesterona y
la corticoesterona liberadas de la adrenal promueven la retencion del huevo y
el retardo en la lutedlisis (mediante la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas) respectivamente. Inicialmente en la evolucion de esta
estrategia reproductiva el desencadenamiento de la actividad aumentada de la
adrenal fue promovida por el medio ambiente estresante para la hembra
gestante. Los tratamientos quirurgicos son agentes estresantes que pueden
disparar un aumento transitorio en la actividad de la adrenal (Holzbauer y
Newport, 1969, Hozbauer y col., 1969) como Ilo refleja nuestro modelo en B. i.
imbricata. y simular la condiciones sugeridas por Guillette (1987) y Shine y
Gillette (1988) al inicio de la evolucion de la viviparidad; pero la adopcién de
eésta como una estrategia permanente involucré el establecimiento de un
mecanismo mas complejo que mantuviera la constancia en la produccion de
progesterona a lo largo de la gestacion ya sea por alargamiento de la vida
media del CL, o por la prolongacion de la actividad aumentada de la glandula
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adrenal. Para que cualquiera de estas dos situaciones fuera posible fue
necesaria la evolucion de mensajeros, muy posiblemente de origen
embrionario, que estimularan la actividad de cualquiera de estas dos
glandulas en aquellas especies donde aun el CL no es indispensable para el
mantenimiento de la gestacion. Los resultados obtenidos en este trabajo
acerca del efecto de la lutectomia sobre el mantenimiento de la prefiez y sobre
los niveles de progesterona plasmatica, asi como los reportados por Panigel
en L. vivipara (1956) y por Bourne (1972, 1986) y Bourne y Seamark (1972) en
T. rugosa respaldan esta hipétesis. En una etapa posterior la adrenal perdio
ésta funcion de apoyo y el CL acaparé el control sobre el mantenimiento de la
gestacion y el trabajo de parto y podria suponerse que en las especies que
presentan esta condicion (S. jarrovi, C. ocellatus) el CL y las luteotropinas
extrahipofisiarias (que pueden ser los mismos mensajeros hipotetizados
anteriormente que estimulan a las adrenales y al CL u otros diferentes)
evolucionaron e hicieron posible que el embrion participara de manera directa
en el mantenimiento de su propia gestacion. Finalmente, el trofoblasto
evolucioné concomitantemente con la viviparidad;, y en cada especie la
participacion de la placenta en el mantenimiento de la gestacién depende del
grado de evolucion del trofoblasto, por lo que es posible que en algunas
especies (p. e. en C. chalcides, M. heathi) participe en conjunto con otros
organos (CL y neurohipodfisis) en el control de la gestacion y el trabajo de
parto.
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Reptil ancestral ovuliparo.

(ovulacion, transporte del ovocito y oviposicion)

Fertilizacion interna

Reptiles oviparos
(separacién en el tiempo y en el espacio de los mecanismos responsables de
la ovulacion,
transporte del huevo y oviposicion)

sofisticacién en el sistema de
control hormonal responsable
de la retencién del embridn

y expulsion de la cria .
(evolucion de mensajeros que
estimulan la actividad del Cl y la
adrenal).

Reptiles viviparos
(viviparos con presencia de onfalopleuras para el transporte de oxigeno, agua
y mensajeros embrionarios para el mantenimiento de la prefiez y el
desencadenamiento del trabajo de parto).

Evolucién del trofoblasto

Viviparos placentarios
(transporte de oxigeno, agua y nutrientes organicos, invasion de tejidos
maternos y mecanismos de regulacion)

Figura 27.- Esquema hipotético de la evolucién de la viviparidad en los
reptiles

100



CONCLUSIONES.

1.- El cuerpo luteo no es indispensable para el mantenimiento de la
gestacion en B. i. imbricata.

2.- La progesterona es necesaria para el mantenimiento de la gestacion
de B. i. imbricata.

3.- Existe un “organo secundario” que en ausencia del CL es capaz de
producir progesterona para el mantenimiento de la gestacion.

4.- Durante el desarrollo embrionario de Barisia i. imbricata se
presentan tres tipos de placentas: Placenta Coriovitelina, Onfaloplacenta y
Placenta Corioalantoidea tipo Il

5.- La alantoplacenta posee un “placentoma primitivo” con células
binucleadas.

7.- El CL es importante para que el trabajo de parto se lleve a cabo
normalmente.
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APENDICE

Reactivos y soluciones para el Radioinmunoanalisis (RIA) de
progesterona.

1.- Gamaglobulina de Raton Antiprogesterona.
2.- Estandar de Progesterona.

3.-Trazador de Progesterona.

4.- Solucion de Centelleo Liquido

5.- Eter Dietilico libre de Peréxidos.

6.- Amortiguador de RIA (Amortiguador de Fosfatos 0.1 M).
(Reactivos requeridos para preparar 1 litro de solucion)

REACTIVO CANTIDAD EN GRAMOS
Fosfato de sodio monobasico anhidro 2.35
Fosfato de sodio monobasico hidratado 2.79
Fosfato de sodio dibasico anhidro 11.6
Cloruro de sodio 8.8
Thimerosal 0.1
Gelatina 1.0

7.-Suspension de Carbon Dextran.
(Reactivos requeridos para 100 ml de solucion)

REACTIVO CANTIDAD
Carbon activado 0.625¢g
Dextran T-70 0.0625 g

Amortiguador de RIA 100 ml
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Técnica de Radioinmunoanalisis (RIA)
para Progesterona.

La técnica de RIA practicada en este trabajo utiliza un radiotrazador
marcado con con tritio y una suspencién carbon-dextran para la separacion de
las fracciones libres y unidas del trazador al anticuerpo.

Preparacion de las muestras (extraccion).

Se transfiere la alicuota a un tubo de vidrio de 20 ml, se adicionan 5.0 ml
de éter dietilico previamente enfriado a 4°C y se agitan los tubos en un vortex
durante un minuto, se dejan reposar por 1 minuto para separar la fase acuosa
de la organica y se colocan en un bano de hielo seco-acetona. Se decanta la
fase organica a otro tubo se evapora a sequedad a 37 °C dentro de una
campana de extraccion. A estos tubos se les adiciona 2.0 ml de amortiguador
de fosfatos y se resuspenden mediante agitacion y se incuba a 37 °C durante
30 minutos. Se agitan en un vortex durante un minuto y de esta suspencion se
transfiere por duplicado 100 pl a tubos de RIA.

Montaje del ensayo
En cada tubo se colocan 100 pl de la hormona marcada, 100 ul de

anticuerpo contra progesterona y 100 ul de amortiguador de fosfatos, se agitan
en vortex durante 10 segundos y se incuban durante 18 horas a 4°C. se
agregan 200 pul de carbon-dextran y se centrifugan a rpm 3000 durante 15
minutos a 4 °C (Centrifuga Beckman J 100). Posteriormente se decanta el
sobrenadante a viales de centelleo, se le agregan 5 ml de liquido de centelleo
y se agitan en vortex durante 30 segundos ( luego de este paso se limpia cada
vial con etanol). Se dejan 24 horas protegidos de la luz a temperatura
ambiente y finalmente se procede a contar en un contador de centelleo para
emisiones 3 (Pakard & 500.).

Las cuentas obtenidas fueron procesados con el programa WHO
(Organizacion Mundial de la Salud) para transformarlas a nanogramos/mi.
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Control de Calidad.

Para determinar la reproducibiliad y la sensibilidad de los ensayos, se
elaboré la curva estandar para progesterona. Las condiciones para desarrollar
la curva se describe en el siguiente cuadro:

Tubo PBS Ac Estandar | Extracto | trazador C/iD
CT 800 100
UNE 600 100 200
CERO 500 100 - 100 200
CURVA 100 500 - 100 200
PROBLEMA - 100 - 500 100 200

REACTIVOS Y VOLUMEN (ul) QUE SE AGREGA A LOS
DIFERENTES GRUPOS DE TUBOS

En este cuadro se indican los grupos de tubos que se prepararon para el
ensayo. El volumen final por tubo es de 900 pl. Los tubos denominados CT
(Cuentas Totales) solo contienen Amortiguador de Fosfatos (PBS) y el
trazador. El tubo UNE contiene PBS, trazador y la solucion carbén-dextran
(C/D). La ausencia de anticuerpo contra progesterona permite cuantificar la
union no especifica del antigeno o dafo en el ensayo. El tubo denominado
CERO incluye el PBS, anticuerpo, el trazador y el carbon-dextran. En estos
tubos se calcula el porcentaje de union del anticuerpo a la hormona marcada.
El tubo de la CURVA incluyen el estandar respectivo, el anticuerpo, el trazador
y el carbon-dextran; aqui se cuantifica la competencia por los sitios de union al
anticuerpo de parte del antigeno frio o estandares y del trazador. En los tubos
PROBLEMA contienen la fracciéon de los sueros a medir, el anticuerpo, el
trazador y el carbon-dextran para medir la cantidad de hormona desconocida
contenida en la muestra problema mediante la competencia por los sitios de
union al anticuerpo. de parte del trazador y la muestra problema.

Ademas se incluyeron en la curva estandar sueros control (alto medio y
bajo) por duplicado donados por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO
RIA Reagent Programme, Bach-K200710) al Instituto Nacional de la Nutricion.
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| -Técnica para procesar huevos telolécitos de acuerdo a
Yaron (1971).

1.- Los huevos telolécitos (en nuestro caso embriones) después de la
fijacién se lavan en agua corriente durante 3 horas.

2.- Se colocan en un bano de etanol al 70% durante 2 horas.

3.- A continuacion se colocan en una soluciéon de Fenol al 5% en etanol
al 80%.

4.- Posteriormente se colocan en tres banos de N-Butanol, cinco horas
en cada bano.

5.- Se transfieren posteriormente a un bano de Butanol-Xilol.

6.- Posteriormente se procede a la impregnacion en parafina en un
horno a 60 C conectado al vacio.

7.- Finalmente se incluye en parafina las muestras y se elaboran los
cortes histologicos seriados de los embriones de 7-10 um de grosor.

Il Técnica para procesar tejidos para cortes histologicos
de rutina
(de acuerdo a Luna, 1968)

1.- Después de la fijacion, se colocan en un baio de agua corriente
(4 horas 0 mas, dependiendo del tiempo de fijacion)

2.- Se procede a la deshidratacion en bafos de alcoholes graduales (en
nuestro caso etanol), desde etanol al 70% hasta etanol absoluto.

3.- Una vez deshidratado de procede al aclaramiento con Xileno
absoluto (dos banos, 1 hora cada bano).

4.- En seguida se procede a la impregnacion con parafina de 56-58
C de punto de fusion (se pasa por tres bafos, de 2 horas cada uno).

5.- Finalmente se incluyen en parafina del mismo punto de fusiéon para
posteriormente elaborar los cortes histologicos.
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lll Técnica de tincion de rutina con
Hematoxilina y Eosina
(de acuerdo a Luna, 1968)

1.- Los cortes se desparafinan en Xileno (se aplican 2 bafos, 3 minutos
en cada uno).

2.- Se procede a la rehidratacion con alcoholes graduales, desde etanol
absoluto hasta alcohol al 70 % posteriormente a agua destilada.

3.- Se colocan en Hematoxilina de Harris por 7 min.

4.- Se elimina el exceso de Hematoxilina con un bafio rapido de agua
corriente

5.- Se dan dos bafos rapidos en agua amoniacal.

6.- Se diferencia en alcohol acido.

7.- Se colocan en Eosina alcohdlica durante 1 minuto.

8.- Se deshidratan en alcoholes graduales desde etanol al 90% hasta
alcohol absoluto.

9.- Se montan con resina sintética.
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Técnica de acido Peryodico de Shifth
(Técnica de PAS)
de acuerdo a Humasson, 1972)

1.- Una vez hechos los cortes y adheridos al portaobjetos se procede
adesparafinarlos con Xileno (2 bafios, tres minutos en cada uno).

2.- Se hidratan con alcoholes graduales desde etanol absoluto hasta
agua destilada.

3.- Se introducen en Acido Peryédico al 0.5 % durante 5 minutos.

4.- Se lavan en agua destilada.

5.- Se introducen al Reactivo de Shiff durante 20 minutos

6.- Se lavan en agua corriente durante 5 minutos.

7.- Se tifien en Hematoxilina durante 7 minutos.

8.- Se lavan en agua corriente.

9.- Se da un paso rapido por alcohol acido.

10.- Se lava en agua corriente.

11.- Se da un paso rapido por agua amoniacal.

12.- Se lavan durante 5 minutos en agua corriente.

13.- Se deshidratan en alcohol al 96 % (3 minutos y etanol absoluto (2
cambios, cada uno de 5 minutos).

14.- Se aclaran en Xileno y finalmente se montan en resina sintética.
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Técnica de reprocesamiento de cortes histolégicos
microscopia Electréonica de Transmision
(de acuerdo fundamentalmente al método descrito por
Gonzalez-Angulo y col.,1978 y Ruiz de Chavez y col. 1978).

1.- Se marca con lapiz de punta de diamante la zona de interés.

2.- Se remueve el cubreobjetos sumergiendo la preparacion en Xileno (el
tiempo es variable, pues depende del tiempo que la preparacién de haber sido
montada.

3.- Una vez retirado el cubreobjeto se aclara en Xileno y transfiere a una
solucion de Xileno-Etanol absoluto (1 a 1) durante 1 minuto.

4.- Se deshidrata en alcoholes graduales desde alcohol absoluto hasta
alcohol del 50%

5.- Se lleva a cabo la post-fijacion durante 30 minutos con una solucién
de Tetroxido de Osmio al 1% en Amotiguador de Cacodilato a pH 7.2.

6.- Se lava con Amortiguador de Cacodilato.

7.- Se deshidratan en alcoholes graduales desde etanol al 50% hasta
etanol absoluto.

8.- Se incluyen en resina (en este caso se utilizé resina Spurr) y se deja
polimerizar por 24 hrs.

9.- Se obtienen cortes plateados (de 60 nm en promedio)

10.- Se contrastan los cortes con acetato de plomo (3 minutos) y acetato
de uranilo (20 minutos) para ser posteriormente observados en microscopico
electronico de transmision.
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