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Soy de los que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un cientifico en su laboratorio no
es solo un técnico: es también un nifio colocado ante fendmenos naturales que le impresionan
como un cuento de hadas.

Marie Curie
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Resumen

Titulo: Deteccion inmunohistoquimica de progesterona y receptores de la progesterona en la
placenta de Mabuya sp. (Squamata: Scincidae)

Autor: Melissa Duarte Méndez”™
Palabras claves: Inmunohistoquimica, Anticuerpos, Viviparidad, Placenta, Progesterona.

Descripcion

En la transicion oviparidad-viviparidad la progesterona (P4) tiene un rol fundamental en la
retencién de los embriones en el oviducto, participando en la inhibicién de la movilidad uterina.
El cuerpo luteo es el tejido encargado de la produccion de P4, sin embargo se ha visto que existe
lutedlisis temprana en una especie vivipara matrotréfica del género Mabuya, se ha hipotetizado
la existencia de una fuente alterna de P4 que permite el mantenimiento de la gestacion. Este
estudio localiza la produccion de P4 (mediante la deteccion de la enzima 3B hidroxiesteroide
deshidrogenasa-3f3 HSD) y sus receptores (PR) en la placenta de hembras en diferentes estados
de gestacion. Para la deteccién de P4 y PR se obtuvieron cortes al microtomo de los tejidos
embebidos en parafina y fueron incubados con el anticuerpo primario de raton especifico para
cada uno, se usaron secciones control y blanco. Para determinar y cuantificar la presencia de la
enzima 3p HSD en la placenta se evaluaron muestras en diferentes estados de gestacion
utilizando la técnica de Western blot con un anticuerpo primario monoclonal especifico para 33
HSD y un anticuerpo secundario fluorescente (Isotiocianato de fluoresceina-FITC). Se encontrd
que la placenta produce P4 en el epitelio uterino y las células corionicas del placentoma,
paraplacentoma, areolas coriénicas y las placas absortivas laterales en la alantoplacenta desde la
gestacion media y hasta el final de la gestacidon. Se localizaron los PR en tejido conectivo y
epitelial del dtero durante toda la gestacidn. Se concluye que hay produccion placentaria de P4,
ésta ocurre en tejidos especificos de ambos componentes de la placenta, de manera similar y
convergente con algunos mamiferos euterios.

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

Title: Immunohistochemical detection of progesterone and progesterone receptors in the
placenta of Mabuya sp. (Squamata: Scincidae)

Author: Melissa Duarte Méndez”™
Key words: Immunohistochemistry, Antibodies, Viviparity, Placenta, Progesterone.

Description

On the oviparity-viviparity transition, progesterone (P4) plays a key role in the retention of
embryos in the oviduct, taking part in the inhibition of uterine mobility. The corpus luteum is the
tissue responsible for the production of P4, however it has been seen that there is early luteolysis
in a highly matrotrophic viviparous species of the genus Mabuya, therefore the existence of an
alternative source of P4 has been hypothesized that allows the maintenance of gestation. This
study determines and localizes the production of P4 and its receptors (PR) in the placenta of
females in different stages of gestation by immunohistochemistry. For the detection of P4 and
PR it were obtained microtome sections from the tissues embeded in paraffin and incubated with
the mouse primary antibody specific for each, control and target sections were used. To
determine and quantify the presence of the enzyme in the placenta, samples were evaluated in
three stages of gestation (early, middle, late) using the Western blot technique with a primary
monoclonal antibody specific for 3 HSD and a fluorescent secondary antibody (FITC) which
discloses the antibody-antigen binding. It was found that placenta produces P4 in the uterine
epithelium and the chorionic giant cells of placentoma, paraplacentoma, chorionic areolas, and
lateral absortive plaques in the alantoplacenta from mid-gestation to the end of gestation. PR
were localized in connective and epithelial tissue of the uterine component during early, middle
and, to a lesser extent, late gestation. It is concluded that there is placental production of P4, this
occurs in specific tissues of both components of the placenta, similarly and convergent with
some eutherian mammals.

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

El incremento en circulacién de los esteroides sexuales primarios, estradiol (E),
testosterona (T) y progesterona (P4) se ha relacionado con la actividad reproductiva en hembras
(Callard et al., 1991). EIl ovario es la glandula endocrina primaria que secreta los esteroides
sexuales en hembras de reptiles; en el caso de la P4 esta puede ser secretada en otros tejidos

como la gldndula adrenal y el utero (Norris y Lopez, 2010).

Se cree que la viviparidad ha evolucionado independientemente alrededor de 108 veces en
reptiles escamados y no se puede asumir que los mecanismos que mantienen la gestacion sean
los mismos en cada caso (Blackburn, 2006). Callard et al. (1992) han sugerido que la P4 tiene un
rol dual asociado con la evolucion de la viviparidad, 1) inhibicion de la movilidad uterina
asociada a la retencion del huevo, embriogénesis y desarrollo de la placenta, 2) inhibicién de la
sintesis de vitelogenina hepética asociada con la disminucién del proceso de vitelogénesis,

matrotrofia y evolucion de la placentacion.

El cuerpo luteo en reptiles es el principal tejido encargado de la produccion de P4
(Niswender et al., 2000). Numerosos estudios han encontrado una relacion directa entre el
desarrollo del cuerpo luteo y los niveles de P4 o entre su degeneracion y la disminucion de la P4
en plasma (Callard et al., 1972; Highfill y Mead, 1975; Xavier, 1987). Los foliculos post-
ovulatorios que forman los cuerpos luteos deben continuar la secrecion de P4 después de la

ovulacion; asi, éste parece ser el principal factor de induccién a la retencion de
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huevos/embriones en la prefiez. De la misma manera, durante la lutedlisis, la pérdida de esta

habilidad conduce a la oviposicién (Rothchild, 1981; Guarino et al., 1998).

El rol del cuerpo luteo parece ser mas complejo en algunos reptiles viviparos, por ejemplo
en especies como Sceloporus jarrovi el cuerpo liteo se degenera durante la prefiez pero los
niveles de P4 en plasma permanecen altos o incluso aumentan sin que se conozca la fuente de
esta P4 extraluteal (Guillette et al., 1981). Para otras especies viviparas se ha sugerido que puede
ser producida en el tejido intertecal o en los foliculos atrésicos (Al-Amri et al., 2012). La
produccion de P4 que no sea a nivel ovarico sélo se ha evidenciado para Chalcides chalcides,
una especie vivipara con una placenta relativamente compleja y transferencia maternal de
nutrientes. En esta especie se ha detectado que los niveles en plasma de P4, evidenciados por
radio-inmunoensayo, se mantienen constantes después de la lutedlisis y se ha localizado su
produccion en los tejidos placentales con reacciones histoquimicas para la enzima 3p

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) (Guarino et al., 1998).

En este trabajo se pretende estudiar si hay produccién de P4 en los tejidos placentarios de
una poblacién de Mabuya (Scincidae), que corresponde a una especie ain no descrita presente en
los valles interandinos colombianos. Las lagartijas del género Mabuya son de distribucién
neotropical y uno de los pocos linajes de reptiles que han desarrollado una placenta que provee la
mayoria de los nutrientes para el desarrollo embrionario ya que ovulan huevos microlecitos
(Blackburn y Vitt, 1992; Ramirez-Pinilla, 2006, Ramirez-Pinilla et al., 2011) y tienen un periodo
extenso de gestacion de 8-10 meses (Ramirez-Pinilla et al., 2002; Vrcibradic y Rocha, 2011). En

esta especie de Mabuya el cuerpo liteo muestra claros signos de regresion durante la gastrula y
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néurula del desarrollo embrionario, cuando la corioplacenta estd activa en los procesos
histotroficos. Esta temprana lutedlisis sugiere que la corioplacenta y alantoplacenta pueden tener
una funcion endocrina necesaria para mantener la gestacion de las etapas faringula a preparto
(Gomez y Ramirez-Pinilla 2004). Para probar esta hipdtesis, en este trabajo se pretende localizar
indirectamente la produccion de P4 en tejidos placentarios, asi como de los receptores de P4

(PR) en hembras en diferentes estados de gestacion de Mabuya sp.



DETECCION DE P4 Y PR EN PLACENTA DE MABUYA SP | 16

1. Marco tedrico

1.1 Viviparidad en lagartos

La mayoria de los escamados ponen huevos, sin embargo hay un apreciable nimero de
éstos que son viviparos. Se ha estimado que la viviparidad se ha originado independientemente
108 veces en reptiles (Blackburn, 2006). Es probable que la viviparidad en reptiles evolucionara
a partir del incremento en la retencion de huevos dentro del oviducto y que aquellos mecanismos
que controlan la retencion de los huevos sean fundamentales para la transicion de oviparos a

viviparos (Wooding et al., 2010).

1.2 Progesterona y receptores de progesterona

Varios estudios han demostrado el papel que desempefia la P4 durante la gestacion en
vertebrados oviparos y viviparos (Yaron, 1972; Graham y Clarke, 1997; Mulac-Jericevic y
Conneely, 2004), participando en la inhibicién de la movilidad uterina asociada a la retencion del
huevo, embriogénesis, desarrollo de placenta y la inhibicion de la sintesis de vitelogenina
hepética relacionada con la disminucion de la vitelogénesis y evolucion de la placentacion
(Callard et al., 1992). Por ejemplo Callard y Hirsch (1976) encontraron que el tratamiento con P4
a la tortuga Chrysemys picta disminuyd la actividad miometrial, facilitando la retencion del

huevo y la secrecion de las membranas secundarias y terciarias (Custodia-Lora y Callard, 2002).
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El cuerpo liteo de los reptiles es el encargado de la produccion de P4 (Callard et al.,
1972a, 1972b; Highfill y Mead, 1975; Xavier, 1987). Sin embargo la produccion de P4 durante
la gestacion varia ampliamente entre especies de escamados viviparos (Jones y Baxter, 1991) y
en algunas especies las concentraciones en plasma de P4 permanecen altas, incluso después de la

regresion del cuerpo lateo (p. ej. Sceloporus jarrovi, Guillette et al., 1991).

En mamiferos el mecanismo que regula el ambiente hormonal durante la gestacion ha sido
estudiado extensivamente y se ha documentado que la P4 proviene de una o dos fuentes durante
la prefiez, el tejido luteal y la placenta (Niswender et al., 2000; Miller y Auchus, 2010). Guillette
et al. (1981) sugirieron que en el lagarto Sceloporus jarrovi la produccién de P4 por el cuerpo
luteo puede ser reemplazada por los foliculos atrésicos a nivel ovarico, ya que el didmetro de
éstos esta correlacionado positivamente con los niveles de progesterona en plasma. En el lagarto
scincido Chalcides chalcides han localizado su produccion en los tejidos placentales mediante
pruebas con dehidroepiandrosterona (DHA - Sigma) disuelto en dimetiloformamida (DMF -
Sigma) que mostraron la presencia de granulos de formazan que indican la actividad de la
enzima 3B-HSD en la placenta (Guarino et al., 1998); también, se encontrd por medio de cultivos
de tejido in vitro que en el scincido viviparo autraliano Niveoscincus microlepidotus las
glandulas adrenales contribuyen a la produccién de progesterona durante la gestacion (Girling y

Jones, 2003).

Las funciones que cumple la P4 requieren de una regulacion fisioldgica en los tejidos
blancos primarios tales como el tracto reproductivo y el higado (Schrader y O’Malley, 1978).

Los efectos fisiologicos de la P4 estan mediados por interacciones de la hormona con dos



DETECCION DE P4 Y PR EN PLACENTA DE MABUYA SP | 18

receptores de progesterona especificos (PR) llamados PR-A y PR-B (Power et al., 1992). La P4
es el competidor més efectivo para ambos sitios, la afinidad para los andrégenos es baja, el
estrogeno y los cortico-esteroides son débiles competidores para los sitios de afinidad. Los
receptores nucleares regulan la transcripcion de genes por la unién discriminativa a secuencias
regulatorias de ADN asi como por interacciones especificas con co-activadores y/o co-represores

(McKenna y O’Malley 2002).

Se ha demostrado que las isoformas de los PR flucttan durante el ciclo reproductivo anual
en la tortuga Chrysemys picta, siendo mas abundante en la fase luteal (Giannoukos y Callard,
1995). Estudios inmunocitoquimicos del oviducto de tortuga e higado demostraron una
localizacion nuclear del PR (Giannoukos y Callard, 1995). La expresion intracelular del PR en el
ovario ha sido reportada en mamiferos, incluyendo humanos (Suzuki et al., 1994), también en
pollos (Pasanen et al., 1997). Utilizando analisis de Western blot se ha identificado PR en varias
especies de reptiles (Anolis carolinensis, Tokarz et al, 1981; Chelydra serpentina, Mahmoud et
al, 1986; Chrysemys picta, Riley et al., 1988; Aspidoscelis inornatus y Aspidoscelis uniparens,
Young et al., 1994; Alligator mississippiensis, Vonier et al, 1997). En Hemidactylus flaviviridis
se ha detectado por medio de inmunohistoquimica que durante la previtelogénesis y vitelogénesis
los PR se expresan en el foliculo ovarico en las células de la granulosa y la teca interna tanto en
el nacleo como en el citoplasma, también se encontraron en el nucleo y citoplasma de las células
del cuerpo luteo y en las capas epiteliales y las glandulares del oviducto durante el proceso de
formacion de la cascara (Al-Amri et al., 2012). En el lagarto scincido Pseudemoia
entrecasteauxii usando inmunohistoquimica se detectaron los PR distribuidos en el epitelio

uterino variando su distribucion con el estado reproductivo (Blazik et al., 2012).
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1.3 Placenta

En los reptiles viviparos se han descrito diferentes tipos de placentas de acuerdo con las
membranas extraembrionarias que participan en su formacién y con las caracteristicas del
epitelio corionico (Stewart, 1993; Blackburn, 1993). Las membranas extraembrionarias se
desarrollan en todos los amniotas y contribuyen al intercambio del embridn con el ambiente; el
corién permite el intercambio de gases y agua, el amnios establece un ambiente especifico para
el desarrollo embrionario, el alantoides permite el almacenamiento de desechos y por Gltimo el
saco de la yema en amniotas lecitotréficos permite la transferencia de los nutrientes al embrion a
partir de la yema (Thompson et al., 2002). Los diferentes tipos de placentas en lagartos y
serpientes se formaron durante la evolucion de la viviparidad a partir de la unién de las
membranas extraembrionarias al oviducto, por ejemplo la alantoplacenta (o placenta
corioalantoica) se forma con la aposicion del corion con el alantoides sobre el epitelio uterino,
las onfaloplacentas se derivan de la conjuncién del saco de la yema y el corion en el hemisferio
abembrionico y el epitelio uterino; por Gltimo, en algunas especies el alantoides invade la yema y
esta membrana adosada al epitelio uterino forma la placenta onfaloalantoica (Blackburn, 1993;

Ramirez-Pinilla, 2014).

Para la placenta corioalantoica Weekes (1935) reconocio tres morfotipos que fueron
definidos por dos caracteristicas principales, el grado de plegamiento e interdigitacion entre el
utero y el corion, y la anatomia celular y tisular de las interfaces maternal-fetal; ambas afectan la
naturaleza fisiologica y el intercambio a través de la placenta. Un cuarto tipo definido por

Blackburn (1993) es la alantoplacenta tipo IV que esta presente en el clado neotropical de
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lagartijas del género Mabuya. Esta placenta es la mas especializada y presenta aréolas corionicas
y un placentoma distintivo altamente elaborado con una fuerte interdigitacion de los tejidos
maternos y fetales (Blackburn, 1993). Adicionalmente se ha descrito un paraplacentoma
especializado en intercambio de lipidos y en el lado antimesometrial la presencia de placas de
absorcién con diferentes grados de interdigitacion de los tejidos maternos y fetales (Jerez y
Ramirez-Pinilla, 2001; Leal y Ramirez Pinilla, 2008). Por lo tanto la alantoplacenta de Mabuya
es la placenta morfoldgica y fisioldgicamente mas especializada conocida entre reptiles; ésta
provee la mayoria de nutrientes para el desarrollo embrionario (Ramirez-Pinilla 2006; Ramirez-
Pinilla et al., 2011) y converge en el grado de complejidad y de placentotrofia con la conocida en

los mamiferos euterios (Jerez y Ramirez-Pinilla, 2001; Ramirez-Pinilla, 2014).

Las funciones que se le atribuyen a la placenta en escamados viviparos son diversas,
destacando las siguientes: a) intercambio gaseoso, b) transporte de agua, c) transporte de
nutrientes, d) sintesis de hormonas (fundamentalmente esteroides), y e) sintesis de factores
inmunorreguladores (Martinez-Torres, 1997). Martinez-Torres et al. (2006) usando reacciones
histoquimicas de la enzima 3p-HSD encontraron que la onfaloplacenta de la especie de lagarto
anguido viviparo lecitotréfico Barisia imbricata tiene capacidad esteroidogénica, ya sea para
producir hormonas como la P4, o bien para depurar esteroides producidos por la hembra
gestante. Hasta el momento solamente 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 Phrynosomatido Sceloporus
jarrovi puede metabolizar los esteroides sexuales producidos por la hembra gestante (Painter y

Moore, 2005).
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Jerez y Ramirez-Pinilla (2003) estudiaron la secuencia de desarrollo de la membranas
extraembrionarios de Mabuya sp y encontraron que en gastrulas tempranas se desarrolla una
placenta bilaminar del saco de la yema formada por la aposicién del onfalopleura bilaminar
(ectodermo y endodermo extraembrionario del saco de la yema) y el epitelio uterino. Durante la
gastrulacion el mesodermo se expande entre ecto y endodermo del saco de la yema formando la
placenta trilaminar del saco de la yema, que es temporal ya que el mesodermo se delamina
formando el corion (ectodermo extraembrionario y mesodermo extraembrionario) que se
enfrenta al epitelio uterino formando la corioplancenta en gastrulas tardias y néurulas tempranas.
Esta corioplacenta es altamente especializada, con estructuras de absorcion en ambos hemisferios
(una placa de absorcién dorsal en el lado mesometrial y varias placas de absorcién en la zona

antimesometrial).

En la neurulacion tardia ocurre la expansion del alantoides por debajo del corion formando
la membrana corioalantoica que se enfrenta al epitelio uterino. Esta es la placenta corioalantoica
que ocurre durante la faringula hasta el parto. La placenta corioalantoica madura de Mabuya sp
tiene especializaciones morfoldgicas complejas exclusivas de este clado: un placentoma
altamente elaborado con una fuerte interdigitacién de los tejidos maternos y fetales, con un
arreglo sincitial del epitelio uterino y un epitelio coriénico biestratificado (Jerez y Ramirez-
Pinilla, 2001; Vieira et al., 2007). El placentoma estd rodeado por una zona denominada
paraplacentoma, aqui no se observa interdigitacion, y se delimita por el pliegue coriénico, cerca
al pliegue paraplacentomal se encuentran areolas corionicas que reciben materiales nutritivos del
epitelio uterino a partir especialmente de glandulas endometriales, y las secretan hacia la cavidad

coridnica (Jerez y Ramirez-Pinilla, 2001; Ramirez-Pinilla et al., 2006; Leal y Ramirez-Pinilla,
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2008). En el hemisferio abembridénico de la cadmara de incubacién se encuentran numerosas
placas de absorcion, en ellas se observa que epitelio corionico y uterino estan en cercana
asociacion, se destacan dos tipos celulares en el epitelio corionico, las células gigantes y las
celulas intersticiales. Los segmentos respiratorios son areas de abundante vascularizacion sub-
epitelial y una asociacion muy cercana entre el epitelio uterino y coridnico, los cuales son
epitelios planos muy delgados y permiten el intercambio de gases (Jerez y Ramirez-Pinilla, 2003;

Ramirez-Pinilla et al., 2006).

1.4 Mabuya sp.

La viviparidad se conoce en el 20% de las especies de escamados (Sites et al., 2011) y ha
evolucionado mas veces en scincidos que en cualquier otra familia de lagartos (Thompson et al.,
2001). Los scincidos contienen especies oviparas, especies viviparas con placentas simples y un

rango de especies con placentas mas y mas especializadas (Stewart y Thompson, 2000).

Mabuya es un género de la familia Scincidae, tiene distribucion neotropical en Suramérica,
Centro América, y el Caribe (Avila-Pires, 1995; Mausfeld et al., 2002; Miralles et al., 2009).
Este género es destacable entre reptiles por sus peculiaridades reproductivas: Ovulan ovocitos
pequefios con muy poca yema, tienen largos periodos de gestacion y su nutricion fetal es
mayormente suplida de madre a embridn a través de una placenta corioalantoica que se asemeja
a la de los mamiferos eutherios (Vitty Blackburn 1983; Blackburn yVitt 1992, 2002; Jerez and
Ramirez-Pinilla 2001; Ramirez-Pinilla et al. 2002; Hernandez-Franyutti et al. 2005). Ademas,

todas las especies de Mabuya estudiadas hasta ahora son sexualmente dimorficas en talla, con
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hembras méas grandes que los machos (Vitt y Blackburn 1983, 1991; Stevaux 1993; Vrcibradic y

Rocha 1998; Rocha and Vrcibradic 1999; Ramirez-Pinilla et al. 2002; Teixeira et al., 2003).

Las hembras del género Mabuya maduran a los 6 meses de edad, y para las especies
brasilefias sus periodos de parto tienen un patron unimodal, concentrados en la estacion seca,
himeda, o la transicion de seca-himeda (Vrcibradic y Rocha 2011). En la especie colombiana
estudiada Mabuya sp, hay un régimen de parto bimodal que coincide con los dos periodos de
baja precipitacion en su habitat (Ramirez-Pinilla et al., 2002). A pesar de las diferencias en los
patrones de parto cada hembra da a luz una sola vez al afio, dado su largo periodo de gestacion

(Vrcibradic y Rocha 2011).

1.5 Ovario de Mabuya sp

Aunque la histologia general del ovario y los foliculos de Mabuya sp es comparable a las
descritas para otras especies de lagartos por Guraya (1989), tiene caracteristicas especificas que
difieren de otros escamados, por ejemplo la oogénesis en esta especie involucra la etapa inicial
de crecimiento pre-vitelogénico, pero difiere en la pequefia talla de los oocitos y la ausencia de
plaquetas de yema en el ooplasma de los foliculos pre-ovulatorios, caracteristicas que estan
relacionadas con una vitelogénesis corta (GoOmez y Ramirez-Pinilla, 2004; Hernandez-Franyutti
et al., 2005; Vieira et al., 2010). Estas y otras caracteristicas son similares a las encontradas en
los oocitos maduros de marsupiales (Vieira et al., 2010). También se ha encontrado que en
Mabuya sp los cambios en la morfologia del cuerpo lGteo a través de la gestacion son similares a

los descritos en otras especies como Trachylepis brevicollis (Farag, 1983) y Chalcides chalcides
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(Guarino et al., 1998), sin embargo en Mabuya sp sucede una lutedlisis temprana (Gomez y

Ramirez-Pinilla, 2004).

Durante la evolucién de marsupiales el incremento de la provision de nutrientes a través de
la placenta y la lactancia puede haber resultado en una reduccion en las reservas de yema en el
ovocito (Brawand et al., 2008). Asimismo para las especies de Mabuya, pueden existir cambios
genéticos y endocrinos relacionados al control de la vitelogénesis (por ejemplo la produccion

extendida de P4) y por ello mostrar una convergencia evolutiva con mamiferos.

1.6 Deteccion de Progesterona

El rol de la P4 en la reproduccion y la ubicacion de su produccién en los tejidos de los
lagartos han sido estudiados con diferentes metodologias. Por ejemplo Girling y Jones (2003)
encontraron por medio de radioinmunoensayo que en Niveoscincus microlepidotus después de la
lutedlisis la P4 no es producida por ningun otro tejido estudiado (placenta, ovario y glandulas
adrenales); Martinez-Torres et al. (2014) encontraron igualmente por radioinmunoensayo
evidencia de la participacion del feto en la regulacion de la P4 en el lagarto viviparo Barisia
imbricata imbricata. Para ello, extirparon el cuerpo luteo y los embriones durante varias fases de
la prefiez y midieron la P4. Guarino et al. (1998) encontraron que la progesterona se produce en
el cuerpo lateo y tejidos placentales de Chalcides chalcides usando histoquimica para la enzima
3B-HSD. No es extrafio encontrar esta enzima que cataliza la produccién de P4 en lagartos ya
que ésta se detecto asimismo en la membrana corioalantoica (CAM) de Gallus gallus. Albergotti

et al. (2009) cuantificaron la expresion del ARNm de 33-HSD en CAM, también realizaron
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cultivos de explantes que demostraron la produccion de P4 in vitro en presencia de un precursor
de esteroides. Con immunolocalizacion del PR encontraron que la CAM ademas de producir
progesterona tiene la capacidad de recibir la sefializacion de la misma. Por Gltimo Paolucci y Di
Cristo (2002) por medio de inmunohistoquimica de los PR encontraron que la P4 puede afectar
las funciones fisioldgicas del oviducto y el higado de la especie ovipara Podarcis sicula en

relacion con la reproduccion.

1.7 Inmunolocalizacién

Para localizar la enzima 3B-HSD Yy los receptores de P4 en tejidos un método muy utilizado
es la inmunohistoquimica (IHC); esta técnica consiste en la localizacion de un antigeno dentro de
cortes de tejidos por medio de anticuerpos especificos (Ramos-Vara, 2014). La union antigeno-
anticuerpos se revela por medio de una reaccion histoquimica visible al microscopio de luz, en
otras palabras el principio béasico de la IHC es la localizacién visual de moléculas en tejidos o

células basado en una satisfactoria sefial antigeno-anticuerpo (Ramos-Vara, 2005).

Aunque su primeras aplicaciones fueron la caracterizacion de neoplasma, la
inmuhistoguimica actualmente tiene aplicaciones mas amplias, en la investigacion, diagnosis y
decision terapéutica del cancer (Leong y Leong, 2006). Esta técnica también se ha usado en la
deteccion de P4 y/o sus receptores en mamiferos, anfibios (Mensah-Nyagan et al., 1994), aves
(Albergotti et al., 2009) y lagartos; por ejemplo Al-Amri et al. (2012) detectaron los PR en la
células de la granulosa, de la teca y el cuerpo lateo de los ovarios de Hemidactylus flaviviridis

mediante inmunohistoquimica.
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2. Materiales y métodos

Las poblaciones Andinas colombianas del género Mabuya han sido analizadas
filogenéticamente en Pinto-Sanchez et al. (2015) y han sido asignadas a una especie candidata,

Mabuya sp IV.

2.1 Extraccion de muestras

Se colectaron 13 hembras en diferentes etapas de gestacién en 3 municipios de Santander
(Zapatoca, Curiti y Bucaramanga). En el laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados de
la Universidad Industrial de Santander, se fotografiaron y midieron (longitud rostro cloacal). Las
hembras se introdujeron en el refrigerador por 15 minutos para disminuir su actividad y
posteriormente se eutanizaron con una inyeccién de lidocaina al 10%. Se realiz6 una diseccion
en bolsillo en la cavidad abdominal para exponer los oviductos y de alli observar el estado de
actividad reproductiva y gestacion. En las hembras prefiadas se observaron y fotografiaron las
camaras embrionarias, y para aquellas en estados desde faringula en adelante se separaron las
camaras embrionarias en placentas y embriones. Para los estados tempranos en donde es
imposible separar el embrion de las membranas extraembrionarias se disecaron las cdmaras
embrionarias completas. Las placentas y las camaras embrionarias se fijaron en
paraformaldehido (PFA) amortiguado al 4% a una temperatura de ~ -4°C. Los embriones se
fijaron en formaldehido amortiguado por un dia y luego se almacenaron en etanol al 70%. Para la
determinacion de los estados de desarrollo embrionario se siguio la tabla de desarrollo para

embriones de Lacerta vivipara de Dufaure y Hubert (1961).
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2.2 Inmunohistoquimica

Para la deteccion de la enzima 3 HSD y los PR las muestras de placenta y camaras
embrionarias se deshidrataron en una serie de etanol, fueron luego embebidas en parafina y
seccionadas a 6 micras en un micrétomo rotatorio (Leica Biosystems). Las secciones de tejido se
fijaron en ldminas provistas de gelatina y se desparafinaron y se rehidrataron en un gradiente de
concentracion de etanol. Las ldminas fueron separadas en tres grupos para ser luego incubadas
con 1) una disolucion de anticuerpo monoclonal para receptor de progesterona alpha PR-22
(Thermo Scientific, diluido a 1 pg/ml) y 2) para la enzima 33 HSD (Santa Cruz Biotechnology,
diluido a 1 pg/ml). 3) Secciones tratadas con suero de bloqueo provisto en el ABC Staining
System (Santa Cruz Biotechnology) sin el anticuerpo primario como blanco. Para el control
positivo de PR se prepard secciones de higado de Hemidactylus frenatus, donde se encuentran
receptores de progesterona. Para el control positivo de la enzima 3 HSD se us6 secciones de

ovarios con cuerpos luteos activos de Hemidactylus frenatus.

Una vez incubadas las ldminas con anticuerpos primarios se usG dos métodos para
visualizar la union de los anticuerpos al antigeno, uno de ellos es un anticuerpo secundario
biotinilado (avidina-biotina; ABC Staining System; Santa Cruz Biotechnology), un complejo de
moléculas que reacciona a la actividad peroxidasa del sustrato cromdgeno, el cromogeno da una
coloracion especifica como indicador de su localizacion. Las laminas fueron tefiidas con
hematoxilina contrastante. EI otro método que se uso para visualizar PR y la enzima 33-HSD fue
el anticuerpo secundario FITC (Isotiocianato de fluoresceina; anti-raton 1gG de conejo 3 FITC

diluido a 1 pg/ml.) que emite fluorescencia. Una vez listas las ld&minas se observaron bajo el
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microscopio de luz NIKON ECLIPSE 55i® con cdmara adaptada (CANON DS126191®) y

Microscopio de Fluorescencia con cdmara Axio Scope Al®, respectivamente.

2.3 Western blot

Para determinar y cuantificar la presencia de la enzima en la placenta de Mabuya sp. se
utiliz6 asimismo la técnica de Western blot. Las muestras de placenta en tres estados de
desarrollo embrionario fueron pesadas y lavadas con una solucién de buffer fosfato salino 10
Mm pH 7.4. Cada muestra se lisé utilizando un procesador de ultrasonido (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% pl/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. Después las muestras se centrifugaron a
14000g durante diez minutos a 4 °C, se afiadieron tres volimenes de metanol y se centrifugaron
de nuevo a 18000g durante diez minutos a 4 °C (dos veces). La concentracién de proteina se

determin6 mediante el método de Bradford (1976).

Para la corrida electroforética, 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% wi/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.
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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 blogqueo (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 el anticuerpos primarios
monoclonales especifico para: 3B-HSD (sc-100466, Santa Cruz Biotechnology®) en una
dilucion 1:1000. Las membranas se lavaron de nuevo 3 veces con TBST y se incubaron con
anticuerpo secundario: anti ratén IgG de conejo FITC (sc: 69871, Santa Cruz Biotechnology®)
en dilucion 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.

3. Resultados

Para validar la técnica se realizaron controles con tejidos hepaticos de H. frenatus, estos se

muestran en la Figura 1. Para un mejor entendimiento de los resultados se puede encontrar un

resumen de los resultados en la Tabla 1 al final de la seccién.
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Figura 1. Cortes de tejido hepatico de Hemidactylus frenatus con controles negativos para

AB.

Nota: (A) y FITC (C) y controles positivos para AB (B) y FITC (D). he: células hepaticas.
Barras de escala: (A) y (B) 40 um; (C) y (D) 20 pm.
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Figura 2. Fotografias al estereoscopio de las camaras embrionarias de Mabuya sp. desde
gestacion temprana al estado pre-parto.

Nota: (A). Huevos oviductales (B). CaAmara embrionaria en gestacion temprana (C). Vista dorsal
de una cdmara embrionaria, gestacion media se observa el placentoma y vasos sanguineos. (D).
Vista ventral de una cAmara embrionaria, gestacién media, se observa el saco de la yema y las
placas absortivas. (E). Camaras embrionarias, gestacion tardia. (F). C&mara embrionaria,
gestacion tardia, se observa saco de la yema, placas absortiva y vasos sanguineos, a través de la
placenta se nota que el embridn ya tiene pigmentacion. ca: camara embrionaria; cl: cuerpo lUteo;
e: 0jo; ho: huevo oviductal; ov: ovario; ovi: oviducto; pad: placa absortiva dorsal; pa: placa
absortiva; pl: placentoma; sy: saco de la yema; y: yema; vs: vasos sanguineos. Barras de escala:
(A-DyF)1mm;(E): 3mm.



DETECCION DE P4 Y PR EN PLACENTA DE MABUYA SP | 32

3.1 Inicio de la gestacion (Huevos oviductales, n=3)

Se encontraron hembras con huevos oviductales en estados muy tempranos del desarrollo,
posiblemente durante la segmentacion, que median alrededor de 2 mm (Fig.2. A). Al
microscopio se observaron los huevos rodeados por una capa fibrosa acelular, la membrana de la
cascara que varia de 3-11 um de grosor. Bajo la membrana de la c&scara se observaron vesiculas
de lipidos de diferentes tamarfios restringidos a la periferia y un espacio aparentemente vacio
hacia el centro. El Utero que contiene al huevo se encontrd distendido, pero con el endometrio
muy plegado en la parte dorsal o mesometrial; el epitelio uterino luminal es columnar, con
células con nucleos redondos y prominentes. Se observan también abundantes glandulas uterinas

y tejido conectivo denso (Fig.3.).

La enzima 3 HSD no se localizé en ningln tejido en esta etapa de la gestacion, (Fig.4.).
Para los PR la reaccion fue muy evidente en las células columnares del epitelio uterino y en el
tejido conectivo (Fig.5.); en la tincion de fluorescencia se localizé la reaccion fluorescente sélo
en el citoplasma de las células epiteliales y con menos intensidad en el tejido conectivo de la

lamina propia uterina (Fig.5.E y F).
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Figura 3. Diagrama de un huevo oviductal de Mabuya sp.

Nota: se observa un Utero muy plegado con un epitelio uterino columnar con nucleos redondos y
prominentes y abundantes glandulas uterinas, una membrana de la cascara fibrosa, y diminutos
granulos de yema en el ooplasma. eu: epitelio uterino; gu: glandulas uterinas; me: zona
mesometrial; pu: pliegues uterinos; s: membrana de la céscara; tc: tejido conectivo; u: Gtero; y:
granulos de yema.
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Figura 4. Huevo oviductal de Mabuya sp.

Nota: (A).Corte de huevo oviductal negativo para 3 HSD, los granulos de yema presentan una
coloracion marrén debido a la oxidacién en el tratamiento histologico. (B) y (C) Detalles de los
pliegues uterinos (pu); eu: epitelio uterino; s: membrana de la cascara; u: Utero; y; granulos de
yema; gu: glandulas uterinas. Barras de escala: (A). 200 um. (B). 100 um. (C). 30 um.
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Figura 5. Corte de huevo oviductal de Mabuya sp. positivo para PR.

Nota: (A). Vista general de un corte histologico de huevo oviductal tratado con AB para detectar
PR. (B). Detalle del hemisferio mesometrial se observa el pu: pliegue uterino (C). Detalle del
pliegue uterino se observa la tincién marrén en citoplasma del eu: epitelio uterino. (D). Detalle
del pliegue uterino las flechas marcan una zona fuertemente marcada tanto en citoplasma como
en los nuacleos. (E) y (F). Cortes de huevo oviductal tratados con FICT para PR. (E). Zona
mesometrial; la linea punteada delimita los pu. (F). Detalle de un pu, se pueden observar
espacios redondos de algunos ndcleos no marcados. eu; epitelio uterino, nu: nlcleo; s: membrana
de la céscara, pu; pliegues uterinos; y: granulos de yema; tc: tejido conectivo. Barras de escala:
(A): 180 pum; (B): 130 um. (C y D): 30 pm. (E): 80 um. (F): 20 pum.
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3.2. Gestacion temprana (Néurula-Faringula, n=2)

En las camaras embrionarias con néurulas en el hemisferio embrionario se encuentra el
corion que en conjuncién a los pliegues uterinos forman la corioplacenta. Se observan varias
placas de absorcion de diferentes tamafios, siendo la placa dorsal la méas grande, ésta incluso se
puede observar macroscopicamente (Fig. 2. B). El epitelio uterino de las placas de absorcion es
columnar con nacleos centrales muy prominentes; el ectodermo coriénico tiene una capa externa
de células columnares binucleadas con nucleos globoides y células intersticiales delgadas que se
encuentran entre las columnares. Las regiones de la placenta que separan a las placas de
absorcidn son largos segmentos en los que el epitelio uterino es columnar sin plegamientos vy el

ectodermo corionico es de cuboidal a escamoso (Fig. 6).

Durante el estado de faringula se observa la salida y extension del alantoides invadiendo el
exoceloma dorsal y lateral debajo del tejido coridnico vascularizandolo, formando el
corioalantoides. Dorsalmente esta membrana forma una red amplia, mientras lateramente es mas
delgada. El ectodermo coridnico en la placa absortiva dorsal esta compuesto de las mismas
células descritas para la néurula, con células columnares muy altas. Esta es la contribucion
coridnica del futuro placentoma, delimitado periféricamente por segmentos de células epiteliales
uterinas y coridnicas escamosas. La mucosa uterina muestra pliegues en la zona dorsal, y es
menos plegado en la region lateral, el epitelio uterino es columnar y el tejido conectivo es

grueso albergando abundantes glandulas activas (Fig.9).
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Los ensayos inmunohistoquimicos para la enzima 3 HSD fueron negativos para todos los
tejidos de la placenta en estos estados (Fig.7; Fig.10.); para los PR fueron positivas las células
columnares del epitelio y el tejido conectivo de los elementos uterinos de toda la placenta, siendo

mas intensa en la zona dorsal y en las placas de absorcion laterales (Fig.8.).

Figura 6. Diagrama modificado de Jerez y Ramirez-Pinilla (2003), de una camara
embrionaria en estado del desarrollo néurula de Mabuya sp.

Nota: En este estado de gestacion las membranas extraembionarias y el epitelio uterino forman la
corioplacenta. pu: pliegues uterinos, cc; células coridnicas columnares binucleadas; eu; epitelio
uterino; gu; glandulas uterinas; pad; placa absortiva dorsal; pa; placa absortiva lateral; ce; células
coridnicas escamosas; tc: tejido conectivo; u; utero; sp: splacnopleura; vs: vasos sanguineos; ex:
exoceloma; sce: segmentos coridnicos de células escamosas; ys: saco de la yema; em: embrion.
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Figura 7. Cortes histologicos de la placenta de un embrion de Mabuya sp. en néurula,
tratada con inmunohistoquimica de AB para presencia de 3 HSD, el resultado es negativo.

Nota: (A). Polo embridnico, donde se observan largos pliegues uterinos y el corion hipertrofico
formando la placa absortiva dorsal (pad). (B). Detalle de la concavidad coridnica, se observa una
placa absortiva lateral y la transicion de las células coridnicas de columnares a escamosas (C).
Detalle de la placa absortiva dorsal, el recuadro encierra la zona de contacto de lo elemento
uterinos y embrionarios. (D). Detalle de placa absortiva dorsal. cc: células coridnicas columnares
binucleadas; ce; células coridnicas escamosas; pad: placa absortiva dorsal; eu; epitelio uterino;
gu; glandulas uterinas; pa; placa absortiva lateral; pu: pliegues uterinos; b; bolsa corionica, tc:
tejido conectivo; u; Utero. Barras de escala: (A): 250 um; (B y C): 160 pm; (D): 40 pm.
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Figura 8. Cortes histoldgicos de la placenta de un embrion de Mabuya sp. en néurula,
tratada con inmunohistoquimica de AB (A-D) y FITC (E y F) para presencia de PR, el
resultado es positivo.

Nota: (A). Placa absortiva dorsal, la zona encerrada muestra el contacto entre un pliegue uterino
y la células coridnicas. (B). Detalle de placa absortiva dorsal, la reaccion marrén se observa en el
citoplasma del epitelio uterino. (C). Placa absortiva lateral, tincidn positiva en el epitelio uterino.
(D). Detalle de una placa absortiva dorsal. (E). Zona dorsal, el cuadro encierra los pliegues
uterinos, la linea punteada delimita la zona de contacto de los pliegues uterinos con las células
coridnicas que forman la placa absortiva dorsal, en el tejido coriénico no se observa tincién. (F).
Detalle de los pliegues uterinos, se encontraron zonas sin tincién, de ndcleo no marcados por el
anticuerpo. cc: células corionicas; ce: células corionicas escamosas; eu: epitelio uterino; gu:
glandulas uterinas; pu: pliegue uterino; tc: tejido conectivo; u: Utero; un: ndcleos del epitelio
uterino. Barras de escala: (A): 100 um; (B): 30 pum; (C): 100 pm; (D): 30 um. (E): 60 um; (F):
20 pm.
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Figura 9. Diagrama de una cdmara embrionaria en estado del desarrollo faringula de
Mabuya sp.

Nota: En este estado de gestacion se inicia la aparicion del alantoides bajo el tejido coridnico,
formandose asi el corioalantoides; no se muestra el embrién en la figura. a: alantoides; cc;
células corionicas columnares binucleadas; ce; células coridnicas escamosas; vs: vasos; pad;
placa absortiva dorsal; eu; epitelio uterino; ex: exoceloma; gu; glandulas uterinas; pa; placa
absortiva lateral; sp: esplacnopleura; tc: tejido conectivo; ys: saco de la yema.
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Figura 10. Cortes histolégicos de placenta de un embrién en faringula de Mabuya sp.,
tratada con inmunohistoquimica de AB y FITC; resultado negativo para presencia de 3§

HSD.

Nota: (A). Zona dorsal de la placenta, el recuadro encierra la zona de contacto de los elementos
uterinos y embrionarios en la placa absortiva dorsal. (B). Detalle de la placa absortiva dorsal,
acercamiento del pliegue uterino y el corioalantoides. (C). Corte tratado con FITC no se observa
fluorescencia que determine la presencia de PR. a: alantoides en formacion; cc; células
coridnicas; cs: capilares sanguineos; pad: placa absortiva dorsal, eu; epitelio uterino; ex;
exoceloma; flechas: nucleos; sp; esplacnopleura. Barra de escala: (A): 100 um; (B): 30 um; (C):
20 pm.
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3.3. Gestacion media (Estados 34-35, n=3)

Durante estos estados de desarrollo embrionario el embrion estd casi completamente

formado; se caracterizan por el desarrollo progresivo de los miembros.

Durante la gestacion media se observo que el alantoides ha invadido el exoceloma dorsal y
lateral bajo el tejido coridnico. El alantoides es mas amplio en el polo embridnico y se une al
corion formando asi el corioalantoides, que en conjuncion a los pliegues que forman el epitelio
uterino en la zona embridnica forma una extensa placa absortiva dorsal (PAD), que daréa origen
maés adelante al placentoma. En esta zona el corioalantoides es plegado, el ectodermo coriénico
es bilaminar, la capa mas externa estd compuesta de células gigantes columnares con nucleos
muy prominentes ubicados en el centro y células delgadas intersticiales dispersas entre las
columnares. En el componente uterino la mucosa en su region dorsal forma igualmente pliegues
que se interdigitan con los corionicos, el epitelio es columnar y en la ldmina propia se encuentran
abundantes glandulas uterinas. Lateral y ventralmente a la placa de absorcion dorsal, el
ectodermo coridnico y el epitelio uterino al que se enfrentan forman segmentos de células
escamosas a cuboidales. Estos segmentos corresponden a las areas de intercambio de gases o
segmentos respiratorios. Intercalados con estos segmentos se encuentran regiones similares a la
placa de absorcion dorsal pero mucho mas cortas, en donde el ectodermo coriénico con celulas
columnares e intersticiales se enfrenta con células columnares del epitelio uterino, estas

corresponden a las placas de absorcion laterales (Fig. 11).
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La expresion de la enzima 3 HSD se localizé en las células columnares del epitelio
uterino y en las glandulas uterinas en la PAD vy las placas absorcion lateral; en los elementos
embrionarios, se localiz6 en las células gigantes del corioalantoides en la placa absortiva dorsal,
y en las placas de absorcion laterales (Fig.12. C y E); en los segmentos respiratorios no se

observo tincion (Fig.12.F).

Los PR se localizaron en el epitelio y el tejido conjuntivo del utero de todos los elementos
placentarios, en la PAD, en las placas de absorcion laterales y en los segmentos respiratorios
(Fig.15. A-C). No se observo tincion en ningn elemento embrionario (Fig.15. D). La reaccion
para PR es mas intensa que en la gestacion temprana pero igualmente fue especifica al

citoplasma del epitelio luminal uterino.

Estado 36 (n=2)

Las camaras de este estado mostraron embriones con las extremidades ya formadas, se
puede observar al estereoscopio el placentoma en la zona dorsal, las placas absortivas y el saco
de la yema en la zona ventral (Fig. 2. B y C). Al microscopio se observd un placentoma
mesometrial, de forma elipsoidal, presenta pliegues uterinos que irradian hacia las
invaginaciones del corioalantoides, mostrando una fuerte interdigitacion entre ambos tejidos. Los
pliegues uterinos consisten de mucosa uterina con ramificaciones, primarias y secundarias,
poseen tejido conectivo altamente vascularizado y epitelio sincitial, en el resto de la placenta el
epitelio uterino esta formado por células columnares (excepto en los segmentos respiratorios) y
la lamina propia contiene abundantes glandulas uterinas. Los pliegues corioalantdicos estan

formados por epitelio coridnico bilaminar con una capa basal de células planas y una capa apical
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formada de dos tipos celulares, las polimorficas binucleadas o gigantes y las intersticiales, este
epitelio coriénico yace sobre un alantoides amplio y vacularizado. Hacia la periferia del
placentoma, se encuentra una zona corta no plegada que delimita al resto de la cdmara
embrionaria, el paraplacentoma, aqui el epitelio coridnico es bajo, y polimérfico. En el resto de
la cdmara embrionaria se alternan segmentos sin pliegues y con epitelios corionico y uterino

escamosos, con las placas de absorcion laterales (Fig. 11).

La produccion de 3 HSD se localizo en las células de epitelio uterino, las glandulas
uterinas y en el epitelio corionico del placentoma y paraplacentoma en la zona embridnica
(Fig.12. Ay B; Fig.13. A-C) y en placas de absorcion laterales (Fig. 13. D); en los segmentos
respiratorios no se observé reaccion (Fig. 12. F). Los PR se observaron en las células columnares
del epitelio uterino del placentoma y paraplacentoma, en las células planas y escamosas de los
segmentos respiratorios, en el epitelio uterino de las placas de absorcion laterales y en el tejido

conectivo uterino (Fig.15.).
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Figura 11. Diagrama de una cémaréﬁvéﬁbirionari_é en gestacion media (estados 34-36)
Mabuya sp.

Nota: En este estado de gestacion las membranas extraembrionarias y el epitelio uterino forman
la placenta corioalantoica, la placa absortiva dorsal muestra muchas caracteristicas del
placentoma, considerandose asi en el estado 36 del desarrollo; no se muestra el embrion en la
figura. a: alantoides; ac: areolas corionicas; ce; células coridnicas escamosas; ci: células
corionicas intersticiales; cgb; células coridnicas gigantes binucleadas; eu; epitelio uterino; gu;
glandulas uterinas; pl: placentoma en formacion; si: sincitio uterino; pa; placa absortiva; tc:
tejido conectivo; sp: splacnopleura; vsa: vasos sanguineos del alantoides; ys: saco de la yema.
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Figura 12. Cortes histologicos de placenta de un embridn en gestacion media de Mabuya sp.
(estados 34-36), tratada con inmunohistoquimica de AB para presencia de 3p HSD.

Nota: El resultado es positivo en el placentoma, areolas coridnicas y placas absortivas, no se
encontrd tincién en los fragmentos respiratorios (A). Placentoma, el cuadro delimita la zona de
contacto entre los pliegues uterinos y el corioalantoides, la tincion marron (33 HSD-AB) se
observa en el epitelio uterino y la células coridnicas, el alantoides no marca. (B).Detalle del
placentoma. (C). Placa absortiva dorsal. (D). Areola coridnica, el cuadro encierra la zona de
contacto del epitelio uterino y el corioalantoides. (E). Detalle de una placa absortiva. (F).
Fragmento respiratorio, no se observa tincion (3 HSD-AB), por lo tanto en esta zona el
resultado es negativo. a: alantoides, cc: células corionicas binucleadas; ci: células coridnicas
intersticiales; cs: capilar sanguineo; eu: epitelio uterino, ec: epitelio corionico; gu: glandulas
uterinas; pu: pliegue uterino; s: sincitio uterino; tc: tejido conectivo. Barra de escala: (A y C):
170 pm; (B): 80 um; (D): 100 um; (E'y F): 30 um.
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Figura 13. Cortes histologicos de placenta de un embridn en gestacion media de Mabuya sp.
(estados 34-36), tratada con inmunohistoquimica de FITC para presencia de 3 HSD

Nota: (A). Paraplacentoma, el cuadro delimita la zona de acercamiento del epitelio uterino y el
corioalantoides (B). Detalle del paraplacentoma. (C). Placentoma, la linea punteada sefiala la
zona de contacto entre pliegue uterino y las células coridnicas. (D). Placa absortiva. pu: pliegue
uterino; tc: tejido conectivo; cc: células coridnicas; eu: epitelio uterino; a: alantoides; gu:
glandulas uterinas; nu: nlcleos. Barra de escala: (A): 60 um. (B y D): 20 pum (C): 100 pm.
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Figura 14. Cortes histoldgicos de placenta de un embrion en gestacion media de Mabuya sp.
(estados 34-36), tratados con inmunohistoquimica de AB para presencia de PR.

Nota: El resultado es positivo solo para el epitelio uterino y tejido conectivo. (A). Placa
absortiva dorsal, el cuadro delimita la zona de contacto entre los pliegues uterinos y el
corioalantoides. (B). Detalle de pliegues uterinos. (C). Epitelio uterino del paraplacentoma. (D).
Detalle de las células coridnicas del placentoma, no se observa tincion (PR-AB). a: alantoides;
cc: células coridnicas; ci: células coridnicas intersticiales; eu: epitelio uterino; nu: nacleos; pu:
pliegue uterino tc: tejido conectivo. Barra escala: (A). 100 um; (B-D): 30 um.
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Figura 15. Cortes histologicos de placenta de un embridn en gestacion media de Mabuya sp.
(estados 34-36), tratada con inmunohistoquimica de FITC para presencia de PR.

Nota: el resultado es positivo solo para el epitelio uterino y tejido conectivo. (A). Placentoma, el
cuadro delimita la zona de contacto entre los pliegues uterinos y el corioalantoides. (B). Detalle
del placentoma, el cuadro delimita un pliegue uterino. (C). Areola corionica encerrada en el
circulo, el cuadro encierra una placa absortiva. (D). Detalle una placa absortiva, las células
coridnicas no muestran tincion de evidente (PR-FITC). a: alantoides; ac: areola coronica; cc;
células corionicas; eu: epitelio uterino; nu: nucleos; pa: placa absortiva; pl: placentoma; pu:
pliegue uterino; tc: tejido conectivo. Barra de escala: (A): 100 um; (B): 30 um; (C): 30 um; (D):
30 pm.

3.4. Gestacion tardia (estados 39-40, n=3)

Estos ultimos estados los embriones estdn completamente formados y con un tamafio

similar al del nacimiento, presentan pigmentacién corporal y extremidades completamente

formadas con ufias. En las camaras embrionarias se pudo observar el placentoma, las placas
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absortivas y el saco de la yema y alta irrigacion sanguinea (Fig.2. E y F). Microscopicamente se
observa un placentoma maduro con fuerte interdigitacion entre el epitelio uterino y corionico, los
pliegues son profundos. El epitelio luminal forma un sincitio, el Utero en esta zona posee
abundantes glandulas activas. Los pliegues corioalantdicos estan formados por epitelio corionico
bilaminar con una capa basal de células planas y una capa apical formada por las células gigantes
binucleadas y las intersticiales, muy delgadas con uno o dos ndcleos. El epitelio coridnico
descansa sobre un alantoides amplio y vacularizado. En la periferia, rodeando al placentoma se
localizo el paraplacentoma; esta es una zona corta no plegada, que delimita al resto de la cAmara
embrionaria; aqui el epitelio coridnico es bajo, y polimérfico, el epitelio uterino luminal posee
células columnares, hay abundantes glandulas uterinas. El paraplacentoma esta delimitado del
resto de la camara embrionaria por una invaginacion profunda, el pliegue paraplacentomal, aqui
el epitelio corionico es mas bajo, y polimorfico, éste subyace sobre un alantoides amplio. A cada
lado de la invaginacion paraplacentomal, en el segmento que la separa del resto de la cAmara
embrionaria se observaron segmentos de corion con células externas escamosas y cuboidales,
enseguida a este segmento se encontraron las aréolas coridnicas que son pequefias concavidades
de epitelio corionico columnar mononuclear y células intersticiales delgadas muy similares al del
paraplacentoma y con un alantoides subyacente delgado; el epitelio uterino en esta zona es mas
bajo y permite la salida de glandulas secretoras uterinas activas. En la zona lateral y el
hemisferio abembridnico, la placenta se compone de segmentos respiratorios (con epitelios
uterino y coridnicos escamosos) alternados con placas de absorcion con epitelios corionico y

uterino columnares (Fig. 16).
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La produccion de progesterona 3 HSD se localizo en el epitelio uterino, en las glandulas
uterinas y en las células gigantes del corioalantoides en las regiones del placentoma,
paraplacentoma (Fig. 17. A, By C; Fig. 18.) y en las areolas corionicas (Fig. 17. E), es decir en
el hemisferio embridnico de la placenta, en los elementos del hemisferio abembridnico se
observo positivo en las placas de absorcion (Fig. 17. D. y F; Fig. 18. B.); los segmentos

respiratorios no mostraron reaccion positiva.

Los PR se localizaron en el tejido epitelial y conectivo de todos los elementos uterinos de
la placenta corioalantoica en los hemisferios embridnico y abembridnico, en esta Ultima etapa de

la gestacion la intensidad fue menor comparada con los estados anteriores (Fig. 19.).
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Figura 16. Diagrama de una cAmara embrionaria en gestacion tardia de Mabuya sp.

Nota: En este estado de gestacion esta presente la placenta corioalantoica, el placentoma maduro,
delimitado por un una zona no plegada el paraplacentoma; no se muestra el embrién en la figura.
a: alantoides; ac: areolas coridnicas; ca: corioalantoides; ce; células corionicas escamosas; Ci:
células coridnicas interstisiales; cgb; células coridnicas gigantes binucleadas; eu; epitelio uterino;
fpp: pliegue paraplacentomal; pa; placa absortiva lateral; pl: placentoma; si: sincitio uterino; sp:
splacnopleura; tc: tejido conectivo; vsa: vasos sanguineos del alantoides; ys: saco de la yema;
pp: paraplacentoma; fr: fragmentos respiratorios.
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Figura 17. Cortes histoldgicos de placenta de un embrién en gestacion tardia y final de
Mabuya sp. (estados 39 y 40), tratados con inmunohistoquimica de AB para presencia de 3

HSD.

Nota: (A) Zona mesometrial, la linea punteada sefiala el placentoma y una areola coridnica, el
cuadro encierra el paraplacentoma. (B). Acercamiento del placentoma; se observa un detalle del
pliegue uterino y el corioalantoides. (C). Paraplacentoma. (D). Placa absortiva. (E). Areola
coridnica. (F). Detalle de la areola coridnica, el cuadro encierra dos ndcleos en una célula
corionica. a; alantoides; ac; areola corionica; cc; celulas corionicas columnares; eu; epitelio
uterino; gu: glandulas uterinas; pl; placentoma; pp; paraplacentoma; su: sincitio uterino; tc: tejido
conectivo. Barras de escala: (A): 230 um; (B-C y E): 100 pm; (D): 80 pum; (F): 30 um.
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Figura 18. Cortes histoldgicos de placenta de un embrion en gestacion tardia de Mabuya sp
(estados 39 y 40), tratados con inmunohistoquimica de FITC para presencia de 3p HSD.

Nota: (A). Paraplacentoma, areola corionica y placa absortiva (B). Detalle de la zona
mesometrial, la zona encerrada es una glandula uterina. (C). Acercamiento paraplacentoma. a:
alantoides; cc; células coridnicas; eu; epitelio uterino; gu; glandulas uterinas; pa: placa absortiva;
pp: paraplacentoma. Barras de escala: (A): 80 um; (B 'y C): 20 pm.
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Figura 19. Cortes histologicos de placenta de un embrion en gestacion tardia y final de
Mabuya sp (estados 39 y 40), tratados con inmunohistoquimica de AB y FITC para

presencia de PR.

Nota: La reaccion solo se observa en los tejidos uterinos. (A). Paraplacentoma. (B). Detalle de
los elementos uterinos en el paraplacentoma. (C). Areola coridnica. (D). Detalle de un fragmento
respiratorio. (E). Placentoma, la linea punteada delimita un pliegue uterino. (F). Detalle de los
elementos uterinos en el paraplacentoma. a: alantoides; eu: epitelio uterino; ec: epitelio
coridnico; cc: células corionicas; gu: glandulas uterinas; tc: tejido conectivo. Barra de escala:
(A):100 pm: (B, Dy F): 30 um: (C y E): 80 pm.
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3.5. Westernblot (3 HSD)

El anélisis de Western blot con anticuerpo monoclonal para 33 HSD y anticuerpo
secundario FITC en los extractos de placenta mostraron los siguientes resultados (Fig. 20.). La
placenta de embrion en estado de gestacion media (Fig. 20. Linea 2) presentd una banda muy
intensa de peso molecular 47,3 KDa (correspondiente al pm de la enzima), con un volumen de
intensidad alto (Fig. 21). En el estado de gestacion tardia (Fig. 20. Linea 3) se observd una
disminucion de aproximadamente tres veces el volumen de intensidad comparada con la
gestacion media (Fig. 21) y en el estado de gestacion temprana (Fig. 20. Linea 4), se observo una
banda muy tenue, con un volumen muy bajo, que podria tomarse como el inicio de la aparicion
de la enzima (3 HSD) y por tanto el inicio de la produccion de progesterona (Fig. 21). La fig. 22
muestra los cambios de intensidad (pixel/saturacion) arrojados por el software de analisis Image
Lab v.5.2.1. en la placenta y el ovario en los diferentes estados de la gestacion. En este caso no

se uso un control de Background, por tanto se encontrd algunas bandas inespecificas.
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A

Figura 20. Western blot con anticuerpo monoclonal para 3 HSD y anticuerpo secundario
FITC en los extractos de placenta y ovario en Mabuya sp.

Nota: (A). Linea 1: marcador de peso molecular (Pm KDA), Linea 2: placenta en gestacion
media, Linea 3: placenta en gestacion temprana, Linea 4: placenta en gestacion tardia, Linea 5:
ovario en gestacion media, Linea 6: ovario en gestacion temprana, Linea 7: marcador de peso
molecular (Pm KDA) (B). Diagrama de western blot en 3D, la altura de cada banda representa la
intensidad (pixeles/saturacion).
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Figura 21. Picos de intensidad de las bandas del western blot con anticuerpo monoclonal
para 3p HSD y anticuerpo secundario FITC en los extractos de placenta y ovario de
Mabuya sp.

Nota: Los valores representan el volumen de intensidad (pixeles/saturacion).
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Figura 22. Histograma de intensidad de las bandas del Western blot para 3 HSD en los
extractos de placenta y ovario de Mabuya sp. en diferentes etapas de la gestacion.

Nota: Se usé la misma concentracion de proteinas en cada carril, se usé un calibrador de peso
molecular (Bio-Rad, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards).



DETECCION DE P4 Y PR EN PLACENTA DE MABUYA SP | 60

Tabla 1. Resumen de los elementos uterino y embrionarios presencia (+) o ausencia (-) de
enzima 3 HSD y receptores de progesterona PR en Mabuya sp. (++) Mayor concentracion,

(+) Menor concentracién.

Etapa de la gestacion/ estado Elementos de la placenta HSD PR
Huevos oviductales Elementos Epitelio uterino - ++
uterinos Glandulas uterinas - -
Tejido conectivo - +
Elementos Membrana de la - -
embrionarios cascara
Temprana/Néurula-Faringula Elementos Epitelio uterino - ++
uterinos Glandulas uterinas - -
Tejido conectivo - +
Elementos Células corionicas - -
embrionarios
Media (Estados 34-36) Elementos Epitelio uterino ++ ++
uterinos Glandulas uterinas ++ -
Tejido conectivo - ++
Elementos Células corionicas ++ -
embrionarios
Tardia (Estados 39-40) Elementos Epitelio uterino ++ +
uterinos Glandulas uterinas + -
Tejido conectivo - +
Elementos Células corionicas ++ -

embrionarios
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4. Discusion

El presente estudio permite evidenciar la produccion de progesterona por los tejidos uterinos
y embrionarios de la alantoplacenta de Mabuya sp. La produccion de P4 por parte de la placenta
inicia entonces en los estados posteriores a la faringula y se mantiene hasta el final de la
gestacion. Esta produccion ocurre simultdneamente con la degeneracion del cuerpo lateo a nivel

ovarico.

La placenta de otras especies de lagartos viviparos ha demostrado también tener actividad
estereidogénica relacionada con el proceso de lutedlisis, por ejemplo en Sceloporus jarrovi la
lutedlisis inicia hacia la mitad de la gestacion (Guillette et al., 1981) y la produccion de P4 por
parte de la placenta esta activa al final de la gestacion (Painter y Moore, 2005), la alantoplacenta

de S. jarrovi es de las méas simples en los lagartos viviparos (tipo I, Weekes, 1935).

En Barisia imbricata imbricata, una lagartija anguida vivipara que posee una placenta
igualmente simple (en la region mesometrial una placenta corioalantoica altamente vascularizada
y plegada, mientras que en el polo antimesometrial tiene una onfaloplacenta), el cuerpo luteo
sufre regresion al finalizar la primera mitad de la gestacion. En la segunda mitad hay actividad
esteroidogénica a partir de la onfaloplacenta, ya sea para producir hormonas como la
progesterona, o bien para depurar esteroides producidos por la hembra gestante (Martinez-Torres

et al., 2006; Martinez-Torres et al., 2006).
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En Chalcides chalcides, un scincido viviparo con una placenta especializada y placentotrofia
substancial, que provee nutrientes para el desarrollo fetal (Tipo I11; Weekes 1935; Blackburn y
Callard, 1997), se encontré que la localizacion de la 3 HSD es exclusiva del componente
materno e inicia hacia el final de la gestacion, la lutedlisis en esta especie inicia durante la mitad
de la gestacion, por lo que la produccion de P4 por la placenta al final de la gestacion relevaria la

producida en el cuerpo liteo que se ha degenerado en este esta fase (Guarino et al., 1998).

Asi, las especies de lagartijas viviparas muestran variacion en la vida atil del cuerpo luteo y
en si es necesario 0 no para el mantenimiento de la gestacion a término, al ser relevada su
funcion por la placenta (Blackburn, 2015). Por otro lado la produccion de la progesterona por
parte de la placenta puede ser tan frecuente en especies con placentas simples como en aquellas
con mayor complejidad (Painter y Moore, 2005). Demostrando asi que esta funcién no depende
de la complejidad estructural de la placenta, mas bien que la presencia o ausencia de esta
caracteristica puede estar relacionada con otros aspectos gestacionales como puede ser el tiempo

en el que inicia la lutedlisis y/o la duracion gestacional.

Para mamiferos se ha visto por ejemplo que en el perro doméstico, la enzima 3B HSD se
encontr6 en el CL hasta el dia 40 (gestacion aprox. 60 dias) en las zonas marginales, su
produccién permanece baja hasta el final de la gestacion; sin embargo, no se confirmé ninguna
reaccion en los tejidos placentarios (Nishiyama et al., 1999). En la cabra japonesa Capra
aegagrus hircus se encontraron resultados similares, la fuente principal de progesterona durante
la gestacion es el CL y no la placenta (Weng et al., 2005). En mamiferos con periodos de

gestacion largos como la vaca se ha encontrado que la placenta toma el rol de productor de P4
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tras la luteolisis, durante el dltimo tercio de la gestacion, esta especie tiene un periodo largo de
gestacion de 283 dias (8 meses) (Schuler et al., 1994); en el caballo se encontré que la placenta
produce progesterona a partir de la mitad hasta finalizada la gestacion, su periodo de gestacion
dura alrededor de 335 dias (10 meses) (Han et al., 1995). Por tanto, se ha observado que en
mamiferos eutherios con cortos periodos de gestacion, es el cuerpo lGteo y no la placenta, el
principal tejido productor de P4, por el contrario cuando la gestacion es méas larga que la fase
luteal es necesario un mecanismo que permita la continuidad de produccién de progesterona, en
el caso de Mabuya sp. asi como en los mamiferos antes mencionados es la placenta (Ryan,

1971).

En Mabuya sp. la produccion de progesterona se concentra en sitios especificos de la
placenta, donde la unién de los elementos maternos y embrionarios es estrecha y su células son
mas grandes y tienen caracteristicas especiales a las observadas en otras partes de la placenta.
Por ejemplo durante la gestacion media se produce en el epitelio uterino (las células son cubicas
con un amplio citoplasma) y corionico de la PAD, en el placentoma y en las placas de absorcion
laterales; y en la tardia, en las células del epitelio uterino y en las células coridnicas gigantes
binucleadas en el placentoma, en el paraplacentoma, en las areolas corionicas y en las placas

absortivas.

Aunque en otros reptiles no se ha evaluado la produccion de P4 en estructuras similares, este
resultado si es similar a lo encontrado en algunos mamiferos euterios. En bovinos, los sitios
primarios de estereidogénesis en la gestacion tardia, son los cotiledones fetales (representado por

células coridnicas) y los caranculos (componente uterino), estos forman sitios maltiples de
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interdigitacion materno-fetal, llamados también placentomas; la produccién de progesterona se
observo especificamente en la células gigantes binucleadas del trofoblasto (similares a las
encontradas en Mabuya sp.) y en menos concentracion en el epitelio caruncular (epitelio uterino)
(Schuler et al., 2008; Schuler et al., 1999). En los equinos la actividad de la enzima 33 HSD a
partir de la mitad de la gestacion, fue localizada en las células del trofoblasto, de unas estructuras
esparcidas por toda la placenta, los microcotiledones; en éstos el epitelio uterino (cripta) vy el
corioalantoides forman interdigitaciones similares al placentoma de Mabuya sp (Arai et al.,

2006).

En otros mamiferos euterios (con alantoplacentas regionalmente diferenciadas) como en la
oveja, la produccion de progesterona inicia en la gestacion media por las células del trofoblasto
(Ricketts y Flint, 1980). Para placentas difusas y no regionalmente diferenciadas, en el caso de la
ballena antartica Balaenoptera bonaerensis, se detecté actividad estereidogénica (P450scc)
durante la gestacion media, en las células del trofoblasto alrededor de toda la placenta, en la
region supranuclear de la células, la cual entra en contacto con el epitelio endometrial, en las
células de las interdigitaciones con el endometrio, que se especializan en el intercambio de gases
y la sintesis de hormonas (Sasaki et al., 2013; Sasaki et al., 2014). Aunque se han encontrado
variaciones, por ejemplo en el gato doméstico la produccién de P4 proviene de las células
deciduales (uterinas) de la placenta y en muy baja cantidad en la células del trofoblasto en las
zonas de maxima interdigitacion; asi el componente materno por tanto es la fuente principal de
P4 y difiere de lo encontrado en los demas mamiferos estudiados hasta ahora (Siemieniuch et al.,

2012).



DETECCION DE P4 Y PR EN PLACENTA DE MABUYA SP | 65

Esta informacion indica que en la mayoria de los casos estudiados (escamados viviparos y
mamiferos euterios) hay actividad estereidogénica placentaria, y especificamente produccion de
progesterona que se localiza preferencial pero no exclusivamente en las células coridnicas, las
cuales poseen gran tamafio, amplio citoplasma y en su mayoria son binucleadas (Hoffman y
Wooding,1993; Jerez y Ramirez-Pinilla, 2001), Estas caracteristicas mas la cercania e
interrelacion con los tejidos maternos, parecen ser comunes y favorables para la sintesis de esta

hormona durante la gestacion.

Los resultados del Western blot en los tejidos placentarios de Mabuya sp. confirmaron que
en estados muy tempranos la expresion de la enzima es nula, en estados embrionarios medios es
maxima, y en la gestacion tardia disminuye un poco mas de la mitad, probablemente para dar
paso a los movimientos uterinos que permiten el parto. En gatos domésticos se han encontrado
resultados similares; al realizar perfiles de concentracion de la progesterona en tejidos
placentarios las concentraciones de progesterona fueron bajas en gestacion temprana,
aumentaron en gestacion media y disminuyeron de nuevo en gestacién tardia (Braun et al.,
2012). Estos cambios en la expresion de 3 HSD a lo largo de la gestacion, podrian explicarse
primero por el rol que toma la placenta al reemplazar el cuerpo lGteo en la produccion de P4
hacia la mitad de la gestacion, y al final por la reduccion del suministro de sustrato, un mayor
metabolismo dentro del tejido y/o menos acceso a esteroides externos y por tanto una
disminucion en la produccion de P4; esto indicaria la posible co-expresion de varias enzimas
involucradas en el metabolismo de los esteroides en la placenta, que confieren un mecanismo
regulatorio para el mantenimiento de las diferentes concentraciones P4, necesarias para la

progresion y término de la gestacion (Li et al., 2005).
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La expresion de PR en la placenta de Mabuya sp. se observé durante todos los estados de
gestacion, localizada en el tejido conectivo y el epitelio uterino de toda la placenta. En algunas
zonas la reaccion se limitaba al citoplasma principalmente durante la gestacién temprana,
mientras que durante la gestacion media y tardia se encontraban tanto en el nacleo como en el
citoplasma de las células epiteliales uterinas. Estos tejidos son los principales blancos de la
accion de la P4, induciendo la inmovilidad uterina durante la gestacion (Mulac-Jericevic y
Conneely, 2004). Ademas, se ha visto que un buen nimero de genes en el Utero de mamiferos
como roedores, humanos y primates estdn directamente regulados por la progesterona, sin
embargo, su control y funcion no han sido esclarecidos todavia (Graham y Clarke, 1997). El
receptor de progesterona no solo usa sus funciones nucleares clasicas, también participa como
sefializador no genémico en la membrana celular, ademas de su habilidad de unirse al ligando en
el citoplasma, dimerizdndose y entrando al ndcleo para unirse al ADN resultando en la
activacion de los genes blanco, de modo que se puede encontrar tanto en el citoplasma como en
el nucleo, y esto depende de la funcion que esté realizando en el momento (Wetendorf y

DeMayo, 2014).

La expresion de PR ha sido descrita en tejidos conocidos por responder a estas sefiales de la
P4, principalmente el Gtero, el ovario y el higado, y por lo tanto los resultados confirman el papel

autorregulador de la P4 durante la gestacion (Al-Amri et al., 2012).

En Mabuya sp. la expresion de los PR disminuy6 al final de la gestacion. Asi mismo, en el
cerdo los PR se localizan en el epitelio uterino, el miometrio y las glandulas uterinas, desde la

gestacion temprana hasta poco antes del parto, disminuyendo su expresion hacia final de la
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gestacion expresadndose solo en el miometrio y las células del estroma uterino. Durante el ultimo
tercio de la gestacion no se observaron PR evidentes (Steinhauser et al., 2016), sin embargo es
probable que se deba a una muy baja concentracion de estos para la permitir la movilidad uterina

y dar paso al parto.

En la mayoria de mamiferos domésticos el estroma uterino y las células miometriales
siempre expresan PR y pueden responder a la progesterona por la produccion de factores
paracrinos que regulan la proliferacion y las diferentes funciones de los componentes uterinos
durante la prefiez (Spencer et al., 2004). En bovinos los PR se expresan en la células del estroma
caruncular de los placentomas, donde se puede observar proximidad del sitio de produccion del
ligando (P4). Esto puede reforzar la idea de P4 placental como un factor paracrino envuelto en la

regulacion y el mantenimiento de la gestacion (Schuler et al., 1999; Schuler et al., 1999).

5. Conclusiones

Basados en la deteccion de la enzima 3 HSD y los PR se concluye que la placenta
corioalantoica de Mabuya sp es un érgano endocrino con la capacidad de producir progesterona
en reemplazo del cuerpo luteo. Este papel endocrino en la produccion de la P4 se asocia con su

complejidad y converge con el de mamiferos euterios.

Los cambios de concentracion de P4 y la presencia de PR en el Gtero, sefialan la capacidad

que tienen los elementos uterinos de la placenta para responder a la presencia o ausencia de P4, y
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muestran el papel autorregulador que tiene este tejido y su importancia en el mantenimiento y fin

de la gestacion.

La presencia de los PR en citoplasma y nucleo de las células confirman su papel dual como

receptor nuclear y también sefializador no gendmico en la membrana celular.
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