LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP |1

Localizacion inmunohistoquimica de la enzima 3p HSD y los receptores de progesterona

(PR) en el ovario de Mabuya sp (Squamata: Scincidae)

Jennifer Yesenia Quintero Silva

Trabajo de grado como requisito para optar por el titulo de Biéloga

Directora:
Martha Patricia Ramirez Pinilla

Doctora en Ciencias Biologicas

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ciencias
Escuela de Biologia
Bucaramanga

2017



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 4

Agradecimientos

A Dios, a mis padres y hermanas por apoyarme en todos los proyectos, pero principalmente en
este de graduarme como bi6loga, con su ayuda incondicional y su amor.

A Melissa Duarte Méndez por su gran apoyo en la realizacion de este proyecto. A Ezequiel
Gonzalez y Elson Meneses por la colecta de los individuos. A mis amigos y compafieros de
laboratorio por todos los aportes en el proceso. A los profesores que participaron en mi
formacion académica, principalmente a Martha Patricia Ramirez por permitirme aprender en su

laboratorio.



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP |5

Contenido

Pag.
Yoo 0ol o] To ] TSSOSO 11
IV T (ot I (o oo USSP 14
1.1 Viviparidad en reptiles @SCaMAaU0S. ........coviiuiriiiiiiiiiiee e 14
1.2 IMBIDUYA ...t et 16
IR I - o0 | USROS 17
@ L [ LSRR 17
2. MGterialeS Y MELOTOS ......coveeeiiiieiieietese ettt bttt sttt s et et ne e b e 20
2.1 Recolecta de ejemplares y &rea de MUESEIEO...........civirieireieiee e 20
2.2 FASE 0 1AD0TALOITO ...ttt 21
FZ AT (=] T o] [ SR 22
3. RESUITAUOS ...ttt et e st e steene e e s e teeneeese e teeneeare e reeneenneennan 24
3.1 Hembra gestante €N SEgMENTACION .........cvoiiiiieiieieieese et 24
3.2 Gestacion temprana (néurula y faringula)..........ccocooeeiiiiin e 26
3.3 Gestacion media (desarrollo de miembros, estados 34 - 36) .......ccccoveerernierieneienene e 26
3.4 Gestacion tardia (eStad0S 39 Y 40) ......coueieiierieieie et 29
3.5 Hembras pos-parto ¥ VItEIOGANICAS .........ciueiiriirieieiicseee e 29
BB AT = (=] T o] [ OSSR 34
I T 100U [ ] OSSR 36

B CONCIUSTONES ... 40



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 6

Bibliografia



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 7

Lista de figuras
Pag.
Figura.l. A. Ovario de una hembra de Mabuya sp con embriones en segmentacion. ................. 25
Figura 2. A. Ovario de Mabuya Sp en gestacion teMPrana. ..........cccevverreieereeriesieeseeseeseeseeneens 27
Figura 3. A. Ovario de Mabuya sp en gestacion Media. .........cccooeerereiereneinere s 28
Figura 4. A. Ovario de Mabuya sp en gestacion tardia. ............ccoceoerereiienennine e 30
Figura 5. A. Ovario de Mabuya sp de hembra vitelogénica post-parto. ...........ccccccevveveiviesnennns 31

Figura 6. A. Higado de Hemidactylus frenatus, células hepaticas positivas para para PR. Tincion
AB. (CONIOI POSITIVO). .ecuviiiiiiie ittt bbbttt ettt se et 32
Figura 7. Resultados del analisis de Western blot de ovario y placenta de Mabuya sp para la
ENZIMA 3B HSD. .ottt ettt bbbt bt b et e bbb nnenre s 34
Figura 8. Picos de intensidad de las bandas del Western blot con anticuerpo monoclonal para 33
HSD y anticuerpo secundario FITC en los extractos de placenta y ovario de Mabuya sp. .......... 35
Figura 9. Histograma de intensidad de las bandas del Western blot para 33 HSD en los extractos

de placenta y ovario de MabUYa SP.......c.cciveieiieiieiiec sttt sre et nas 36



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 8

Lista de tablas

Pég.

Tabla 1. Resultados para la enzima 3 HSD en los diferentes tipos celulares del ovario de
Mabuya sp. Método Avidina-Biotinay FITC. La intensidad de la reaccion se simboliz6 en un
gradiente de negativo (=) a positivo: débilmente expresado (+) y fuertemente expresado (++). 33
Tabla 2. Resultados para los receptores de Pg en los diferentes tipos celulares del ovario de
Mabuya sp. Método Avidina-Biotina y FITC. Positivo: débilmente expresado (+), fuertemente

expreSaAdo (1) 1 HEZALIVO (—). ...cocuuiiiiii et 33



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP |9

Resumen

Titulo: Localizacion inmunohistoquimica de la enzima 3B HSD'y los receptores de progesterona
(PR) en el ovario de Mabuya sp (Squamata: Scincidae)

Autor: Jennifer Yesenia Quintero Silva™
Palabras claves: Inmunohistoquimica, anticuerpos, viviparidad, ovarios, progesterona.

Descripcion

La progesterona (Pg) juega un papel fundamental en la evolucion de la viviparidad, se encarga
del mantenimiento gestacional hasta el final del desarrollo contribuyendo en la inhibicion de la
movilidad uterina. El cuerpo liteo produce Pg durante la mayor parte de la gestacion; sin
embargo, en una especie matotrdfica del género Mabuya la lutedlisis es temprana, por esto se
sugiere la existencia de una fuente alterna de Pg. Para probar la hipdtesis de una fuente ovérica
de Pg alterna al cuerpo liteo, este trabajo localiza la enzima que cataliza la sintesis de Pg (3p-
HSD) vy los receptores de progesterona (PR) en el ovario en diferentes estados de gestacion de
Mabuya sp. Se realizaron cortes en el micrétomo de los tejidos, para localizar la Pg y los PR, los
cortes fueron incubados con el anticuerpo primario especifico para PR y 38 HSD, para visualizar
la union de los anticuerpos al antigeno se utiliz6 dos métodos, un anticuerpo secundario
biotinilado avidina-biotina (AB) y otro anticuerpo secundario de Isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Se cuantificé la 33 HSD con Western blot; se usé un anticuerpo primario especifico para
la enzima y se reveld con fluorescencia. Se encontré que en gestacién temprana el ovario
produce Pg en las células luteales activas, en la granulosa (epitelio folicular) y la teca en
foliculos previtelogénicos; en gestacion media y tardia no se produce Pg en los cuerpos liteos
(CL) y se produce Pg en menor proporcion en los foliculos previtelogénicos. Los PR se
localizaron en las células donde se expreso la enzima. Los foliculos atrésicos no parecen ser una
fuente ovérica alterna de Pg. En conclusion el ovario produce Pg en el cuerpo luteo y foliculos
previtelogénicos, la produccion maxima se da al inicio de la gestacion y disminuye en gestacion
media al momento de la lutedlisis.

“ Trabajo de grado
" Facultad de ciencias. Escuela de Biologia. Directora: Martha P. Ramirez Pinilla, Doctora En Ciencias Biolégicas
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Abstract

Titulo: Immunohistochemical localization of 33 HSP enzyme and progesterone receptors (PR)
in the ovary of de Mabuya sp (Squamata: Scincidae)

Author: Jennifer Yesenia Quintero Silva™
Key words: Immunohistochemistry, antibodies, viviparity, ovaries, progesterone.

Description

The Progesterone (Pg) has a fundamental role in the evolution of viviparity since it is responsible
of the gestational balance until the end of the development, contributing to the inhibition of
uterine motility. However, in a species of the Mabuya genus that is matrotrophic and was
evidenced an early luteolysis. Therefore, an alternate source of Pg was suggested. To test the
hypothesis of the existence of an additional ovarian Pg source, this paper locates the enzyme that
catalyzes the synthesis of Pg (3 HSD) and progesterone (PR) receptors in the ovary of Mabuya
sp in different states of gestation. Serial sections were made on microtome from paraffin
embedded tissues. To localize the Pg and PR, the sections were incubated with the primary
antibody specific for PR and for the 3 HSD enzyme. Two methods were used to visualize the
binding of the antibodies to the antigen; biotinylated avidin-biotin (AB) secondary antibody and
the fluorescein isothiocyanate (FITC) secondary antibody. The 33 HSD enzyme was quantified
in the ovary using the Western blot technique; a primary antibody specific for the enzyme was
used and was revealed with fluorescence (FITC). It was found that in early gestation the ovary
produces Pg in active luteal cells and in theca and granulosa cells of previtelogenic follicles; in
the middle and late gestation the expression of Pg is very low in previtellogenic follicles and is
not observed in the corpora lutea, which are in regression. PR were localized in same cells where
the enzyme was expressed. Atretic follicles do not appear to be an alternative ovarian source of
Pg in Mabuya sp. In conclusion the ovary produces Pg in the corpus luteum and previtelogenic
follicles; the maximum production is at the beginning of gestation and decreases in middle
gestation in direct relation with luteolisis.

“ Degree Work.
* Science Faculty. Department of Biology. Director: Martha P. Ramirez Pinilla, PhD in Biological Sciences
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Introduccion

Las progestinas y los estrogenos son las dos clases de esteroides primarios que estan
estrechamente relacionados con la actividad reproductiva en hembras de reptiles asi como en
muchos otros vertebrados (Kime, 1987; Norris, 2007). En los reptiles el ovario es un 6rgano de
estructura compleja, con numerosos foliculos en diferentes estados de diferenciacion y de
desarrollo; una de sus principales funciones es la endocrina y dentro de ella se destaca la

capacidad de secretar progesterona (Norris & Lopez, 2011).

La transicion a la viviparidad ha evolucionado de forma independiente mas de 100 veces
en los reptiles escamados (Blackburn 2000, 2006) y el mantenimiento del equilibrio gestacional
hasta el final del desarrollo ha sido esencial para esta transicion. La progesterona (Pg) tiene
funciones importantes relacionadas con inhibicién de la movilidad uterina asociada con la
retencion del huevo, embriogénesis, desarrollo de la placenta y la inhibicion de la sintesis de
vitelogenina hepatica asociada con la disminucion de la nutricion lecitotréfica en favor de la
matrotdfica y en la evolucién de la placentacion (Callard et al., 1992). En todas las especies de
lagartos viviparos estudiados el cuerpo luteo tiene un papel fundamental en la produccién de Pg
(Callard et al., 1992). La necesidad de Pg en el mantenimiento de la gestacion en reptiles esta
bien documentada, en escamados varios estudios han detectado Pg en diferentes momentos

durante la gestacion (Callard et al., 1992; Martinez-Torres et al., 2006).



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP |12

En las especies de lagartos viviparos estudiadas hasta ahora el cuerpo lateo (CL) es la
fuente principal de Pg durante la gestacion (Xavier, 1987; Bonnet et al., 2001). Sin embargo,
existen evidencias que muestran que en algunas especies de lagartos (p.ej. Tiliqua rugosa,
Fergusson & Bradshaw, 1991; Chalcides chalcides, Guarino et al., 1998; Sceloporus jarrovi,
Painter & Moore, 2005; y Barisia imbricata imbricata, Martinez-Torres et al., 2010) ademés de
tejido luteal, existe una fuente de Pg secundaria (probablemente la glandula suprarrenal o la

placenta, o foliculos atrésicos en el ovario).

Los escincidos del género Mabuya presentan una distribucién neotropical, abarcando
Suramérica, Centroamérica y las Antillas (Miralles et al., 2009). Las especies del género son uno
de los pocos linajes de amniotas (excluyendo Mammalia) que han evolucionado al grado de
placentotrofia en el que la placenta proporciona la mayor parte de los nutrientes para el
desarrollo embrionario (Blackburn & Vitt, 1992; Ramirez-Pinilla et al., 2006; Ramirez-Pinilla et
al., 2011). Para una poblacién colombiana de este género se ha observado que en el ovario se
producen los CLs pero que estos degeneran muy pronto (cuando los embriones estan en
gastrulacion), si se piensa en la gestacion prolongada (9-10 meses) que tiene este grupo (Gomez
& Ramirez-Pinilla, 2004). Por lo tanto, la mayor parte del desarrollo embrionario y fetal
intrauterino sucede sin que haya CLs activos, sugiriendo una fuente alternativa de Pg. Esta fuente

alternativa puede ser ovarica o extraovarica.

Los foliculos atrésicos han sido hipotetizados como fuente ovarica de Pg diferente a los
cuerpos luteos (Guillette et al., 1981; Martinez-Torres et al., 2012) y se ha visto que durante la

gestacion en las poblaciones colombianas de Mabuya hay un alto indice de atresia folicular
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(Gomez & Ramirez-Pinilla, 2004). Este trabajo pretende responder a las siguientes preguntas
¢Donde y en qué etapas de la gestacion se localizan en el ovario de la hembra gestante las células
responsables de la secrecion de la Pg?, ¢Hay una fuente ovérica diferente a la de los CLs que
provea la Pg necesaria o alternativa para el mantenimiento de la gestacién en una poblacion de

Mabuya sp?
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1. Marco tedrico

1.1 Viviparidad en reptiles escamados

La transicion a la viviparidad se ha producido de forma independiente mas de 100 veces en los
escamados (Blackburn, 1982, 1992, 2000, 2006), este es un nimero muy grande en comparacion
con otros taxones; las especies oviparas de este taxén se han considerado pre-adaptados para la
viviparidad ya que la mayoria conserva los huevos dentro del oviducto durante al menos el
primer tercio de la gestacion (Guillette, 1985; Blackburn, 2006; Blackburn & Stewart, 2011). La
viviparidad ocurre en 25 de las 61 familias de escamados (aproximadamente el 20% de las
especies) (Sites et al., 2011; Blackburn, 2015; Roberts et al., 2016), incluyendo al menos tres
especies de lagartos que poseen ambas poblaciones oviparas y viviparas (Lacerta vivipara
Heulin et al., 1997; Lerista bougainvillii Smith & Shine, 1997; Qualls & Shine, 1998; y Saiphos
equalis Smith & Shine, 1997); esto demuestra una gran plasticidad de la condicion de paridad

dentro de este linaje.

La necesidad de Pg en el mantenimiento de la gestacion en reptiles ha sido ampliamente
estudiada, encontrando especies de escamados en las que se ha detectado Pg durante toda la
gestacion (Callard et al., 1992; Martinez-Torres et al., 2006). Los escamados viviparos en
general exhiben un periodo prolongado de produccion de Pg con elevadas concentraciones en
plasma durante la gestacion; estos niveles incrementan levemente durante la vitelogénesis,

después de la ovulacion, y alcanzan un méximo durante la gestacion (Xavier, 1987).
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La Pg es sintetizada y secretada por el ovario y transportada en el torrente sanguineo a sus
tejidos diana, donde ejerce sus efectos bioldgicos a través de receptores especificos (Kimmins &
Mac-Laren, 2001). Los receptores son regulados por las hormonas y presentan un complejo
mecanismo de control, en el cual es necesario tener en cuenta varios factores, entre ellos la etapa
del desarrollo y estado reproductivo del animal y las diferencias entre las diversas especies
(Robinson et al., 2001). Los receptores de progesterona (PR) hacen parte de la superfamilia de
receptores nucleares que actian como dimeros para inducir la activacion transcripcional de los
genes (Williams & Sigler, 1998). Los PR en el tracto reproductivo de reptiles fueron
identificados por primera vez en tortugas del género Chrysemys (Ho et al., 1981) y en serpientes
viviparas del género Nerodia (Kleis-San Francisco & Callard, 1986); en la tortuga Chrysemys

picta (Riley et al., 1988) se identificaron PR en el higado.

El mantenimiento del equilibrio gestacional hasta el final del desarrollo ha sido esencial
para la evolucion de la viviparidad. En varias especies de lagartos viviparos el cuerpo lateo (CL)
es la fuente principal de Pg durante la gestacion (Xavier, 1987; Gemmell, 1995); asi, varios
autores han asignado al CL un papel central en el mantenimiento de la gestacion y la viviparidad
en los reptiles. Sin embargo existen evidencias que muestran que en algunas especies de lagartos
(Tiliqua rugosa, Fergusson & Bradshaw, 1991; Chalcides chalcides, Guarino et al., 1998;
Sceloporus jarrovi, Painter & Moore, 2005; y Barisia imbricata imbricata, Martinez-Torres et
al., 2010) ademas de tejido luteal, existen fuentes de Pg secundarias que mantienen la gestacion
hasta el parto (probablemente la glandula suprarrenal o la placenta, como fuentes extraovaricas,

o los foliculos atrésicos como fuente ovarica de Pg).
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1.2 Mabuya

Los scincidos del género Mabuya tienen una distribucion que abarca Surameérica,
Centroamérica y el Caribe (Miralles et al., 2009). Se sabe que s6lo algunos amniotas como el
género Mabuya han convergido con los mamiferos Theria en un grado evolutivo de
placentotrofia en el que la placenta se encarga de la provision de grandes cantidades de
nutrientes necesarios para el desarrollo embrionario (Blackburn & Vitt, 1992; Gémez &
Ramirez-Pinilla, 2004; Brandley et al., 2012). Las caracteristicas comunes de sus patrones
reproductivos incluyen (ademas de viviparidad y placentotrofia) madurez sexual temprana,
ovocitos pequefios (didmetro de 1-2 mm ya que contienen muy poca yema), un periodo de
gestacion prolongada y dimorfismo sexual en el que las hembras son méas grandes que los
machos (Vitt and Blackburn, 1983, 1991; Jerez & Ramirez-Pinilla, 2001). El modo de
reproduccion, el tipo de placentacion, y el patrén de la nutricion fetal, hacen que este grupo sea
interesante para el estudio de las estructuras reproductivas asociadas con la evolucion de la
viviparidad, matrotrofia y placentotrofia (Blackburn & Vitt, 1992; Gomez & Ramirez-Pinilla

2004).

Las mabuyas Sudamericanas estudiadas tienen actividad reproductiva estacional y tienen
periodos de parto con un patrén unimodal concentrados en la temporada de lluvia o en la
transicion seca-humeda (Vrcibradic & Rocha, 2011). Una poblacion colombiana de Mabuya sp
demostrd tener un periodo de parto bimodal coincidente con los dos periodos de baja
precipitacion en su habitat andino (Ramirez-Pinilla et al., 2002). Sin embargo, los nacimientos se

producen al final de estos periodos, como en otras especies sudamericanas (Ramirez-Pinilla et
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al., 2002). A pesar de las diferencias en los patrones temporales de parto, cada hembra da a luz

una sola vez al afio dado su largo periodo de gestacion (Vrcibradic & Rocha, 2011).

1.3 Placenta

Las funciones que se le atribuyen al tejido placentario son diversas, algunas de estas son:
intercambio gaseoso, transporte de agua, transporte de nutrientes, sintesis de hormonas
(fundamentalmente esteroides), y sintesis de factores inmunoreguladores (Martinez-Torres et al.,
2006). El conocimiento de la capacidad endocrina en la placenta de escamados viviparos es
poca; Martinez-Torres et al. (2006) encontraron que la onfaloplacenta de la especie de lagarto
anguido Barisia imbricata imbricata tiene capacidad esteroidogénica, ya sea para producir
hormonas como la progesterona, o bien para depurar esteroides producidos por la hembra
gestante. Hasta el momento se ha demostrado que la placenta corioalantoica de la lagartija
scincida Chalcides chalcides tiene capacidad esteroidogénica (Guarino et al., 1998) y existen
evidencias indirectas de que la alantoplacenta del lagarto Sceloporus jarrovi puede metabolizar

los esteroides sexuales producidos por la hembra gestante (Painter & Moore, 2005).

1.4 Ovario

En los reptiles el ovario es un érgano de estructura compleja, con numerosos foliculos en
diferentes estadios de diferenciacion y de desarrollo (Bulfon et al., 2009). Gémez & Ramirez-
Pinilla (2004) encontraron en una poblacion colombiana de Mabuya sp que los ovarios eran

pequefias estructuras saculares e irregulares con foliculos que alcanzaban un didmetro maximo
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de 1.88 mm; también describieron la morfologia tisular en las etapas de foliculogénesis, atresia,

luteogénesis y luteolisis.

El cuerpo lateo presente en el ovario es una glandula endocrina transitoria encontrado en la
mayoria de hembras gestantes de vertebrados; hay consenso en la idea de que el CL es la fuente
més importante de progesterona durante el periodo de gestacion (Xavier, 1987). La duracion del
cuerpo lateo es variable y depende de la especie y el modo reproductivo (Xavier, 1987;
Villagran-Santacruz & Méndez de la Cruz, 1999). En algunas especies viviparas como Chalcides
ocellatus (Badir, 1967) y Sceloporus jarrovi (Guillette et al., 1981) los niveles de progesterona
en plasma permanecen altos o incluso incrementan cuando el cuerpo liteo se degenera durante la
gravidez tardia. En Mabuya sp el cuerpo llteo estd formado por células de la granulosa y éste
muestra claros signos de regresion durante la etapa de gastrula y néurula del desarrollo
embrionario (Gomez & Ramirez-Pinilla, 2004; Ramirez-Pinilla, 2014), cuando la corioplacenta
esta activa en los procesos histotréficos (Jeréz & Ramirez-Pinilla, 2001). De acuerdo con Gémez
& Ramirez-Pinilla (2004) los cambios en la morfologia del cuerpo IGteo a través de la gestacion
en Mabuya sp son similares a los descritos en Trachylepis brevicollis (Farag, 1983) y C.
chalcides (Guarino et al., 1998). Esta lutedlisis temprana sugiere que la corioplacenta y
alantoplacenta pueden tener una funcién endocrina produciendo la progesterona necesaria para

mantener el desarrollo gestacional (Gomez & Ramirez-Pinilla, 2004).

Algunos autores han encontrado evidencias indirectas que sugieren que los foliculos
vitelogenicos atrésicos (AVF), las glandulas adrenales (AG), y la placenta corioalantoica (CAP),

serian capaces de producir Pg durante algunos periodos de la gestacion (Bourne, 1981; Guillette
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et al.,, 1981; Dauphin-Villemant & Xavier, 1987; Villagran-Santacruz, 1989). La enzima 3f
hidroxiesteroide deshidrogenasa (38 HSD) tiene la capacidad de convertir pregnelonona en Pg y
esta presente en los foliculos vitelogénicos atrésicos (AVFs) en muchos reptiles, exhibiendo
actividad alta en AVFs grandes y baja en AVFs pequefios, lo que sugiere que éste podria estar
relacionado con la actividad esteroidogénica del ovario (Sekharappa et al., 1978; Martinez-

Torres et al., 2010).

La atresia se produce en todos los tipos foliculares pero con mas frecuencia en los foliculos
en crecimiento con la granulosa polimérfica (previtelogénicos APFs) de especies de escamados
(Saidapur, 1978; Guraya, 1989). En los ovarios preovulatorios, la atresia proporciona un
mecanismo para controlar el nimero final de foliculos que se ovulan durante el proceso de
seleccion folicular (Jones & Guillette, 1982; Andreuccetti et al, 1990). Jones & Swain (2000)
sugieren dos posibles mecanismos que regulan el tamafio de puesta en Squamata, el
reclutamiento (Sinervo & Licht, 1991) o una atresia posterior (Méndez de la Cruz et al., 1993).
En las especies viviparas existe un tercer mecanismo, la pérdida de embriones en desarrollo
(Blackburn, 1998). Durante la vitelogénesis se han documentado bajas tasas de atresia en las
especies viviparas de Scincidae Niveoscincus metallicus (Jones & Swain, 1996; Bennett & Jones,
2002) y N. ocellatus (Jones et al., 1997). En Mabuya sp la atresia es mas 0 menos constante en
todas las etapas reproductivas de las hembras inmaduras a las prefiadas; sin embargo, la atresia
folicular es muy elevada en los foliculos en crecimiento (APFs) y minima en los foliculos
preovulatorios (AVFs, Gomez & Ramirez-Pinilla, 2004) por lo que no se esperaria una fuente
importante de Pg a partir de AVFs en este grupo. Durante la etapa final de la gestacion en

Mabuya hay un crecimiento folicular preovulatorio en las hembras prefiadas a término, lo que
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sugiere que después del parto ocurre una ovulacion inmediata y comienza un nuevo ciclo
reproductivo (Ramirez-Pinilla et al., 2002). Asi, como en las otras especies de scincidos
estudiadas, en las hembras durante la vitelogénesis (y cuando las hembras tienen embriones a
término), la atresia folicular disminuye. Estos eventos podrian relacionarse con la caida de los

niveles de progesterona cuando se produce el parto al final de la gestacion.

2. Materiales y métodos

2.1 Recolecta de ejemplares y area de muestreo

Pinto-Sanchez et al. (2015) estudiaron las poblaciones del género Mabuya distribuidas en
Colombia y concluyeron que la especie andina colombiana estudiada en este trabajo corresponde
a la especie candidata Mabuya sp IV. El presente trabajo se realiza con especimenes de esta
especie candidata. Los especimenes estudiados se recolectaron en el departamento de Santander
en los municipios de Curiti, Zapatoca y Bucaramanga. Se recolectaron 13 hembras en diferentes
fases de gestacion, se trasladaron al laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados de la
Universidad Industrial de Santander y se tomaron las medidas de longitud rostro-cloaca (SVL)
de cada individuo con un calibrador Vernier (0.02 mm de precision). Las hembras se eutanizaron
con una inyeccion de lidocaina al 10%, se disecaron y se determinaron los estados de actividad

reproductiva (previtelogenica, vitelogenica, gestante). De estas ultimas se determino el estado de
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avance de la gestacion al analizar el estado de desarrollo embrionario siguiendo la tabla de

desarrollo para embriones de Lacerta vivipara de Dufaure & Hubert (1961).

2.2 Fase de laboratorio

Los ovarios se extrajeron y fueron fijados en paraformaldehido amortiguado al 4% y se
almacenaron a -4°C. Estas muestras de ovarios se utilizaron para la localizacion de PR y de la
enzima 3-B-HSD con histotecnia tradicional. Las caracteristicas histoldgicas observadas para
cada estado del ciclo ovérico siguieron las descripciones y nomenclatura de Gmez y Ramirez-
Pinilla (2004). Los ovarios se deshidrataron, se embebieron en parafina y se cortaron a 6 micras.
Las secciones de tejido fijos en laminas de vidrio se desparafinaron en un disolvente de parafina
(citrosol v) y se rehidrataron con un gradiente de concentracion de etanol (de 100 a 70%)
amortiguado con Tris al 0,1M. Para los PR, las laminas se incubaron con una disolucion de
anticuerpo monoclonal (alpha PR-22, Thermo Scientific, diluido 1 pg/ml). Para la localizaciéon
de la enzima 3-pB-HSD las Iaminas se incubaron con una disolucion de anticuerpo monoclonal
(anti-3 beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase sc-100466, Santa Cruz Biotechnology®, diluido 1
pg/ml). Se utilizé unas laminas como control tanto para los PR como para la enzima y se trataron
con suero de caballo sin el anticuerpo primario. Para el control positivo de la enzima 3-3-HSD se
utilizaron cortes de ovario de Hemidactylus frenatus que presentaban cuerpos lUteos activos
positivos para la enzima y para los receptores se tomo laminas de higado y oviducto de H.
frenatus (PR presentes en células hepaticas en el higado y en tejido conectivo y epitelio luminal

en el oviducto).



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 22

Una vez incubadas las laminas con anticuerpos primarios para visualizar la unién de los
anticuerpos al antigeno se utilizo dos métodos, uno de ellos fue un anticuerpo secundario
biotinilado (avidina-biotina ABC Staining System; Santa Cruz Biotechnology), un complejo de
moléculas que reacciona a la actividad peroxidasa del sustrato cromoégeno, el cromogeno da una
coloracion especifica como indicador de su localizacion; finalmente las Iaminas se tifieron con
hematoxilina contrastante. El otro método que se usé para visualizar los PR y la enzima 3 HSD
fue un anticuerpo secundario FITC (Isotiocianato de fluoresceina IgG de conejo FITC sc: 69871)
que mostré fluorescencia. Las laminas se observaron bajo el microscopio de luz NIKON
ECLIPSE 55i ®con cdmara adaptada (CANON DS126191®) para el primer método y

microscopio de fluorescencia 6 Axio Scope.A1® con camara incluida para el segundo.

2.3 Western blot

Para confirmar los resultados obtenidos por inmunohistoquimica de la presencia de la
enzima en el ovario, se realizé6 un Western blot sobre muestras de ovario de dos estados de
gestacion (temprana y media), las cuales fueron pesadas y lavadas con una solucién de buffer
fosfato salino 10 Mm pH 7.4. Cada muestra se lisé utilizando un procesador de ultrasonico
(Cole-Parmer USA®) en buffer de lisis (Urea 7 M, tiourea 2 M, ditiotreitol (DTT) 100 mM, Tris
40 mM, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, Chaps 4% p/v, anfolitos 1% v/v, ortovanadato de sodio 1
mM). Las proteinas obtenidas se precipitaron con diclorometano/metanol en frio siguiendo el
protocolo propuesto por Centlow et al. (2009), con algunas modificaciones. Enseguida las

muestras se centrifugaron a 14000g durante diez minutos a 4 °C, se afiadieron tres volumenes de
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metanol y se centrifugaron de nuevo a 18000g durante diez minutos a 4 °C (dos veces). La

concentracion de proteina se determind mediante el método de Bradford (1976).

Para realizar el protocolo del Western blott las muestras fueron mezcladas con buffer de
carga (25% de Tris-HCI 0.5 M, glicerol 20% v/v, SDS 10% w/v, 2-mercaptoetanol 10% v/v, azul
de bromofenol 5% w/v). Se cargaron 20 pl en un gel de poliacrilamida al 12% (Laemmli, 1970)
y fueron calentadas por 5 minutos a 90°C. Las proteinas fueron separadas por electroforesis en
un gel de 12% de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) a 150V.
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno a
100V por 2 horas en buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20% v/v).
Se agreg6 una solucion de blogueo (leche en polvo sin grasa 5% p/v, TBST: Tris 20 Mm pH 7.5,
Cloruro de sodio 150 mM, Tween 20 0.1% v/v) durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados de 10
minutos cada uno en TBST y se incubaron durante la noche a 4°C con el anticuerpo primario
monoclonal: 33 HSD (sc-100466, Santa Cruz Biotechnology®) en una diluciéon 1:1000. Las
membranas se lavaron de nuevo 3 veces con TBST y se incubaron con anticuerpo secundario:
anti raton 1gG de conejo FITC (sc: 69871, Santa Cruz Biotechnology®) en dilucién 1:1000
durante 1 hora. Las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min en TBST. Las bandas se
detectaron con un documentador de geles (GelDoc XR) y se analizaron con el software Image

Lab v.5.2.1.
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3. Resultados

De las 13 hembras de Mabuya sp colectadas, tres hembras gestantes se encontraron con huevos
oviductales (ovulacion reciente, segmentacion), dos en estado de gestacion temprana
(néurula/faringula), cinco en estado gestacion media (desarrollo de los miembros, estados 34-36),
dos en estado de gestacion final (previa al parto, estados 39-40) y una hembra post-parto y

vitelogénica. Los resultados obtenidos en cada estado se muestran a continuacion.

3.1 Hembra gestante en segmentacion

En este estado los ovarios estdn conformados por foliculos previtelogénicos (3-6), foliculos
atrésicos previtelogénicos (APF), y cuerpos luteos (2-5). Los cuerpos liteos se observaron en
luteogénesis, con una cavidad central grande que comienza a llenarse de células de la granulosa
(redondeadas con nucleos ovoides) formando el tejido luteal; la teca interna es gruesa y consiste
de células redondeadas, la teca externa es mas delgada y mas fibrilar que la teca interna. La
enzima 3B-HSD se localiz6 en las células de la granulosa y de la teca en los foliculos
previtelogénicos y con mayor intensidad en las células luteales de los cuerpos luteos. Para los PR
se observaron resultados similares, hubo mayor tincion en el cuerpo liteo comparado con

foliculos previtelogénicos. (Fig. 1).
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Figura.1l. A. Ovario de una hembra de Mabuya sp con embriones en segmentacion.

Nota: B. foliculos previtelogénicos (%) y cuerpo luteo (cl) en luteogénesis. Tincion AB positivo
para 33 HSD. C. Foliculo previtelogénico positivo para 3f HSD en células de la teca (t) y células
del epitelio folicular (ef). Tincion AB. D. Cuerpo lGteo positivo para PR. Tincién AB. E.
Foliculo previtelogénico y cuerpo lateo positivos para 3 HSD. Tincién FITC; F. Foliculos
previtelogénicos y cuerpo luteo positivos para PR. Tinciéon FITC. Barra de escala: A. 1 mm; B.
130 pm; C. 30 pum; D 30 pum; E 90 um; F 90 pm.
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3.2 Gestacién temprana (néurula y faringula)

En este estado los ovarios tienen foliculos previtelogénicos (4-6) y cuerpos luteos (3-5).
Los cuerpos liteos se encuentran en lutedlisis, estan formados por células de la granulosa que
comienzan a mostrar signos de regresion (las células luteales ya no se ven redondeadas y exhiben
nucleos picndticos); se observa la formacién de septos por invasion de la teca interna en la regién
central, la teca externa es mas delgada. La enzima se localiz6 en las células de la granulosa y de
la teca en los foliculos previtelogénicos y de igual forma e intensidad en las células luteales. Los

receptores (PR) se expresaron en los mismos tejidos que la enzima pero con menor intensidad

(Fig. 2).

3.3 Gestacion media (desarrollo de miembros, estados 34 - 36)

En este estado de la gestacién los embriones han alcanzado estados avanzados de
desarrollo en los que se desarrollan los miembros y la placenta corioalantoica es muy activa en la
transferencia de nutrientes hacia el embridon. En los ovarios se pueden observar foliculos
previtelogénicos (4-6) y cuerpos luteos (3-5). El cuerpo luteo en lutedlisis tardia muestra varios
septos en la region central, las células de la granulosa y la teca presentan nucleos celulares
alargados (picnoticos). La enzima se expreso débilmente en las células de la granulosa y de la
teca en los foliculos previtelogénicos y no se expresé en las celulas luteales. Los receptores se
expresaron en las células de la granulosa y teca de los foliculos previtelogénicos, no se

expresaron en el cuerpo luteo (Fig. 3).
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Figura 2. A. Ovario de Mabuya sp en gestacion temprana.

Nota: B. Foliculos previtelogénicos (%) y cuerpos luteos (cl) en lutedlisis temprana, positivos
para 3 HSD. Tincion AB. C. Foliculos previtelogénicos y cuerpo liteo positivos para 33 HSD.
Tincion AB. D. Cuerpo luteo positivo para PR. Tincion AB. E. Foliculo previtelogénico positivo
para 3 HSD en epitelio folicular (ef) y teca (t). Tincion AB. F. Foliculo previtelogénico positivo
para 3 HSD. Tincion FITC. Barra de escala: A. 500 um B 270 um; C. 70 um; D 30 um; E 30

pm; F 20 pm.
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Figura 3. A. Ovario de Mabuya sp en gestacion media.

Nota: B. Foliculos previtelogénicos (%) y cuerpo lateo (cl) en luteolisis tardia. Tincion H&E. C.
Foliculos previtelogénicos positivos para 3 HSD en células de la teca (t) y epitelio folicular (ef);
cuerpo lateo; negativo para 3 HSD. Tincion AB. D. Foliculos previtelogenicos positivos para
PR; cuerpo luteo; negativo para PR. Tincién AB; E. Foliculos previtelogénicos positivos para 3f3
HSD; cuerpo luteo; negativo para 3 HSD. Tincion FITC. F. Foliculos previtelogénicos positivos
para PR; cuerpo Iuteo negativo para PR. Tincion FITC. Barra de escala: A. 2 mm; B. 70 um; C.
70 um; D 70 pm; E 20 pm; F 20 pm.
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3.4 Gestacion tardia (estados 39 y 40)

Corresponden a los ultimos estados de la gestacion. En el estado 40 el parto es inminente.
Los fetos ya tienen todas las caracteristicas de un neonato. Los ovarios de estos estados en
general contienen foliculos vitelogenicos (3-5), previtelogénicos pequefios (5-7) y cuerpos
luteos (3-5). En estos estados el cuerpo luteo en lutedlisis tardia muestra un gran septo en la
region central con vacuolas tanto en granulosa como en la teca. La expresion de la enzima fue
mucho menor comparada con los estados anteriores, se observé en las células de la granulosa y
de la teca en los foliculos previtelogénicos y no hubo expresion en el cuerpo luteo; los resultados

encontrados para los receptores son similares a los obtenidos con la enzima (Fig. 4).

3.5 Hembras pos-parto y vitelogénicas

Las hembras recientemente paridas tienen ovarios que contienen foliculos
previtelogénicos, vitelogénicos, cuerpos luteos y foliculos atrésicos. No se observo expresion de

la enzima ni de los PR, en ninguno de los componentes ovaricos (Fig. 5).

Los resultados del control positivo y blanco de la tincion AB y FITC de células hepaticas
para la enzima 3 HSD y los PR en el higado de Hemidactylus frenatus. Se muestran en la figura
6.

Los resultados obtenidos por los dos métodos inmunohistoquimicos (Avidina-Biotina y
FITC) tanto para la enzima como para los receptores de Pg fueron similares y se muestran en las

tablas 1y 2.



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 30

Figura 4. A. Ovario de Mabuya sp en gestacion tardia.

Nota: B. Foliculos previtelogénicos (%) y cuerpo luteo (cl) en luteolisis tardia. Tincion H&E. C.
Foliculos previtelogénico positivo para 33 HSD en células de la teca (t) y en epitelio folicular
(ef). Tincion AB. D. Cuerpo lateo; negativo para PR. Tincion AB. E. Foliculos previtelogénicos;
positivos para 3 HSD; cuerpo luteo; negativo para 33 HSD. Tincion FITC. F. Foliculos
previtelogénicos; positivos para PR; cuerpo lGteo; negativo para PR. Tincién FITC. Barra de
escala: A. 500 um B 130 um; C. 70 um; D 70 um; E 20 pum; F 20 um.
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Figura 5. A. Ovario de Mabuya sp de hembra vitelogénica post-parto.

Nota: B. Foliculo vitelogénico (fv). Tincion H&E. C. Foliculos vitelogénicos negativos para 33
HSD en células de la teca (t) y en epitelio folicular (ef). Tincién AB. D. Foliculos vitelogénicos
negativos para PR. Tincion AB. E. Foliculos vitelogénicos negativos para 33 HSD. Tincion
FITC. F. Foliculos vitelogénicos negativos para PR. Tinciéon FITC. Barra de escala: A. 1 mm B
130 pm; C. 270 pm; D 130 pm; E 20 pm; F 20 pm.
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Figura 6. A. Higado de Hemidactylus frenatus, células hepaticas positivas para para PR.
Tincion AB. (Control positivo).

Nota. B. Células hepaticas positivas para para 3 HSD. Tincion AB. (Control positivo). C.
Células hepaticas negativas para para 3 HSD (Blanco). Tincion AB. D. Células hepaticas
negativas para para 3¢ HSD (Blanco). Tincion FITC. Barra de escala: A. 270 mm B 30 um; C.
70 um; D 90 pm.
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Tabla 1. Resultados para la enzima 3 HSD en los diferentes tipos celulares del ovario de

Mabuya sp. Método Avidina-Biotina y FITC. La intensidad de la reaccion se simboliz6 en un

gradiente de negativo (=) a positivo: débilmente expresado (+) y fuertemente expresado (++).

Etapa/ tipo

celular

Células de la

granulosa
Células de
la teca
Células

luteales

En segmentacion

++

++

++

Gestacion Gestacion Gestacion Hembra
temprana Media final Post-parto
++ + + -
++ + + -

Tabla 2. Resultados para los receptores de Pg en los diferentes tipos celulares del ovario de

Mabuya sp. Método Avidina-Biotina y FITC. Positivo: débilmente expresado (+), fuertemente

expresado (++) y negativo ().

Etapa/ tipo

celular

Células de la
granulosa
Células de la
teca

Células

luteales

En segmentacion

++

++

++

Gestacion Gestacion Gestacion Hembra
temprana Media final Post-parto
++ + + -
++ + + -
++ - - -
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3.6 Western blot

Los resultados del Western blot del ovario de Mabuya sp con el anticuerpo monoclonal
para la enzima 3B-HSD y el anticuerpo secundario FITC en gestacion temprana y media y
teniendo en cuenta la placenta, mostraron los siguientes resultados (Fig. 7 A 'y B): El ovario en
gestacion media muestra una banda de peso molecular de 47.5 KDa correspondiente al peso de la
enzima (linea 5) y con un volumen de intensidad bajo, y el ovario en gestacién temprana con una
banda de peso molecular de 47.5 KDa (linea 6) muestra un volumen de intensidad alto (Fig. 8).
La figura 9 muestra la diferencia en los cambios de intensidad en la placenta y el ovario en los

diferentes estados de gestacion en Mabuya sp.

B

Figura 7. Resultados del analisis de Western blot de ovario y placenta de Mabuya sp para la
enzima 3 HSD.

Nota: A. Linea 1, marcador de peso molecular (Pm KDa); Linea 2, placenta en gestacién media
(47.3 KDa); Linea 3, placenta en gestacion tardia (47.9 KDa); Linea 4, placenta en gestacion
temprana (41.1 KDa); Linea 5, ovario en gestacion media (47.5 KDa); Linea 6, ovario en
gestacion temprana (47.5 KDa); Linea 7, marcador de peso molecular. B. Diagrama de western
blot en 3D, la altura de cada banda representa la intensidad (pixel/saturacion).
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Ovario Gestacion temprana { Placenta Gestacidn temprana
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_ Ovario Gestacion media | .. Placenta Gestacion media

1.004.416 | ! 6.729.632 | |

Intensty ()

Figura 8. Picos de intensidad de las bandas del Western blot con anticuerpo monoclonal

para 3 HSD y anticuerpo secundario FITC en los extractos de placenta y ovario de

Mabuya sp.

Nota: Los valores mostrados representan el volumen de intensidad.
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Figura 9. Histograma de intensidad de las bandas del Western blot para 3 HSD en los

extractos de placenta y ovario de Mabuya sp.

Nota: Los valores mostrados representan el volumen de intensidad (pixel/saturacion). Calibrador
de peso molecular (PM).

4. Discusion

Los resultados del estudio proveen evidencia de que en el ovario de Mabuya sp el cuerpo luteo y

los foliculos previtelogénicos producen Pg y PR en las etapas tempranas de la gestacion, con una

disminucion sustancial en las etapas medias y no producen al final de la gestacion y cuando son

vitelogenicas. Teniendo en cuenta que en esta especie la lutedlisis ocurre en estados tempranos
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del desarrollo, en la gestacion media y tardia debe haber una fuente alternativa de Pg, que puede

ser la placenta u otra fuente extraovarica.

Se ha observado relacion entre la funcionalidad del CL con la produccion ovérica de Pg.
Asi por ejemplo en el lagarto oviparo Hemidactylus flaviviridis los niveles de Pg fueron elevados
cuando el cuerpo luteo estaba activo y con el inicio de la lutedlisis hubo un decaimiento abrupto
en los niveles de progesterona (Al-amri et al., 2012). Igualmente se ha visto en otra especie
ovipara (Chameleo pumillus) en la que hay altas concentraciones de Pg en el CL durante toda la
permanencia de los huevos en el oviducto, siendo entonces el CL la fuente principal de
produccion de Pg ya que comienza a degenerarse justo antes de la oviposicion (Veith, 1974).

Asimismo, en especies viviparas se ha demostrado la presencia de Pg en el CL, por
ejemplo en Barisia imbricata imbricata se observoé la actividad de la enzima 33 HSD en el CL,
en mayor concentracion al inicio de la prefiez, y una disminucion en el segundo y ultimo tercio
de la gestacion, por lo tanto se sugirié que en esta especie la principal fuente de Pg es el CL

(Martinez-Torres et al., 2003).

En ovarios de otras especies viviparas se ha evidenciado la relacién del cuerpo luteo y la
presencia de Pg plasmatica, como es el caso de Tilicua rugosa en la que hay elevadas
concentraciones de Pg al inicio de la prefiez y una disminucion de la misma al final de la
gestacion. Esta disminucion estd relacionada con los cambios degenerativos del CL, lo que
sugirio a los autores que una fuente diferente de produccion de Pg debe existir cuando los CLs
entran en regresion (Fergusson & Bradshaw, 1991). Estas variaciones guardan similitud con las

encontradas en Mabuya sp.
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De igual manera, en el scincido viviparo con un grado medio de placentotrofia, Chalcides
chalcides se encontrd que la actividad esteroidogénica del CL es alta en la gestacion temprana y
hasta la media cuando comienza la luteolisis; hacia el final de la gestacion la presencia de la
enzima 3B HSD es débil en el CL pero es altamente expresada en su placenta corioalantoica, por

lo que la placenta seria una fuente extraovérica alternativa de Pg (Guarino et al., 1998).

Se ha indagado por fuentes alternativas de Pg en el ovario. Por ejemplo, en el lagarto
viviparo mexicano Sceloporus mucronatus se observd que en el primer tercio de la gestacion
(gestacion temprana) la actividad de la enzima 3 HSD en el CL es més alta comparada con el
segundo y ultimo tercio (gestacion media y tardia); sin embargo se evidencié la produccion de
Pg en los foliculos vitelogénicos atrésicos (AVFs) aunque la actividad es muy baja comparada
con la del CL. Estos resultados sugieren que el CL es la fuente mas importante de Pg y que existe
una participacion adicional de los AVFs en la produccion de la misma (Martinez-Torres et al.,
2012). En Mabuya sp. sin embargo no se encontraron AVFs quiza debido a que el proceso
vitelogénico en este grupo es reducido en tiempo y en intensidad de almacenamiento de
nutrientes lecitotroficos (Vieira et al., 2007) y por tanto su participacion como fuente alternativa

de Pg es dudosa.

Asi, los mecanismos gestacionales varian entre especies y se ven reflejados en las
diferencias del tiempo de vida util del CL y la produccion adicional de Pg implicada en la
gestacion (Fergusson & Bradshaw 1991; Jones & Baxter 1991). Esta variacion puede
relacionarse con el tiempo de gestacion y |las fuentes adicionales alternativas de Pg (Blackburn,

2015).



LOCALIZACION DE LA ENZIMA 38 HSD Y LOS PR EN MABUYA SP | 39

En mamiferos euterios se pueden encontrar similares variaciones. Asi por ejemplo, en
conejos Yy ratas el CL es la unica fuente de Pg, ya que el tejido luteal permanece activo hasta el
final de la gestacion (Holt., 1989; Sugino et al., 1997). Asimismo, en la cabra japonesa se
observo que la fuente principal de produccion de Pg es el CL y que la enzima 33 HSD no esta
presente en la placenta, lo que sugiere que en esta especie el CL es el Unico que produce Pg
(Weng et al., 2005). En contraste, en el perro doméstico la fuente de Pg es el CL hasta la
gestacion media, pero en la tardia es desconocida (Nishiyama et al., 1999). Se ha pensado
entonces que en mamiferos eutherios con cortos periodos de gestacion, como es el caso de
cabras, conejos y ratas, el CL es el principal tejido productor de Pg (Ryan, 1971; Qiang et al.,

2005).

De igual forma en mamiferos con periodos de gestacion prolongados la produccion de
progesterona es similar a la que se muestra para Mabuya sp. Por ejemplo en el elefante
Loxodonta africana se encontré que las altas concentraciones de Pg en plasma coinciden con el
periodo luteal corto en esta especie (Brannian et al., 1988). Shemesh (1990) encontr6 que en
vacas el CL produce Pg en la gestacion temprana y la placenta se encarga de producirla en la

gestacion media y tardia, considerandose la fuente principal extra-ovarica de produccion de Pg.

En Mabuya sp la expresion de los PR arrojo resultados similares comparados a los
obtenidos con la enzima 3 HSD, es decir los mismos tejidos encargados de producir Pg en el
ovario tienen sus receptores, de manera que habria una respuesta local. En el lagarto Uromastyx

acanthinura también se observo la expresion de los PR en los tejidos de produccion de Pg y por
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consiguiente una accién autocrina tanto en foliculos vitelogénicos como en previtelogénicos en

el ovario de esta especie (Sadjia et al., 2007).

En ratones también se ha visto que la produccion de Pg en el ovario esta en los mismos
tejidos que la expresion de los PR, Cai & Stocco (2005) sugirieron por tanto una accion
autocrina de la Pg en el ovario a nivel del cuerpo lateo y foliculos previtelgénicos, de manera que
la Pg producida por el cuerpo lateo actla localmente para estimular su propia produccion y

controlar la cantidad necesaria antes de comenzar la luteoélisis.

Los resultados del Western blot del ovario de Mabuya sp demuestran claramente que en la
gestacion temprana el ovario produce la mayor proporcién de la Pg mientras que en la gestacion
media esta produccién disminuye, siendo reemplazada por una muy alta produccién a nivel
placentario en la gestacion media. Asi como en otros lagartos viviparos, una fuente extraovarica
como la placenta es la responsable de la produccién de Pg hasta el final de la gestacion (Guarino

et al., 1998; Painter & Moore, 2005; Martinez-Torres et al., 2010).

5. Conclusiones

El ovario de Mabuya sp produce progesterona en el cuerpo luteo y los foliculos previtelogénicos
en las hembras gestantes; esta produccion es méaxima al inicio de la gestacion, disminuyendo

drasticamente en la gestacion media en relacion directa con el proceso de lutedlisis.
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Se determiné la presencia de receptores de progesterona (PR) durante la gestacion en los
mismos tejidos donde se produce la progesterona, de manera que se puede sugerir una funcion

autocrina reguladora de la produccion de Pg.

Los foliculos atrésicos no parecen ser una fuente ovérica alterna de Pg en Mabuya sp. No
se obtuvo ninguna evidencia de la produccién de Pg o sus receptores en los foliculos atrésicos
previtelogénicos en ningun momento de la gestacion, ni se observaron foliculos atrésicos

vitelogénicos
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