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RESUMEN

El lagarto overo o iguana overa (Salvator merianae) es una especie de
lagarto de la familia Teiidae. Uno de los aspectos ha considerar, a fin de
aportar nuevos conocimientos respecto a esta especie, fue el sistema
digestivo y especificamente las hormonas gastrointestinales (Gl). Las
mismas son secretadas por células endocrinas que se distribuyen a lo largo
del tracto gastrointestinal ejerciendo un gran efecto en la regulacion,
movilidad y crecimiento del sistema digestivo como asi también sobre las
emociones y la conducta. Objetivos: describir la arquitectura histolégica del
duodeno, determinar a través de la técnica inmunohistoquimica la presencia
de células productoras de secretina. Para ello se utilizaron dos crias de
iguana overa del Criadero “El quebracho” de Agua de Oro (Cba). Se
tomaron muestras de duodeno, las mismas fueron fijadas en formol

bufferado al 10 %, incluida en parafina y procesada mediante la técnica
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histolégica convencional H/E. La deteccion de células S se realizd por
técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos comerciales. Resultados: las
tinciones de hematoxilina eosina permitieron describir la arquitectura
histolégica del 6rgano. La inmunoexpresion de secretina se observa en el
epitelio. Se concluye, que la morfologia del duodeno de la iguana overa
responde al patrén estructural basico observado en algunos reptiles. En esta

especie animal se determino la presencia de células S en el tejido epitelial.

PALABRAS CLAVE:

IGUANA OVERA-DUODENO-INMUNOHISTOQUIMICA-HORMONA-CELULAS S

INTRODUCCION

El género Tupinambis actualmente Salvator se distribuye
ampliamente al este de los Andes, en gran parte de Ameérica del Sur.
Actualmente se reconocen seis especies del género (7. duseni, T.
longilineus, T.merianae, T. quadrilineatus, T. rufescens y T. teguixin). La
especie Salvator merianae, es conocida vulgarmente como lagarto o iguana
overa.

El aparato digestivo de los vertebrados superiores, especialmente el
de los mamiferos, se encuentra ampliamente estudiado, sin embargo
existen pocos estudios referidos a aquellos animales que les preceden en la
escala evolutiva, como los peces, anfibios y reptiles (14). El sistema
digestivo de los reptiles, contiene todas las estructuras presentes en otros

vertebrados superiores, desde la cavidad oral hasta la cloaca (8).

En los reptiles el intestino es, en general, corto y en el tercio mas
cercano al estomago desembocan los conductos provenientes de las
glandulas digestivas (higado y pancreas). A la region proximal (duodeno) le
sigue una region distal (ileon), con funciones de absorcion. El intestino
grueso tiene como principal funcion la absorcion de agua y desemboca por
el recto en el coprodeo, (porcion ventral de la cloaca). Esta es una
estructura comun al aparato digestivo, urinario y reproductor. La abertura
de la cloaca al exterior, en los escamados, es transversal mientras que en

los cocodrilos es longitudinal (17; 4).



El intestino delgado del reptil puede ser muy plegado, como ocurre en
las tortugas, o relativamente recto como lo es en las serpientes (19). La
mucosa muestra vellosidades y las criptas intestinales poco desarrolladas en
la mayoria de las especies que pueden llegar a estar ausentes (15). El
epitelio de revestimiento del intestino delgado posee células de absorcidon
columnares (cilindricas) y células caliciformes. Por debajo del epitelio se
encuentra la lamina propia, de tejido conectivo laxo, en algunas especies las
glandulas o criptas intestinales estan poco desarrolladas, en otras especies,
suelen estar ausente (15). La capa muscular de la mucosa, se aprecia muy
delgada y esta constituida por una sola capa de células. La submucosa
separa la tunica mucosa de la tinica muscular. Esta ultima, se constituye de
fibras musculares lisas. Finalmente, la serosa, conforma la tUnica mas
externa. Mas alld del duodeno craneal, resulta dificultoso diferenciar las

regiones del intestino delgado (8).

El tracto gastrointestinal contiene una amplia variedad de células
endocrinas, denominadas colectivamente sistema “APUD” (Captacion y
Descarboxilacion de los Precursores de grupos Amino), concepto introducido
por Pearse en 1968. Actualmente denominadas células del sistema
enteroendocrino difuso (DNES) (9). Las células endocrinas del tubo
digestivo presentan forma triangular, ovalada o de pera, se caracterizan por
numerosos granulos secretores, comunmente concentrado en la regiéon infra
nuclear (20).

La presencia de las principales hormonas gastrointestinales tales
como gastrina, secretina, colecistoquinina, motilina entre otras, ha sido
demostrada sobre todo en mamiferos y en algunas especies de peces. Estas
hormonas estdn acompafadas, a lo largo del tracto digestivo, por otras no
menos importantes cuya funcion no es del todo conocida, como ocurre con
el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la sustancia P, somatostatina,
cromogranina y el neuropéptido Y. Ademas, las mismas se distribuyen en
diferentes porciones del tracto digestivo como el estébmago, duodeno,

yeyuno, ileon, colon y ciego (7).



La secretina fue la primera sustancia clasificada como hormona
gastrointestinal. Es un péptido lineal de 27 aminoéacidos, relacionada
estructuralmente con el péptido intestinal vasoactivo, el péptido inhibidor
gastrico, la gastrina y el factor hipotalamico liberador de la hormona del
crecimiento. Esta sustancia es liberada por las células endocrinas de la
mucosa del intestino delgado (células S) como respuesta a la acidificacion
de la mucosa antral. La secretina y el glucagén inhiben la liberacién de
gastrina, mientras que las catecolaminas estimulan su descarga (22).

Las células S se encuentran localizadas en el intestino delgado, en
concreto en el duodeno. Son las encargadas de producir secretina la cual
estimula a las células secretoras del sistema de conductos excretores del
pancreas para la liberacion de jugo pancreatico (elevado contenido en
bicarbonato y agua, pero escasas enzimas). Asimismo, estimula la secrecién

de bicarbonato por la bilis (18).

La técnica inmunohistoquimica permite identificar a las células
productoras de dicha hormona. Esta técnica consiste en detectar y localizar
antigenos (Ag) in situ (cortes de tejido, extensiones celulares e incluso
pequefios organismos u 6rganos in toto) utilizando anticuerpos (Ac) que
reconocen especificamente a ese Ag (2).

A fin de aportar nuevos conocimientos respecto a Tupinambis
merianae, uno de los aspectos a tratar es el sistema digestivo y
especificamente las hormonas gastrointestinales. Es por ello que es objetivo
de este trabajo describir la arquitectura histolégica del intestino y
determinar la presencia y distribucibn de la hormona gastrointestinal
secretina  en el duodeno de Tupinambis merianae mediante
inmunohistoquimica (IHQ).

Los datos obtenidos en el mismo colaboraran a llenar el vacio
proporcionado por la falta de datos biolégicos y morfolégicos en T.
merianae, consolidar la linea de
investigacion sobre la morfologia, y contribuir a la preservacion de las

especies.

MATERIALES Y METODOS



Se utilizaron 2 (dos) crias de iguana overa (Salvatore merianae) las
cuales fueron obtenidas del Criadero “El quebracho” de Agua de Oro
(Provincia de Coérdoba) a finales de marzo principio de abril; ya que el
periodo de cortejo y cOpula se extiende desde octubre hasta noviembre y
las crias nacen en el mes de Febrero (3).Las mismas fueron procesadas y se
les extrajo las correspondientes muestras de intestino, y se fijaron en
formol bufferado al 10%, para su posterior procesamiento por la tecnica
histologica convencional, y otra parte de las muestras seran sometidas a la
tecnica de inmunohistoquimica.

Las muestras fueron fijadas con formol neutro tamponado,
posteriormente las mismas se deshidrataron con baterias de alcoholes de
graduacioén creciente (70%,96%,100% y Benceno) para luego ser incluidas
en parafina. Se realizaron cortes de 4 um de espesor, los cuales se
obtuvieron mediante el uso de un micré6tomo de deslizamiento, se los estiro
en bafio histoldégico y se montaron en los portaobjetos.

Parte de las muestras fueron tefiidas con hematoxilina-eosina para la
observacién de las estructuras histolégicas. Para la determinacién de
secretina el resto de las muestras fueron procesadas por la técnica de
estreptoavidina-peroxidasa, esta uUltima se realizo de la siguiente manera:
las secciones del tejido se desparafinaron en xileno y alcohol-xileno durante
15 minutos en cada uno y se hidrato en soluciones de alcohol decreciente
(alcohol 100%, 96%, 80% y 70% respectivamente), luego se sometieron a
un bafio en PBS (tampén fosfato salino pH 7,2). Mas tarde, se realizo el
bloqueo de la peroxidasa endégena afiadiendo peréxido de hidrégeno al
PBS (H,O, de 30 volumenes diluidas en PBS 1/10) durante 30 minutos a
temperatura ambiente y luego se lavo con PBS durante 10 minutos. Luego
los preparados fueron cubiertos con solucion de bloqueo de los sitios de
union inespecifica (suero de caballo dilucion 1/100:50ul de suero en 5000ul
de PBS) y se incubaron en una camara humeda durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Poco después, se agrego el anticuerpo primario
(Anti-secretina Rabbit Anti-secretin (chicken) ICH 7313, dilucién de 1:800
en PBS), los preparados se incubaron durante 24 horas en una camara
hiumeda a 4° C. Transcurrido al tiempo se los lavo con PBS durante 10
minutos y se les afiadié el anticuerpo secundario anti-lgG biotinilado (link

del kit cell marque) y se incubaron durante 10 minutos en una camara



humeda a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se lavo con PBS y
se coloco el reactivo avidina-peroxidasa (Label del kit cell marque) seguido
de incubacion durante 30 minutos a cadmara humeda a temperatura
ambiente. La reaccion se desarrolld utilizando una solucion de
Diaminobencidina (DAB) en agua. Posteriormente se lavo los portaobjetos
con agua corriente y contra-tincibn con hematoxilina. Los portaobjetos se
deshidrataron en alcoholes el aumento de (70%, 80%, 96%, y 100), se
aclaré en alcohol-xileno y luego en xileno, luego se realizo el montaje.

Los resultados obtenidos por las técnicas descriptas seran evaluados
bajo microscopio 6ptico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). Se efectué un
registro fotografico de los mismos mediante una cadmara digital powershot
G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japén) incorporada al microscopio 6ptico.

Los resultados obtenidos por medio del estudio inmunohistoquimico
se expresaron, en forma cualitativa, segun la siguiente clasificacion:
Reacciéon intensa: (+++) Reaccibn moderada: (++) Reaccién débil: (+)

Reaccion negativa: (-)

RESULTADOS

En la fig. 1 se destacan las cuatro tunicas bésicas del aparato
digestivo, la tdnica mucosa se observa plegada, dichos pliegues constituyen
las vellosidades; la tunica submucosa; la tunica muscular constituida por
dos capas de fibras musculares y por ultimo observamos la tunica serosa.

En la fig. 2, se visualizan, a mayor aumento, los componentes de las
diferentes tunicas. La tunica mucosa destaca la presencia de vellosidades,
las cuales se hallan revestidas por un epitelio cilindrico simple, entre el que
se intercalan abundante cantidad de células caliciformes. Las glandulas
intestinales se encuentran ausentes. La lamina propia, rica en vasos
sanguineos, se proyecta en las vellosidades conjuntamente con haces
musculares de la muscular de la mucosa. La tunica submucosa se presenta
constituida por tejido conectivo denso. La tanica muscular, de musculo liso,
se dispone en una capa circular interna y una longitudinal externa. La
tunica serosa conserva las caracteristicas descriptas en las otras porciones

del tubo digestivo.



En la fig 3 se aprecia la tunica mucosa a mayor aumento, compuesta
por un epitelio cilindrico simple con presencia de células caliciformes. No se
observan glandulas intestinales. La lamina propia de tejido conectivo se
proyecta en las vellosidades, en las mismas se pueden observar vasos

sanguineos.

En la fig. 4 muestra la inmunoexpresion de una célula productora de
secretina, la misma se hallan localizadas entre las células del revestimiento
epitelial. Esta célula S presenta forma ovalada, nucleo desplazado hacia la
region basal y granulos distribuidos, preferentemente, en la zona apical.
Teniendo en cuenta que su extension se orienta hacia la luz del érgano, se

la puede clasificar como de tipo abierto.

DISCUSION

En este estudio la arquitectura del 6rgano de esta especie animal
presenta patrones similares a los descriptos tanto en humanos (19) y como
asi también en otras especies animales (10), el duodeno de Salvatore

merianae presenta las cuatro tunicas basicas del aparato digestivo.

En el duodeno, las estructuras se mostraron uniformes a lo largo de
toda su longitud. La mucosa intestinal se observé revestida por un epitelio
cilindrico simple (enterocito) a diferencia del columnar estratificado descrito
por Reese en 1913 en cocodrilos. A diferencia de los mamiferos, en iguana
overa no se observaron las glandulas intestinales en la lamina propia
coincidiendo ello con lo hallado por Patt y Patt, 1969 y Andrew, 1959. En el
epitelio de revestimiento del intestino; ademas de las células columnares de
absorcion (enterocitos), se identificaron células caliciformes. La distribuciéon
topografica y la estructura de dichas células fueron similares a lo descrito
por Luppa (1977), a diferencia de Reese (1913), en el cual no se
observaron células caliciformes. Los restantes componentes de la tunica

mucosa (ldmina propia, y muscular de la mucosa) como el resto de las



tdnicas que conforman la pared intestinal (submucosa, muscular y serosa),

coincidieron con lo descripto en cocodrilos (11; 8).

En cuanto a secretina, se identificaron células S en duodeno. Dichas
células se encontraron intercaladas entre las células epiteliales y
evidenciaron una marcacion intensa, mostrando diferentes formas y
tamafos. La mayoria revel6 una forma alargada y nudcleo desplazado, lo
cual coincidié con lo descrito en individuos adultos de diferentes especies,
ya que se mencionan formas que varian de redonda a piramidal en
humanos (19; 23); redonda, ovalada, de huso y triangular en caballos
adultos (5); y piramidal en otras especies domeésticas y salvajes (12; 6 ; 5).
Es asi que, en algunas células S, los granulos se ubicaron en la parte basal
de las mismas mientras que en otras lo hicieron en distintas areas
citoplasmaéticas (5; 10; 7). Asimismo, en este estudio, se observaron células
S con un citoplasma de apariencia homogénea, coincidiendo con lo citado en

humanos (24).

CONCLUSIONES

En este estudio a través de la técnica histolégica convencional de
hematoxilina/eosina, se logré determinar la arquitectura del duodeno de de
iguana overa (Salvatore merianae) el cual presenta las cuatro tunicas
béasicas del aparato digestivo. Histolégicamente se sefiala con particularidad
la ausencia de glandulas intestinales.Con la técnica de inmunohistoquimica
se determind la presencia de células S. Las mismas se encontraron entre las
células epiteliales de revestimiento. Las formas halladas fueron

principalmente alargada, similares a las descriptas en mamiferos.
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ANEXOS

Figura 1- Microfotografia de duodeno de iguana overa.. E: epitelio. Mucosa.

SM: tdnica submucosa. M: tunica muscular. S: serosa. Tincion H/E. 2,5x.

Figura 2- Microfotografia de duodeno de iguana overa. E: epitelio. V:
vellosidades. MM: muscular de la mucosa. SM: tUnica submucosa. M: tdnica

muscular. S: tdnica serosa. Tincién H/E. 10x



Figura 3- Microfotografia de duodeno de iguana overa. E: epitelio. V:
vellosidades. CC: célula caliciforme. LP: lamina propia. Tincion H/E. 40x.

Figura 4- Microfotografia de duodeno de iguana overa. Inmunoexpresion de
célula positiva a secretina (+++) Celulas S (flecha), E: epitelio. LP: lamina
propia.100x.



