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RESUMEN

El lagarto overo o iguana overa (Tupinambis 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 regulaciéon, movilidad y crecimiento del sistema digestivo como asi
también sobre las emociones y la conducta. Objetivos: describir la arquitectura
histolégica del estdmago y determinar a través de la técnica inmunohistoquimica la
presencia de células productoras de gastrina. Para ello se utilizaron dos crias de
iguana overa del Criadero “El quebracho” de Agua de Oro (Cba). Se tomaron
muestras de estomago, las mismas fueron fijadas en formol bufferado al 10 %o,
incluidas en parafina y procesadas mediante la técnica histolégica convencional. La
deteccioén de células G se realizé por técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos
comerciales. Resultados: las tinciones de hematoxilina eosina permitieron describir
la arquitectura histolégica del d6rgano. EI mismo presenta dos regiones: una
proximal con glandulas tubulares ramificadas con predominio de células mucosas
del cuello y células basoéfilas, y otra distal con glandulas tubulares simples con
predominio de células acidéfilas. La inmunoexpresion de células G se observo tanto
en epitelio, glandulas y tejido conectivo. Se concluye, que la morfologia del
estdmago de la iguana overa responde al patron estructural basico observado en

algunos reptiles. Se determina ademas la presencia de células G en esta especie.
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PALABRAS CLAVE:

IGUANA OVERA-ESTOMAGO-INMUNOHISTOQUIMICA-HORMONA-CELULAS G

INTRODUCCION

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

En Argentina, se las encuentra en la region oriental en ambientes mesofilos.
Ademas se distribuye en Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay (Brizuela y Albino.,
2010).

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 (Lacave, 1978). El sistema digestivo de los
reptiles, contiene todas las estructuras presentes en otros vertebrados superiores,
desde la cavidad oral hasta la cloaca (Elliot, 2007).

El estbmago de los reptiles varia en su forma de acuerdo a la especie
(Elliott, 2007). En las tortugas, el mismo presenta una curvatura mayor y una
menor, en cocodrilos el estbmago es sacular, en lagartos ovoide, mientras que el
estémago de serpientes es alargado (Madrid et al., 1989). Histolégicamente, Luppa
enl977 establece que la mucosa del estbmago varia entre los diferentes grupos de
reptiles. En el mismo, suelen distinguirse dos zonas o0 regiones: una region
proximal o fundica y una regiéon distal o pilérica (Ahmed et al., 2009). La mucosa
de la regién fundica consta de glandulas tubulares ramificada. Cada glandula esta
compuesta por una foseta gastrica y un cuerpo glandular (Elliott, 2007), estas se
encuentran formadas por diferentes tipos celulares: las células mucosas del cuello y
células oscuras (oxinticopeptic cells). Las células mucosas del cuello poseen
caracteristicas similares a las descriptas en mamiferos pueden estar presentes en
serpientes o ausentes en otros reptiles tales como las tortugas (Ahmed et al.,
2009).

Células enteroendécrinas han sido detectadas en el tracto gastrointestinal.
Las mismas poseen funciones similares a las estudiadas en mamiferos (Krause et
al., 1985; Ahmed et al., 2009).



Las mismas son hormonas metabdlicas secretadas en el tracto
gastrointestinal, siendo su secrecion estimulada por la presencia o ausencia de
determinados nutrientes (Relling y Mattioli., 2010). La mayoria de estas hormonas
son polipéptidos y aminas que han sido localizadas en otros tejidos y 6rganos,
teniendo alli, funciones no relacionadas a la digestion estableciendo vinculos entre
el TGl y otros 6rganos como el cerebro (Lilido y Ramirez., 2008). Dichas
sustancias, ejercen sus acciones a través de receptores que se encuentran unidos a
la membrana celular conocidas como proteinas G, que permiten la union de las
hormonas y los neuropéptidos con su receptor, el cual se encuentra presente en la
célula diana (Jimenez et al 1966).

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 estan
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
estbmago, duodeno, yeyuno, ileon, colon y ciego (Dauria et al, 2012).

La gastrina es un péptido que posee varias formas moleculares, es el
principal regulador de la secreci6on acida del estomago y también promueve el
crecimiento de la mucosa gastrica. Es el principal agente regulador de la secreciéon
acida del estomago (Torres Galan; 1995). Es producida por las células
enteroendocrinas G, localizadas en el duodeno y entre las células epiteliales de las
glandulas gastricas (Holmgren y Nilsson,1993 ; Yoshida et al., 1983).

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 (Badia et al., 2009).

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 estbmago y determinar la presencia y distribucion de la hormona
gastrointestinal gastrina en estomago 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 morfoldgicos 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 (Tupinambis merianae) las
cuales fueron obtenidas del Criadero “El quebracho” de Agua de Oro (Provincia de
Cérdoba) 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 (Bolkovic y Ramadori, 2006).Las mismas fueron procesadas y se les
extrajo las correspondientes muestras de estdmago e 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.

Procesamiento histologico del material

Las muestras fueron fijadas con formol neutro tamponado con el objetivo de
detener los procesos de degradacion que ocurren durante o tras la muerte celular
(autolisis y putrefaccion), insolubilizar los componentes celulares, dotar de
consistencia al tejido y facilitar las técnicas de tincion (Badia et al., 2009).
Posteriormente las mismas se deshidrataron con baterias de alcoholes de
graduacion 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 microtomo de deslizamiento, se los estiro en bafio
histolégico y se montaron en los portaobjetos. De cada muestra se prepararon
alrededor de 20 portaobjetos que contiene al menos dos secciones, a fin de ser
sometidos a las técnicas de tincion.

Los cortes de las regiones del estbmago fueron sometidos a la técnica
convencional de hematoxilina-eosina y a la técnica de estreptoavidina-peroxidasa
para la deteccién de antigeno presentes en el epitelio y glandulas del estdmago,
esta ultima 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 (tampédn fosfato salino pH
7,2). Mas tarde, se realizo el bloqueo de la peroxidasa enddgena 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
unién inespecifica (suero de caballo dilucién 1/100:50ul de suero en 5000ul de
PBS) y se incubaron en una camara hiumeda durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Poco después, se agrego el anticuerpo primario (Anti-gastrina Gatrin(H-
90) sc 20729,Lct # A31 C3 Santa Cruz , dilucibn 1/100), los preparados se



incubaron durante 24 horas en una camara humeda a 4° C. Transcurrido al tiempo
se los lavo con PBS durante 10 minutos y se les afiadié el anticuerpo secundario
anti-1gG biotinilado (link del kit cell marque) y se incubaron durante 10 minutos en
una cadmara 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 camara himeda a temperatura ambiente. La
reaccion se desarroll6 utilizando una solucién de Diaminobencidina (DAB) en agua.
Posteriormente se lavo los portaobjetos con agua corriente y contra-tincion con
hematoxilina. Los portaobjetos se deshidrataron en alcoholes el aumento de (70%,
80%, 96%, y 100), se aclar6 en alcohol-xileno y luego en xileno, luego se realizo el
montaje.

Los resultados obtenidos por las técnicas descriptas seran evaluados bajo
microscopio Optico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). Se efectu6é un registro
fotografico de los mismos mediante una camara digital powershot G6, 7.1
megapixels (Canon INC, Japdén) incorporada al microscopio 6ptico.

Los resultados obtenidos por medio del estudio inmunohistoquimico se
expresaron, en forma cualitativa, segun la siguiente clasificacion:

Reaccion intensa: (+++) Reaccion moderada: (++) Reaccion débil: (+) Reaccién

negativa: (-)

RESULTADOS

En la figura 1 podemos observar la regién proximal o regién fundica del estbmago,
en la cual se destacan las cuatro tUnicas basicas del aparato digestivo. La tdnica mucosa
se encuentra plegada, en la misma se observa un epitelio conformado por células
cilindricas dispuestas en una sola capa. Este epitelio presenta invaginaciones que dan
lugar a las denominadas criptas gastricas. Tanto en la superficie como en las criptas el
epitelio es de tipo cilindrico simple. Por debajo de este, encontramos una lamina propia de
tejido conectivo laxo en el cual se destaca la presencia de glandulas gastricas. Las mismas
en esta regién son tubulares ramificadas, en ellas se puedan observar células mucosas del
cuello y células con caracteristicas morfoldgicas similares a las células principales y
parietales descriptas en mamiferos. La tunica mucosa se completa con una muscular de la
mucosa de tejido muscular liso dispuesto en dos capas: circular interna y longitudinal
externa. Luego se aprecia la tunica submucosa de tejido conectivo denso con abundantes

vasos sanguineos y también se destaca la presencia de plexos nerviosos.



La tudnica muscular se observa dispuesta en dos capas circular interna y
longitudinal externa, entre ellas se aprecia el plexo mientérico. Este érgano se completa
con una delgada capa que se corresponde a la tunica Serosa.

En la figura 2 se aprecian a mayor aumento las células que componen las glandulas
gastricas de la region proximal del estbmago. Se observan en la region del cuello células
levemente tefiidas de forma cilindrica muy parecidas a las células epiteliales con un nucleo
en la region basal las mismas corresponden a las células mucosas del cuello. Ademas se
observaron células cuboides o de forma poliédricas que presentan diferentes intensidades
de tincion. En esta region son mas abundantes aquellas tefiidas basodfilas cuya
caracteristica responde a las descripciones realizadas en mamiferos para células
principales, sin embargo también podemos observar células de color rosado a rojo
similares a las células parietales aunque las mismas se encuentran en menor nimero.

La figura 3 muestra la region distal o pildrica, en ella se puede apreciar una tdnica
mucosa compuesta por un epitelio de tipo cilindrico simple. La lamina propia se destaca
por presentar tejido conectivo laxo y glandulas tubulares simples. Estas glandulas
presentan células mucosas del cuello y células aciddéfilas en abundante cantidad y escasa
células basdfilas similares a las células principales del estbmago de mamifero. La muscular
de la mucosa se halla dispuesta en dos capas de tejido muscular liso. Por debajo de esta
se encuentra la tunica submucosa de tejido conectivo denso con vasos sanguineos y
plexos nerviosos. La tdnica muscular se dispone en una capa muscular circular interna y
una longitudinal externa ambas de tejiso muscular liso. La serosa se observa como una
delgada capa compuesta por tejido conectivo y un mesotelio.

Las glandulas gastricas de la region distal o pilérica del estbmago en la figura 4 se
caracterizan, a mayor aumento, por la presencia de células mucosas del cuello. En esta
regién se destaca la presencia de células con forma poliédrica y ndcleo ubicado en la
regién basal tefiidas intensamente de color rosado, las mismas se encuentran en gran
cantidad que recuerdan a las células parietales. Otro tipo celular puede observarse en
menor cantidad tefidas de color violeta claro, cuyas caracteristicas morfolégicas se
corresponden a descripciones para células principales realizadas en estdmago de
mamifero.

La figura 5 muestra la inmunoexpresiéon de una célula productora de gastrina en
estbmago, regiéon proximal. La célula G se observa en el epitelio glandular, con forma
triangular, tipo cerrada con nucleo basal redondo, el cual se muestra poco tefido. Los
granulos se presentan distribuidos en forma semilunar alrededor del nucleo algunos se

observan intensamente tefidos.



DISCUSION

En este estudio la arquitectura del 6rgano de esta especie animal presenta
patrones similares a los descriptos tanto en humanos (Ross y Pawlina, 2012) y como asi
también en otras especies animales (Gazquez Ortiz y Blanco Rodriguez, 2004), el
estomago de Tupinambis merianae presenta las cuatro tlunicas bésicas del aparato
digestivo.

La tdnica mucosa se observa de manera similar a la descripta en cocodrilos tal
como lo menciona Ahmed et al., 2009, en el cual, la morfologia de la células de las
glandulas gastricas presentan cambios morfologicos desde la region proximal a distal de la
mucosa del 6rgano, a diferencia del Varanus niloticus, en el cual se describe un solo tipo
celular presente en las glandulas gastricas (Ahmed et al., 2009; Elliot, 2007).Nuestros
estudios revelaron en coincidencia con dichos investigadores que las células mucosas del
cuello se encuentran a lo largo de toda la mucosa del estbmago mientras que las oxintico-
pépticas van variando tanto la intensidad de tincién como su distribucion de acuerdo a las
diferentes zonas del estdmago.

Mientras que las células baséfilas se encuentran en mayor cantidad en la zona
fundica o proximal, las acidofilas lo hacen en la zona distal. Las células basdfilas en
nuestro estudio presentaron caracteristicas similares a las células principales descriptas en
humanos (Ross y Pawlina, 2012). Por su parte, las células aciddéfilas se evidenciaron en
mayor cantidad en la zona distal o fundica, las mismas se apreciaron con caracteristicas
similares a las descriptaspara células parietales, de forma mas o menos triangular, con su
base apoyada en la lamina basal y el vértice dispuesto hacia la luz glandular. El ndcleo es
presentd forma esferoidal y el citoplasma tefiido con eosina, facilmente distinguibles al
microscopio 6ptico, tal como las describe Geneser, 2000 en humanos.

Las células enteroendocrinas G productoras de gastrina, se estudiaron en las
distintas zonas del estomago aplicando la técnica inmunohistoquimica. La deteccion de
células G productoras de gastrina se realizé de acuerdo a lo propuesto por Gazquez Ortiz
and Blanco Rodriguez, 2004. Los mismos hacen referencia a las células endocrinas del
estdbmago, sin precisar especie animal alguna, como aquellas que se localizan en la base
de las glandulas fundicas en contacto con la membrana basal no siendo observables con
las tinciones de rutina de laboratorio. Las células G en el presente trabajo se estudiaron
aplicando la técnica inmunohistoquimica, siguiendo el protocolo establecido por Ravi R, en
1998

En las diferentes muestras examinadas de iguana overa a las que se les practico la
tincion de Hematoxilina/Eosina, la identificacion de células enteroendocrinas G resultd
dificil de observar. Esto coincide con lo mencionado en algunas citas bibliogréaficas

relacionadas con humanos (UCGS, 2007) y animales domésticos (Gazquez Ortiz, et al.,



2004). Sobre el particular, Ross et al., 2005, atribuyen esta dificultad a la escasez de RNA
y membranas, lo cual imprime a la célula una escasa basofilia y acidofilia
respectivamente, que se traduce en la consecuencia mencionada precedentemente. Desde
el punto de vista morfolégico, en individuos adultos de diferentes especies, se describen
formas celular que varian de redonda a piramidal en humanos (UCGS, 2007; Ross y
Pawlina, 2012); redonda, ovalada, de huso y triangular en caballos adultos (Ceccarelli et
al., 1995); piramidal en otras especies domésticas y salvajes (Kitamura et al., 1990;
Ceccarelli et al., 1995); y células de formas redondeadas y piramidales en fetos de caballo
(Dauria, 2011).

En este estudio preliminar las células G observadas en nuestro trabajo presentaron
las caracteristicas tipicas de una célula de secrecion endocrina. Se encontraron células G
tanto en la region fundica como pilérica. Las mismas se hallaron tanto en el epitelio
glandular como en el epitelio de revestimiento, ademas en tejido conectivo interglandular.
Las formas observadas se presentaron en algunos casos piramidales, en otros se
apreciaron redondas, los nucleos se presentaron redondos y alargados respectivamente
ubicandose, los primeros en la porcién central de la célula, y los segundos en la parte
basal de la misma, esto concuerda con lo observado por otros investigadores en otras
especies animales (Kitamura et al., 1990; Ceccarelli et al., 1995; Dauria, 2011).

Por otro lado, la distribucién de los granulos en las células con inmunomarcacioén
positiva, en las muestras estudiadas, mostré cierta variacion ya que aquéllos no sélo se
ubicaron en la parte basal de la célula, como habitualmente se describen en algunas
especies animales (Gazquez Ortiz y Blanco Rodriguez; 2004); sino también se localizaron
en otras areas de la superficie celular coincidiendo con estudios realizados en fetos de

caballo por Dauria, en 2011.

CONCLUSIONES

En este estudio preliminar a través de la técnica histoldégica convencional de
hematoxilina/eosina, se logré determinar la arquitectura del estdbmago de de iguana overa
(Tupinambis merianae) el cual presenta las cuatro tunicas basicas del aparato digestivo.
Histol6égicamente, el mismo presenta dos zonas o regiones: una proximal o fundica y una
zona distal o pilérica, lo cual, en ciertos aspectos, guarda similitud con lo descripto en
otros reptiles. Con la técnica de inmunohistoquimica se determiné la presencia de células
G tanto en la zona fundica como pildrica. Las mismas se encontraron entre las células
epiteliales de revestimiento, en la glandula géstrica y en el tejido conectivo interglandular.

Las formas halladas fueron similares a las descriptas en mamiferos.
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ANEXOS

Figura 1- Microfotografia de la region proximal o region fundica del estbmago. E: epitelio. LP: l[amina
propia. GG: glandula géastrica. MM: muscular de la mucosa. SM: tdnica submucosa. M: tdnica

muscular. Tincion hematoxilina /eosina.10x.
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Figura 2- Microfotografia de la regidon proximal o region fundica del estdmago. E: epitelio.
(flecha)Célula mucosa del cuello. (flecha)célula acidéfila. (flecha)célula basdéfila. Tincion

hematoxilina /eosina.40x.

Figura 3- Microfotografia de la regién distal o region pilérica del estbmago. E: epitelio. LP: lamina
propia. GG: glandula gastrica. MM: muscular de la mucosa. SM: tdnica submucosa. M: tudnica

muscular. S: serosa. Tinciéon hematoxilina /eosina.10x.
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Figura 4- Microfotografia de la regién distal o region pilérica del estébmago. E: epitelio. (flecha)Célula
mucosa del cuello. ( flecha)célula acidéfila. (flecha )célula basoéfila. Tincion hematoxilina

/eosina.40x.

Figura 5. Inmunoexpresion de célula productora de gastrina en estdmago de iguana overa. (flecha)
Célula G. GG: Glandula géastrica. 100x.
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