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Hay veces que en la vida
perdemos la esperanza
naufraga nuestra barca y
nuestro amor
y en el andar errante
de eternos caminantes
por cada risa, siempre hay un dolor.

En cada despedida
hay penas escondidas
en cada adios hay algo que olvidar,
también en cada encuentro
se olvidan sufrimientos
con una mano amiga
que estrechar.

Vivir
a Veces es,
reir,
también llorar
Vivir es una carta por jugar.
Vivir
a veces es
perder,
también ganar
vivir es un mafana que esperar.

Por cada invierno frio
en tu jardin sombrio
hay una primavera que esperar,
por cada amor que muere
hay otro amor que quiere
nacer con la esperanza
de llegar.

Ya ves que todo pasa
que siempre hay un mafiana
gue no vale la pena abandonar,
que siempre hay una puerta abierta a la esperanza,
que siempre hay un camino
por andar.
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RESUMEN

El Cuerpo Luteo (CL) es una glandula endocrina transitoria presente en todas las
hembras gravidas de los vertebrados y es la fuente principal de Progesterona (P, )
ovarica durante la prefiez en los reptiles escamosos. Debido a su capacidad de producir
esta hormona, al CL le han asignado un papel importante en los fendmenos relacionados
con la prefiez, entre los que destacan: almacén de espermatozoides, transporte del huevo
y el mantenimiento de la gestacion.

La retencidn de espermatozoides es una estrategia comun que utilizan las hembras
de diversas clases de vertebrados para resolver algunos de los siguientes problemas
reproductores tales como: escasez de machos con respecto a las hembras; ciclos
reproductores asincronicos, varias puestas en una sola temporada reproductiva, etc.
Particularmente los reptiles, pueden almacenar espermatozoides viables en un Sistema
de Tabulos Especiales (STE) por tiempos prolongados, éstos se encuentran en la vagina,
el utero o el infundibulo. En los lacertilios la vagina es el sitio principal de almacén de
espermatozoides. Se ha propuesto que el STE tiene funciones nutritivas y protectoras y
que durante el tiempo de retencion los espermatozoides maduran; sin embargo se
desconocen cuales son los mecanismos endocrinos que permiten el almacén de
espermatozoides. Para empezar a esclarecer este ultimo topico se desarrolld el presente
trabajo el cual tuvo como objetivo determinar el efecto de la lutectomia sobre los niveles
plasmaticos de P4y la retencion de espermatozoides en la lagartija vivipara Sceloporus
mucronatus.

Se colectaron hembras adultas poco tiempo después de la temporada de
apareamiento (a fines de Noviembre) y fueron transportadas al Laboratorio de Biologia
de la Reproduccion. Se marcaron por ectomizacion de falanges, al dia siguiente de la
captura se realizaron lavados cloacales periddicos (cada 15 dias) para confirmar la
presencia de espermatozoides. Tres a seis dias después de la ovulacion fueron extirpados
los Foliculos Atrésicos Viteldgenicos (FAVS) y los CLs. Los CLs y FAVs se fijaron en
Formol amortiguado al 10% y se procesé para la técnica histoldgica de rutina y se
tifieron con Hematoxilina y Eosina. Por otro lado se incluyé un FAV y un CL en Tissue-
tek, se congelaron inmediatamente en una mezcla de Co2 solido-Acetona y se realizd un
ensayo histoquimico para determinar la actividad de la enzima A>* 3B-Hidroxiesteroide
Deshidrogenasa (A”* 3B-HSD). Previo a la cirugia se tomd mediante puncion cardiaca
una alicuota de sangre de 250 ul, la cual se centrifugo para obtener el plasma y se
congeld a —40°C y 15 dias después se realizé el mismo procedimiento (2 muestras por
cada organismo), hasta el momento del Radioinmunoanalisis para P, .



En todas las hembras colectadas se detectaron espermatozoides moviles antes y
después de la cirugia (hasta el 4 de Febrero). En los cortes histologicos se observo que el
CL estaba en proceso de formacion y el ensayo histoquimico demostré que presentan
una intensa actividad de la enzima A>* 3B-HSD. En relacién a los FAV la actividad de
esta enzima fue débil. Sin embargo, los niveles de P, obtenidos antes y después de la
cirugia no difirieron significativamente, por lo que es posible que exista un 6rgano
secundario extraovarico capaz de producir P, . Por lo resultados anteriormente
expuestos se concluyd que los CLs no son indispensables para la retencion de
espermatozoides, sin embargo no se descarta la participacion de la P4en dicho evento.



INTRODUCCION

Todas las especies que existen en la tierra tienen como caracteristica fundamental
la capacidad de procrear nuevos individuos. La reproduccion es el medio por el cual un
organismo produce descendientes y les transmite una dotacidén genética en la que se
hallan codificadas las directrices para el desarrollo de las caracteristicas generales,
morfologicas y fisiologicas de su especie, las cuales los distingue como individuos. Asi
mismo permite la continuidad de la especie y es fuente de variabilidad. (Gardiner, 1978).

El sexo y la reproduccion son dos procesos distintos. La reproduccion involucra la
creacion de un nuevo organismo. El sexo involucra la combinacion de genes de dos
individuos diferentes. La reproduccion en ausencia de sexo es caracteristica de
organismos que se reproducen asexualmente (Gardiner, 1978). La union de dos distintos
procesos como el sexo y la reproduccion es la caracteristica fundamental de la
reproduccién sexual y con la cual se han llevado acabo dos importantes avances. El
primero es el mecanismo de meiosis, proceso por el cual el complemento diploide del
cromosoma es reducido al estado haploide. El segundo, la aparicion de un mecanismo
mediante el cual las dos diferentes células que participan en la reproduccion (los
gametos) se pueden reconocer una a otra (Gilbert, 2003).

Existe otra modificacion dentro de la reproduccion, en donde participa una célula
especializada (el ovocito) pero sin que ocurra la fecundacion (Cuellar, 1970). La
Partenogénesis es un tipo especial de reproduccion, ya que los gametos pueden
participar en esta sin la incorporacion de material genético de otro individuo. Por lo que
este tipo de reproduccion es una variante muy particular de la reproduccién asexual,
pero también es considerada como sexual monogamética. En este caso el ovocito una
vez formado desarrolla un nuevo organismo aunque no halla sido fecundado, los
productos son diploides. Este tipo de reproduccion se presenta en algunos rotiferos y en
insectos como Apis melifera (Gémez-Pompa, 1973). En los vertebrados también existen
especies que se reproducen partenogeneticamente. Un caso que ha Ilamado
poderosamente la atencion es el de la lagartija ovipara Cnemidophorus uniparens
(Cuellar, 1970).



Estrategias Reproductivas

Debido a la necesidad de llevar a cabo la reproduccidn, las diferentes especies
disefiaron diversas tacticas que les permitieron superar las barreras que interfieren en el
proceso reproductivo y asi incrementar la oportunidad de encuentro entre los gametos de
machos y hembras. La forma de superar estas barreras permitio que evolucionaran
diferentes estrategias.

La fertilizacion interna es una estrategia reproductora que se ha desarrollado
independientemente en diferentes grupos de vertebrados. Generalmente ha sido
acompafiada por la reduccion en el namero de ovocitos maduros, los cuales son
liberados simultaneamente. Sin embargo, el niUmero de espermatozoides sigue siendo
alto (VanTienhoven, 1983). Esta, ademas es una estrategia muy eficiente que permitio a
los organismos invadir nuevos héabitats. Esto implicO cambios en la conducta
reproductiva y en el aparato reproductor (Jameson, 1988).Una adaptacion importante en
el macho para llevar a cabo la fertilizacion interna es el desarrollo de un drgano
intromitente para la copula, cuya funcion es depositar los espermatozoides en el tracto
reproductor de la hembra. En la mayoria de los anfibios la fertilizacion es externa, sin
embargo en las hembras de algunos urodelos se ha modificado la cloaca; de tal manera
que les permite tomar el espermatoforo depositado por el macho en el suelo sin que halla
contacto entre ambos (Montagna, 1976).

Los reptiles han desarrollado verdaderos organos copuladores. Las tortugas y
cocodrilos, asi como algunas aves y todos los mamiferos presentan un solo pene, en
cambio las lagartijas, serpientes y anfisbenidos han desarrollado un par de 6rganos
copuladores conocidos como hemipenes (Fig.1). Incluso, algunas especies de lagartijas a
su vez han implementado algunas otras adaptaciones. Por ejemplo el camaleon
americano (Anolis carolinensis) utiliza un sensor que le indica cuando extender el
hemipene de forma ipsolateral a los testiculos (VanTienhoven, 1983).

Figura 1. Hemipenes de un lacertilio,. Tomada de http//www.gogle.com.mx.



Algunas especies de serpientes ademas forman un tapon copulatorio. Este tapon es
formado por secreciones del segmento sexual del rifién. Esta estrategia no solo preveé la
probable salida de los espermatozoides, sino que previene e impide gque otros machos
inseminen a la misma hembra (VanTienhoven, 1983).

A pesar de que la fertilizacion interna asegura el encuentro de los gametos,
existen diversas estrategias que han sido implementadas para optimizar el encuentro de
ellos. Inicialmente la liberacion sincronica de gametos (sincronia entre la ovulacién vy la,
copula) resultd ser un mecanismo sumamente eficiente, sin embargo cuando se presentd
un desfasamiento entre la liberacion del ovocito y la copula, los organismos disefiaron
otras estrategias entre las que destaca el almacenaje de espermatozoides.

En varias especies de teledsteos y anfibios, la fertilizacion es interna. En estas
especies asi como también en reptiles, aves y mamiferos los espermatozoides pueden ser
almacenados en el tracto reproductor de las hembras por un periodo determinado de
tiempo (Jameson, 1988).



ANTECEDENTES

La clase Reptilia incluye los Ordenes: Sphenodontida, Testudines, Crocodylia y
Squamata. Los Subordenes Amphisbaenia (culebrilla ciega), Serpentes (serpientes) y
Sauria (lagartijas) conforman el grupo de los escamosos (Sever, 2002). La mayoria de
los reptiles incluyendo todos los cocodrilos y tortugas son oviparos, pero algunas
lagartijas y serpientes son viviparos (Xavier, 1987).

Almacén de espermatozoides en reptiles

Los reptiles al igual que las hembras de otros vertebrados, almacenan los
espermatozoides en alguna region del aparato reproductor (Sever, 1999).

Las tortugas tienen un &rea extensa en la mitad anterior del oviducto llamado
tubo, en la cual se encuentra la glandula secretora del albumen (Fig.2). En la parte final
de esta region algunas glandulas son utilizadas también como un sistema de tabulos
especiales (STE) para el almacén de espermatozoides. EI STE también ha sido reportado
en la region uterina cerca a la unidn Gtero vaginal (Sever, 2002).

Oviducto de Torituga

Region del Tuho (I
Albumen (A)

Isimo (I)

Litexro (LN

Yagina (V)

Figura 2. Oviducto de tortuga. Tomado y modificado de Gist y Gongdon, 1998.



En serpientes el STE para el almacén de espermatozoides se ubica en una region
pequefia entre el infundibulo y el Gtero llamado tubo uterino o simplemente infundibulo
anterior (Fig.3). Esta region se distingue porque carece de glandulas (Sever, 2002).

Inter-emhrionaria

Cloaca

Figura 3. Oviducto de serpiente. Tomado y modificado de Sever, 1999.



En lagartijas los espermatozoides se almacenan en un STE que se presenta
fundamentalmente en la vagina (Fig.4), asi como en diferentes regiones del oviducto
entre las que destaca el infundibulo (Cuellar, 1966). La vagina es la camara principal
para el almacén de espermatozoides, que ademas muy posiblemente podria desemperiar
funciones nutritivas y protectoras de estos gametos (Adams y Cooper, 1988).

Infundibulo

Segmento
contorneado

Figura 4. Oviducto de lagartija. Tomado y modificado de Romer, 1970.



Este STE se encuentra entre los surcos de los pliegues vaginales, como se puede
observar en la Fig.5. Estos receptaculos seminales consisten de un tdbulo simple o
ramificado formado por una sola capa de células epiteliales, que a su vez es rodeada por
otra capa de células ciliadas (Cuellar, 1966).

Los tubulos especiales para el almacén de espermatozoides no siempre son rectos
(Cuellar, 1966). Tienen un rango aproximado de 13 y 40 um de diametro, algunos son
relativamente pequefios en longitud pero al parecer alcanzan las 500 um (Fox, 1963).

Figura 5. Corte histolégico de oviducto de lagartija. Tomado y modificado de Kumari et al. , 1990.



TIEMPO DE RETENCION

El periodo de retencion de espermatozoides en los diferentes grupos de
vertebrados difiere marcadamente. En aves se observa un periodo de 8 a 117 dias y el
sitio de almacén es en la unidén U(tero-vaginal. En mamiferos las estructuras
especializadas parecen estar ausentes aunque el periodo de retencién puede ser menor a
24 horas; sin embargo en algunos murciélagos se ha observado hasta 198 dias (Birkhead
y Moller 1993). En reptiles el tiempo de retencién varia de algunos dias a varios afios,
como se puede observar en la tabla 1 (Gist y Gongdon, 1998; Villagran et al. , 1992).

ESPECIE TIEMPO DE RETENCION
SERPENTES
Agkistrodon contortrix 11 dias
Leptodeira annulata 6 afos
Acrochordas javanicus 7 anos
SAURIA
Eumeces egregius 1 mes
Chamaeleo hoehnelii 273 dias
Uta stansburiana 3 meses
Holbrokia propingua 74 0 78 dias
Sceloporus gramicus 3 meses
Urosaurus ornatus 4 meses

Tabla 1. Tiempo de retencion de espermatozoides en distintos reptiles. Adams y Cooper, 1998 y
Villagran-Santa Cruz, 1992.

Hasta el momento se desconocen los mecanismos que estan involucrados en la
retencion de los espermatozoides, sin embargo es muy posible que el control este a
cargo del ovario ya que regula la actividad del oviducto, Gtero y vagina (Martinez-
Torres, 2006).
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Morfologia del Ovario

Los ovarios son estructuras huecas de forma oval o alargada, estan sostenidos a la
pared del cuerpo por el mesovario. La cavidad central se encuentra llena de linfa,
variando su composicién a lo largo del afio. En la corteza es posible observar foliculos
previtelogénicos (FPVs), foliculos vitelogénicos (FVs) asi como foliculos atrésicos
(FAs) (Fig.6). En la estacion reproductora el ovario incrementa su tamafio debido a la
vitelogénesis folicular. Durante la fase de gestacion es posible observar la presencia de
cuerpos lateos (CLs) (Martinez-Torres et al., 2003).

El ovario de los reptiles, al igual que en los demas vertebrados tiene dos funciones
fundamentales: producir gametos y hormonas dentro de las que destacan los esteroides
sexuales. Un caracter distintivo del ovario de los reptiles con respecto al de los demas
amniotas, es la presencia de uno o méas lechos germinales los cuales contienen
ovogonias, ovocitos y foliculos primordiales (Byskov, 1978)

Figura 6. Ovario de Lacertilio. El esquema muestra las estructuras que se pueden observar en un corte
histolégico. Lecho germinal (LG), Foliculos Previtelogénicos (FPV), Foliculos Vitelogénicos (FV), Foliculos
Atrésicos (FA), Cuerpo Luteo activo (CL), Estroma Ovaérico (Es Ov) y Epitelio Celémico (Ep Cel). Tomado de
Martinez-Torres, 1997.
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Debido a esta caracteristica, los ovocitos crecen y maduran dentro del lecho
germinal. Las ovogonias se pueden ubicar en pequefios grupos dispersos en el estroma y
en la corteza se encuentran los ovocitos rodeados por un epitelio folicular, que consiste
de una sola capa de células foliculares aplanadas (granulosa) (Martinez-Torres, 1997).
Posteriormente el ovocito deja el lecho germinal y el epitelio folicular se observa como
una bicapa que después se multiestratifica, consistiendo de tres tipos celulares: células
pequefias (Ce Pe), medianas (Ce In) y piriformes (Ce Pi) (Fig.7).

Las células piriformes presentan estrechos puentes citoplasmicos que atraviesan la
zona pelucida y se fusionan con la membrana plasmatica del ovocito, ademas el estroma
que rodea al epitelio folicular se organiza en una teca fibrosa externa y una interna mas
celular. Estos foliculos se conocen como FPVs (Martinez-Torres, 1997).

Figura 7. Pared del Foliculo Previtelogénico de un Lacertilio. El cual se compone de una capa acelular llamada
zona peldcida (Z P), epitelio folicular compuesto de células pequefias (Ce Pe), células intermedias (Ce In),
células piriformes (Ce Pi) y la teca (T). Tomado y modificado de Martinez-Torres, 1997.

En los FVs se inicia la formacion de las plaquetas vitelinas, las cuales se van
acumulando en el ovocito al mismo tiempo que las células foliculares se van aplanando
cada vez mas constituyendo una capa simple y monomodrfica. Las capas tecales se
diferencian morfologicamente en teca externa (TE) muy vascularizada y teca interna
(TT) que se transforma en secretora de esteroides (Martinez-Torres, 1997).
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No todos los foliculos alcanzan la madurez, algunos entran en un proceso
degenerativo y se transforman en atrésicos. La atresia folicular ha sido definida como el
conjunto de procesos mediante el cual, el foliculo ovéarico pierde su integridad y el
ovocito no es ovulado (Byskov, 1978).

La naturaleza del proceso atrésico depende de diversos factores y varia en las
diferentes especies de acuerdo a las condiciones nutricionales y fisioldgicas, asi como al
tipo de foliculo que es afectado por la atresia (Martinez-Torres, 1997). Es decir la atresia
folicular se presenta en cualquier tipo de foliculo, sin embargo es mas frecuente en
foliculos con algun grado de vitelogénesis. Aungue la naturaleza de este fenomeno no se
conoce con certeza, es ampliamente aceptado que la alteraciéon en los niveles
hormonales promueven la degeneracion folicular (Martinez-Torres et al., 2003).

Cuerpo Luteo

El CL es un 6rgano endocrino transitorio que se forma a partir de las capas
celulares del foliculo postovulatorio. Esta glandula se presenta en las hembras gestantes
de todos los grupos de vertebrados, tanto en especies oviparas como viviparas (Xavier,
1987).

Después de la ovulacion, las células de la granulosa se hipertrofian y proliferan, el
nucleo incrementa su volumen, es basofilo y presenta uno a tres nucleolos dependiendo
de la especie, transformandose asi en células luteales (YYaron, 1985, Martinez-Torres et
al., 2003).

Al igual que en otros vertebrados, el CL de los reptiles presenta una variabilidad
en cuanto a su organizacion morfoldgica (Xavier, 1987). Esto se debe fundamentalmente
a la contribucion de las células de la teca en la formacion de células luteales, al grado de
invasion de tejido conectivo tecal y a la penetracion de vasos sanguineos dentro de la
masa de células luteas (Xavier, 1987; Jones, 1991).

En la mayoria de las especies las células del CL se originan Unicamente de la
granulosa y poseen un sistema vascular mas o menos bien definido (Xavier, 1987). Sin
embargo, en otras especies como Barisia imbricata, tanto las células de la teca interna
como de la granulosa se transforman en células luteas (Martinez-Torres et al., 2003).

El tejido luteal de reptiles al igual que en otros vertebrados es esteroidogénico
(Jones, 1991) y es la estructura dominante en el ovario de los vertebrados despueés de la
ovulacion (Stauffer y Duffy, 1995). Generalmente constituye el sitio principal de sintesis
de P, en hembras prefiadas (Guillette, 1987), este es un evento ciclico que esta
controlado por el eje hipotalamo-pituitaria-ovario. Su funcion fundamental es la de
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promover la diferenciacion del tracto reproductivo requerido para la gestacion
intrauterina (Stauffer y Duffy, 1995).

Existen fuertes semejanzas anatomicas entre el CL de reptiles y mamiferos; se ha
observado en reptiles viviparos que el CL permanece durante la prefiez, de tal manera
que se acepta que el CL tiene un papel endocrino en la gestacion de los reptiles (Yaron,
1972), por lo que se considera que la gestacion es controlada por la actividad del CL. Se
ha observado que existe una correlacion positiva entre la actividad luteal durante la
gestacion en escamosos oviparos, mientras que es menos evidente en especies viviparas.
La desluteinizacion induce oviposicion prematura en lagartijas oviparas, como en
Sceloporus undulatus, Cnemidophorus uniparens y Anolis Carolinensis (Gillette, 1990).

De igual manera estudios in-vitro, histoquimicos y bioguimicos han demostrado
una relacion positiva entre la concentracion de P, plasmatica y la actividad histoquimica
del CL (Guillette, 1987). Por lo que se acepta que cuando el CL presenta células grandes
(12 a 18 um) de citoplasma acidofilo con nucleo redondo esta secretando activamente
hormonas esteroides, particularmente P,. Cuando el tejido Iuteal muestra la presencia de
de vacuolas en el citoplasma y el ndcleo picnético es un indicador claro que ha iniciado
el proceso regresivo (lutedlisis). Este evento esta relacionado directamente con la
disminucion gradual de la produccion de P, que ocurre de acuerdo al avance del
fendmeno degenerativo (Martinez-Torres, 1997).

Hormonas

Las hormonas esteroides son reguladoras de procesos fisiologicos. Se conocen 5
grupos de estas hormonas como: A) las mineralcorticoides, las cuales retienen sodio en
los tubulos renales; B) glucocorticoides, llamadas asi por que movilizan carbohidratos;
C) estrégenos, que inducen los caracteres sexuales secundarios de las hembras, D)
progestinas, que son esenciales para la reproduccion y E) androgenos, que inducen los
caracteres sexuales secundarios de los machos. Esta clase de hormonas son
estructuralmente similares y se originan de forma comdn a partir del colesterol. Ellas se
distinguen por su accion sobre uno ¢ mas receptores especificos de hormonas esteroides
(Miller, 1988).

Se sabe que la P4 es la progestina requerida para el establecimiento de la prefiez
(Xavier, 1987). En distintos reptiles tanto oviparos como viviparos han sido evaluados
los niveles circulantes de P, y se ha observado que existen diferencias notables en
cuanto a la cantidad y duracion de esta hormona en ambos grupos (Jones, 1991).
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Es ampliamente aceptado que el incremento de P, plasmatica durante la prefiez, se
debe al incremento en la produccién de P, del CL. La actividad de la enzima A>* 3p-
hidoxiesteroide deshidrogenasa (A>* 3B-HSD) esta directamente relacionada con los
niveles de P, circulante (Martinez-Torres et al., 2003). La A>*3p-HSD convierte
pregnenolona en P, 6 dehidroepiandrostenediona en androstenediona (Fig. 8) (Martinez-
Torres et al., 2003).

En algunas especies viviparas se ha reportado niveles altos de P, después de la
ovulacion (Guillette, 1987). En algunas especies ocurre fundamentalmente en el primer
tercio de la prefiez como en Barisia imbricata (Martinez-Torres et al., 2003); vy
Bradypodium pumilus (Jones, 1991).

En otras especies se ha reportado que es en el segundo tercio de la gestacion
cuando la P4 alcanza sus niveles maximos como en Sceloporus cyanogenys, Tiliqua
rugosa y Thamnophis elegans. Sin embargo, en otras especies como Lacerta vivipara
los niveles mas altos de esta hormona se han observado al final de la prefiez (Jones,
1991).
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Biologia de Sceloporus mucronatus

Los reptiles de zonas templadas presentan distintos patrones de su actividad
reproductora, el cual es un importante indicador en las especies como una estrategia
reproductiva. Es muy comun que en lagartijas oviparas de estas regiones, en los machos
y las hembras ocurra la gametogénesis durante la primavera; con el subsecuente cortejo,
apareamiento y oviposicién. Este patron es dominante en especies que son oviparas
(Méndez de la Cruz, 1988).

En contraste con muchas lagartijas viviparas (Sceloporus jarrovi, S. cyanogenys,
S. grammicus, S .poinsetti, Eumeces copei, Barisia imbricata) que presentan actividad
reproductiva otofial. En estas especies la gametogénesis, cortejo y apareamiento ocurre
en el otofio, la prefiez durante los meses invernales y el parto en la primavera. Sin
embargo, otras especies viviparas (Lacerta vivipara, Gerrhonotus coeruleus,
Phrynosoma douglassi, Xantusia vigilis) presentan actividad reproductiva en la
primavera. Por otro lado también se puede observar que la actividad reproductora del
macho y la hembra es asincrénica (Sceloporus grammicus microlepidotus, S. formosus),
donde la maxima actividad testicular se presenta en la primavera y la vitelogénesis y
ovulacion ocurre en el otofio (Méndez de la Cruz, 1988).

Sceloporus mucronatus es una lagartija vivipara de altitudes elevadas, pertenece
a la familia Phrynosomatidae del suborden Lacertidae. Es nativa de regiones templadas
por lo que su distribuciéon ocurre a lo largo del eje Neovolcanico transversal, en los
estados de Veracruz, Hidalgo, Estado de México, Tlaxcala y Norte de Puebla (Alvarez,
1973).

Los machos inician la recrudescencia testicular en el verano, la maxima actividad
gonadica se observa en el otofio y durante el invierno ocurre la regresion. Las hembras
inician su actividad gonadal de Agosto a Septiembre y la méxima actividad folicular se
presenta de Octubre a Noviembre. La ovulacion ocurre a fines de Noviembre y
principios de Diciembre (Martinez-Torres et.al, 2006).

El desarrollo embrionario dura 7 meses (Méndez de la Cruz, 1983). En los embriones
que se encuentran en el ultimo estadio (40) se puede observar la coloracion tipica de la
especie (Alvarez, 1973).

Entre sus caracteristicas mas importantes podemos mencionar que el nimero de
escamas que rodea el cuerpo va de 34 a 38. Estas son quilladas y mucronadas. En el
dorso se observan 5 manchas separadas unas de otras (Fig.9). Las escamas de la cabeza
son lisas sin embargo, el rasgo distintivo de esta especie son las escamas supraoculares
las cuales estan alineadas en dos series (Fig.10).
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Ademas de la presencia de un collar nucal negro de cuatro escamas de ancho
(Fig.10), que es continuo alrededor de la garganta. El collar esta bordeado a cada lado
por una banda clara de dos escamas de ancho (Smith, 1939). Los machos adultos,
presentan coloracion azul cobalto en el abdomen y en la parte anterior del pliegue gular
(Smith, 1939).

Figura 9. En la imagen se puede observar una de sus caracteristicas mas relevantes como son las 5 manchas
dorsales separadas cada una por una banda clara.

Figura 10. Ejemplar de Sceloporus mucronatus en el cual se pueden observar las escamas supraoculares (1) y el
collar nucal negro (2).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CL es la mayor fuente de P, durante la prefiez (Jones, 1982). Los niveles de
esta hormona se elevan durante la gestacion, lo que sugiere que tiene un papel muy
importante en los eventos relacionados con la reproduccion.

Por otro lado se ha observado que hembras de muchas especies de vertebrados
poseen la capacidad de almacenar espermatozoides. Sin embargo, se desconocen €l o los
mecanismos endocrinos que permiten a los espermatozoides ser retenidos.

Martinez-Torres (2006) ha observado que en Sceloporus mucronatus el CL es la
fuente mas importante de P4. Sin embargo, Villagran-Santa Cruz (1989) sugiere que los

FAV son capaces de secretar esta hormona. Por lo que es importante determinar si estas
estructuras participan en los eventos relacionados con la prefiez.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la Lutectomia y la extirpacion de los Foliculos Atrésicos
Vitelogénicos al inicio de la prefiez sobre los niveles de Progesterona plasmatica y sobre
la retencidn de espermatozoides.

Objetivos Particulares

1. Determinar los niveles de progesterona en plasma, antes y después de la lutectomia

y de la extirpacion de los foliculos atrésicos vitelogénicos.

2. Detectar la actividad histoquimica de la A>* 33-HSD en cuerpo ldteo y en foliculos

atrésicos vitelogenicos.

3. Determinar el efecto de la lutectomia sobre el almacenaje de espermatozoides.
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MATERIALES Y METODOS

) Trabajo de campo

Se colectaron 6 hembras adultas de Sceloporus mucronatus poco tiempo después
de la temporada de apareamiento. La colecta se realizd en Noviembre de 1998, en el
poblado de San Miguel de Allende Municipio de Tepeapulco del Estado de Hidalgo (19°
52’ Norte, 98° 24’ Oeste).

I[1)  Trabajo de Laboratorio

Los organismos fueron transportados ese mismo dia al Laboratorio de Biologia de la
Reproduccion de la Unidad de Morfofisiologia (UMF) de la FES lztacala, se marcaron
mediante ectomizacién de falanges, se registré la longitud hocico-cloaca (LHC)
(78.42+ 9.23 mm) y el peso corporal (21.54 + 7.49 g).

e Deteccion de espermatozoides

Al dia siguiente de la colecta se realizaron lavados cloacales de todos los organismos
para determinar la presencia de espermatozoides en la vagina. Se utilizé una pipeta
pasteur con solucion salina al 7% (Guillette, 1982), la punta de la pipeta fue introducida
por la cloaca aproximadamente 5mm y se dirigio hacia la vagina bombeando de 3 a 4
ocasiones 0.5 ml de la solucidon. Se recuper6 el liquido y se coloc6 en un portaobjetos.
Para determinar la presencia de espermatozoides se hicieron observaciones en el
microscopio optico con objetivos de 10x y 40x. A partir de ese dia los lavados cloacales
fueron periodicos (cada 15 dias). La ovulacion se detectd por medio de la palpacion
abdominal. También se realizaron cortes histoldgicos de vagina para confirmar la
presencia de espermatozoides en caso de que el organismo muriera.

e Trabajo experimental

Los organismos fueron sometidos a lutectomia bilateral la cual fue practicada de 3 a
6 dias después de la deteccidn de la ovulacion. Los organismos fueron anestesiados por
via intracardiaca con pentobarbital sédico (6.3 mg/ml, 10 ul/ 25 g. de peso) (Martinez-
Torres et.al, 2006).

20



Se realizé una pequefia incision en el lado derecho del abdomen para extirpar todos
los CLs y FAVs de cada ovario. Los CLs y FAVs obtenidos se fijaron en formol
amortiguado al 10% para posteriormente procesarlos segun la técnica histoldgica de
rutina cuyos cortes fueron de 7um (Luna, 1968) excepto un CL y un FAV que fueron
incluidos de manera independiente en Tissue-tek (Sakura Finetechnical Co.,Ltd, Tokio
103 Japan) y se congelaron inmediatamente en una mezcla de acetona-CO?* sélido y se
almacenaron a—40° C para posteriormente realizar el ensayo histoquimico (cortes de 10
um) y determinar la actividad de la A>* 38-HSD (Levy et al., 1959).

Antes de la cirugia se tomo una alicuota de sangre de aproximadamente 250 pl
mediante puncién cardiaca con jeringa insulinica. La muestra se deposité en un tubo
eppendorf con anticoagulante (EDTA disodico, 10 ul) y se centrifugd durante 30
segundos a 10, 000 rpm para obtener el plasma el cual se decanto y se almaceno a — 40°
C. Ocho dias después de la cirugia se obtuvo una alicuota adicional del mismo volumen.
Una vez recuperado el organismo de la anestesia fue depositado en un terrario y
alimentado con larvas de tenebrios y agua ad libitum, aproximadamente una o dos veces
por semana durante todo el trabajo experimental. Este procedimiento se realizé a cada
uno de los organismos.

Los plasmas obtenidos fueron empleados para determinar la concentracién de P,
mediante la técnica de Radioinmunoanalisis (RI1A) por el método de fase solida.
e Analisis Estadistico

Los datos de los niveles de P, fueron analizados mediante una prueba de T pareada,
utilizando un nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Las hembras de Sceloporus mucronatus inician su prefiez a principios de
Diciembre, la lutectomia se practicoé durante el inicio de la gestacion. No se observaron
diferencias significativas en los niveles plasméticos de P, antes y después del
tratamiento. Estos datos indican que la extirpacion de CLs y FAVs no afectan los niveles
circulantes de dicha hormona, como se puede observar en la siguiente tabla .

Prueba de t Pareada

NIVELES NIVELES VALORDET
N PLASMATICOS DE | PLASMATICOSDE P,| EXPERIMENTAL
P2 ANTES DE LA DESPUES DE LA
LUTECTOMIA LUTECTOMIA
6 0.38+0.21 0.44+0.26 -0.877,
P >0.05

Tabla 2. Niveles de Progesterona en Sceloporus mucronatus.

La actividad de la A>* 3p-HSD en los CLs obtenidos fue positiva y se presentd
fundamentalmente en la MCL. También se observé precipitacion de granulos de
formazan en algunas areas de la TI Como se puede observar en la siguiente imagen (Fig.

11).

Figura 11. Corte en criéstato (10 um de grosor) de un CL, observada al microscopio con objetivo de 40x donde
se muestra la actividad de la A>* 38-HSD en la Masa de Células Luteas (MCL) y la Teca Interna (T1).

22



Para los FAVs, la actividad de la A>* 3B-HSD fue débil ya que solo se observaron
puntos dispersos de granulos de formazan. Como se puede observar en el siguiente corte
de un FAV (Fig. 12).

Figura 12. Corte en cridstato (10 um) de un FAV donde se muestra la actividad de la A>™* 3p-HSD.
(objetivo de 40x)
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Se encontré que las hembras de Sceloporus mucronatus pueden almacenar
espermatozoides, los cuales se observaron al realizar los lavados vaginales desde un dia
después de la colecta en los organismos y durante 3 meses, hasta él ultimo lavado
vaginal que se realiz6 (Tabla 3).

Los espermatozoides de Sceloporus mucronatus son largos, la cabeza tiene forma
de jabalina. En los primeros lavados vaginales se observé que los espermatozoides eran
abundantes y presentaban movilidad (Fig.13). Sin embargo, su abundancia fue
disminuyendo gradualmente con el transcurso de la realizacion de los lavados y al
mismo tiempo se detectaron espermatozoides inmoviles e incluso algunos incompletos,
pues solo se observaron cabezas.

Figura 13. Fotografia de lavado vaginal (objetivo de 40x.)

24



De igual forma en los cortes histoldgicos de la vagina, se observé la presencia de
espermatozoides en los tlbulos especiales, los cuales estan formados por los pliegues
vaginales que presentan un epitelio simple columnar con células ciliadas y no ciliadas
(Fig.14). Se observo que los espermatozoides se organizan en grupos, ademas de que
tienen la caracteristica de dirigir la cabeza hacia el epitelio de los tabulos.

Figura 14. Corte histologico de vagina (7 um) donde se observan, el epitelio (Ep) y la presencia de
espermatozoides (Ez) en los tubulos especiales para su almacén. (objetivo de 100x)

Se determiné que las hembras lutectomizadas presentan espermatozoides por un
periodo de 69 dias como se puede observar en la tabla 3.

PRIMER ULTIMO
LAVADO LAVADO TIEMPO DE
COLECTA | CLOACAL CON | CLOACAL CON | ALMACEN DE
PRESENCIA DE | PRESENCIA DE | ESPERMA (DIAS)
ESPERMA ESPERMA

26/Nov/98 Noviembre 27 Febrero 4 69

Tabla 3. Tiempo de retencion de espermatozoides en hembras lutectomizadas de Sceloporus
mucronatus.
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DISCUSION

Numerosos estudios en reptiles, revelan que el CL tiene capacidad esteroidogénica
y que es el principal productor de P, durante la prefiez. También se ha encontrado que
existe una estrecha relacion entre el aspecto histologico de CL y la actividad de la
enzima A”* 3p-HSD vy los niveles de P, en plasma (Xavier, 1987).

Se ha observado que en algunas especies de lagartijas y serpientes viviparas, la P,
plasmatica empieza a incrementarse durante la vitelogénesis sin embargo, los mayores
niveles de esta hormona se presentan después de la ovulacién, como en Chamaeleo
pumilis (Xavier, 1987), Bradypodion pumilum (Jones, 1991). En cambio, en otros
organismos se puede ver una mayor concentracion de esta hormona durante la mitad de
la gestacion, como en Sceloporus cyanogenys, Nerodia sipedon, Tamnophis elegans
(Xavier, 1987) y Tiligua rugosa (Jones, 1991).

Es importante hacer notar que la extirpacion de los CLs provoca efectos diferentes
de acuerdo a la especie y al momento de la gestacion en que se aplique el tratamiento.
En Mabuya carinata y Chalcides ocellatus la lutectomia no causa efecto alguno durante
la gestacion (Guillette, 1987). En cambio en Thamnophis elegans la desluteinizacion al
inicio de la gestacion, no interfiere con el desarrollo embrionario pero se ha observado
que retraza el parto. Adicionalmente, la lutectomia en esta especie también deprime la
concentracion de P, en el plasma a niveles no detectables, cuando se mide 8 dias
después del tratamiento (Highfill y Mead, 1975). Un tratamiento similar en Sceloporus
cyanogenys causa reabsorcion embrionaria, demora en el parto y parto retardado
(expulsion de embriones a término que nacen muertos), asi como también una
disminucion de los niveles de P, (Jones, 1982 y Guillette, 1987). Sin embargo, en
Tiliqua rugosa la desluteinizacion no causa efecto sobre los niveles de P, plasmatica
(Guillette y Fox, 1985). Los resultados que se obtuvieron en Sceloporus mucronatus
muestran que la lutectomia al inicio de la prefiez, no interrumpe el desarrollo
embrionario y tampoco altera los niveles de P, ya que no se observaron diferencias
significativas en la concentracién plasmatica de esta hormona antes y después del
tratamiento. Estos datos sugieren que existe una fuente extraovarica de P, capaz de
suplir al CL. Algunos autores han especulado que la placenta corioalantoidea, la
glandula adrenal o los FAVs, pueden ser una fuente extraluteal de P, durante la prefiez
(Jones, 1991).

En Sceloporus jarrovi, los niveles de P, son muy bajos al inicio de la gestacion,
cuando el CL se encuentra activo. Sin embargo, los niveles de esta hormona se
incrementan cuando ya se ha formado la placenta corioalantoidea y el CL ha sufrido su
regresion (Jones, 1982, 1991). Estos datos sugieren que la placenta corioalantoidea
puede ser una fuente importante de P, una vez que el CL ha iniciado su regresion. Sin
embargo, en Sceloporus mucronatus la participacion de la placenta corioalantoidea en la
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produccion de P, queda descartada porque ésta se forma después de la etapa 30 de
desarrollo embrionario (22 mitad de la gestacién) y este trabajo se realiz6 en la primera
etapa de la gestacion. De acuerdo a Villagran-Santa Cruz (1989), en esta etapa los
embriones se encuentran por debajo del estadio 28 de desarrollo.

Otros autores (revisar Jones, 1991) sugieren que la glandula adrenal produce P,y
que podria suplir la ausencia del CL. En Tiliqua rugosa se ha observado que la
desluteinizacion tiene un pequefio efecto en la concentracion de P4 plasmatica. En esta
especie la glandula adrenal es capaz de producir cantidades significativas de P, y puede
ser la principal fuente de ésta hormona, debido a que la sintesis de corticosterona
(principal corticoesteroide adrenal en reptiles) requiere de la sintesis de P4 (Guillette y
Fox, 1985). Para Anolis carolinensis se han observado evidencias indirectas de que
existen fuentes extraovaricas de P, como la glandula adrenal. En esta especie la
desluteinizacion no provoca ninguna alteracion en los niveles de P, durante los primeros
2 dias, sin embargo a las 48 horas hay una caida significativa en los niveles de ésta
hormona. Para explicar este fendmeno se ha sugerido que el estrés quirdrgico provoca
hiperactividad de la glandula adrenal y que durante los primeros 2 dias esta liberando
grandes cantidades de P,.

En éste trabajo observamos que la presencia del CL no es indispensable para
mantener los niveles de P4, en Sceloporus mucronatus. De acuerdo a Martinez-Torres
(2006) y Villagran-Santa Cruz (1989), el CL de ésta especie se encuentra activo durante
el primer tercio de la gestacién, lo que implica que en los siguientes dos tercios el CL se
encuentra en franca lutedlisis. Villagran-Santa Cruz sugiere que en éste tiempo los
FAVs podrian jugar un papel importante en la gestacion y participar en la produccion de
P4. Sin embargo, Martinez-Torres y col. (2006) observaron que los FAVS no presentan
el aspecto tipico de una glandula secretora de esteroides (citoplasma acidofilo, nucleo
vesicular con nucleolos). En éste estudio se observd que los FAVs de Sceloporus
mucronatus presentan escasa actividad de la A>*3B-HSD comparada con la de los CLs.

Ademés, Martinez-Torres et al. (2006) establecieron que la actividad de la A>*3p-
HSD en los FAVs de Sceloporus mucronatus, es casi nula y no varia a lo largo de la
prefiez. Este conjunto de observaciones sugieren que en Sceloporus mucronatus la
glandula adrenal puede aportar la cantidad de P, necesaria para mantener la prefiez.

Por otro lado se ha sugerido que la P, luteal, puede tener algunos posibles
funciones enddcrinas, entre los que se incluye la estimulacion de la region posterior del
oviducto para la retencion de espermatozoides (Villagran-Santa Cruz, 1989). Los sitios
de almacén de espermatozoides presentan un arreglo similar reportado en diversas
especies (Hobrokia propinqua, Adams y Cooper, 1988); esto sugiere la existencia de un
mecanismo comun. Es posible que exista la liberacion de algin mensajero y/o la
secrecion de algin nutriente que induzca la orientacion de los espermatozoides para ser
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alimentados, o bien como refugio fisiolégico que implique la reduccién de la actividad
de los mismos (Adams y Cooper, 1988). También, el permitir la sobrevivencia por
tiempos largos sugiere que el periodo de almacenaje sea indispensable para la
maduracion de los espermatozoides (Villagran-Santa Cruz, 1989).

En Anolis carolinensis se ha reportado que las cabezas de los espermatozoides
estan orientados hacia el epitelio de los tabulos, sin embargo no tienen contacto directo
con las celulas epiteliales (Adams y Cooper, 1988). Los espermatozoides de Eumeces
egregius presentan un arreglo hacia los pliegues vaginales y de vez en cuando penetran
las células epiteliales. En Tamnophis sirtalis parietalis sus espermatozoides estan
ordenados de manera paralela y las cabezas se encuentran entre los surcos vaginales, las
cuales tienen contacto con las células epiteliales (Adams y Cooper, 1988). En este
trabajo se observo que los espermatozoides de S. mucronatus presentan un arreglo
similar al de Anolis carolinensis, Eumeces egregius y Tamnophis sirtalis parietalis,
cuyas cabezas estan orientadas hacia el epitelio vaginal y en grupos. Estas observaciones
respaldan la idea de que el epitelio de los tubulos especiales liberan sustancias que
participan en la orientacion de los espermatozoides, ya sea para nutrirlos o para que
adquieran una organizacion que les permita sobrevivir mientras estan en estos sitios. A
pesar de que el almacén de espermatozoides es una estrategia ampliamente utilizada por
los reptiles escamosos con ciclos reproductores asincronicos a la fecha no existen
trabajos encaminados a esclarecer el mecanismo que permita la retencion de
espermatozoides en este grupo de vertebrados ; Unicamente existen investigaciones que
reportan el tiempo en que los espermatozoides son retenidos, asi como la morfologia de
los STE en donde es almacenado. Es muy posible que las hormonas provenientes del
ovario regulen esta funcion, sin embargo al extirpar los CLs, se detectd que los
espermatozoides de Sceloporus mucronatus permanecian almacenados en la vagina.
Esto descarta la participacion de el CL en dicho evento, pero no se anula la posibilidad
de que P, pueda estar relacionada con la retencion de espermatozoides, debido ha que los
niveles de P4 no disminuyeron después de la lutectomia.

Es necesario llevar a cabo mas investigaciones que permitan entender como se
lleva a cabo este fendmeno.
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CONCLUSION

De acuerdo a los resultados anteriormente expuestos concluimos que la lutectomia
no afecta los niveles de P, plasmatica, asi como también consideramos que la
participacion del CL en la retencion de espermatozoides no es importante. Sin embargo,
no descartamos el papel de la P, para este evento, debido a que los niveles de ésta
hormona permanecieron estables después de la extirpacion de los CLs y los FAVs. Esta
ultima observacion sugiere que en Sceloporus mucronatus existe una fuente extraovarica
de P,y que muy probablemente es la glandula adrenal.
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APENDICE

TECNICA HISTOLOGICA DE RUTINA
Técnica de tincién con Hematoxilina y Eosina (Luna, 1968).

Después de la obtencion del tejido y previamente fijado en formol amortiguado, se
coloco en un bafio de agua corriente durante 24 hrs. para eliminar el exceso de formol.
Posteriormente se procedio con la deshidratacion del tejido en un gradiente de alcohol,
desde etanol al 70% hasta alcohol absoluto (2 hrs. en cada uno, haciendo cambios de
alcohol absoluto). Se prosiguié con el aclaramiento de las muestras, pasandolas
inicialmente por una mezcla de xilol-alcohol (durante 30 min) y dos cambios de xilol
absoluto (20 min. c/u). En seguida el tejido se impregné en parafina, iniciando con una
mezcla de xilol-parafina (15 min) y dos bafios de parafina absoluta (2 hrs c/u con punto
de fusion de 58-60° C), finalmente se incluyo. Se realizaron cortes de 7um de grosor en
un microtomo rotario y se adhirieron las muestras a un portaobjetos con solucion Ruyter
para su tincion.

Los cortes ya montados se desparafinaron en xileno (2 bafios por 3 min. c/u),
después los tejidos se rehidrataron en gradientes de alcohol, iniciando desde absoluto
hasta etanol al 70% y finalmente en agua destilada. Se colocaron en Hematoxilina de
Harris por 7 min. y se lavaron en un bafio rapido de agua corriente. Se dieron 2 bafios
rapidos en agua amoniacal, se diferenciaron en alcohol acido y se colocaron en Eosina
alcohdlica durante 1 min . Posteriormente se deshidrataron en alcoholes graduales, desde
alcohol al 90% hasta alcohol absoluto y finalmente se montaron con resina sintética.

TECNICA DE RADIOINMUNOANALISIS PARA PROGESTERONA
(Martinez-Torres, et al., 2003)

Para medir los niveles de P, en plasma mediante esta técnica, se utilizé un estuche
comercial de los laboratorios DPC Coat-A-Count Progesterone (Diagnostic Products
Corporation CA. 90045) de fase sélida que emplea como trazador 1'** disefiado para
medir de manera directa y cuantitativa los niveles de P, en suero o plasma. Basado en el
principio de que la P, marcada con I'® compite con la P, de la muestra para adherirse en
los sitios de los anticuerpos que se encuentran fijos en la pared de polipropileno de los
tubos suministrados en el propio estuche. Con lo cual nos permite medir la cantidad de
P, de la muestra por medio de un contador de particulas gama.

Para realizar el procedimiento se tomaron 50 ul de la muestra y 50 ul de
amortiguador de fosfatos y se adiciond 1.0 ml. de P, marcado con I'*, se agit6 en un
vortex y se incub0 a 37° C durante 1 hr. El sobrenadante se decantd y se midio en un
contador de particulas gama.
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Con los primeros 7 tubos se establecio la curva de calibracion, ya que el estuche
proporciona muestras estdndares con concentraciones conocidas. Cabe destacar que se
intercalaron muestras estandares junto con las muestras a analizar, para realizar el
control de calidad de la prueba. Los ensayos se realizaron por duplicado. Para
determinar la concentracion de P, se utilizo el contador GAMBYT, el cual tiene un
programa que transforma las cuentas por minuto en nanogramos por mililitro.

TECNICA HISTOQUIMICA PARA DETECTAR LA ACTIVIDAD DE LA
A>* 3B-HSD

Esta técnica se realizo de acuerdo a Levy y col. (1959), la cual consiste en
preparar el medio de incubacion disolviendo 40 mg de NAD (Nicotin Adenin
Dinucleotido) en 20 ml. de amortiguador de fosfatos con pH de 7.4. Se disuelven aparte
20 mg de NBT (Azul Nitro de Tetrazolio) en 20 ml del mismo amortiguador. Ambas
soluciones se mezclan, 20 ml se utilizan como control y a los otros 20 ml se les agrega 2
mg de DHEA (Dehidroepiandrotenediona) previamente disueltos en 0.5 ml de Dimetil
Formamida, como sustrato para detectar la actividad de la A>*33-HSD.

Los cortes obtenidos del criostato son incubados en el medio a 37° C por 1 h,
posteriormente se lavan en agua destilada y se fijan en formol amortiguado al 10%
durante 15 min; finalmente se montan en gelatina glicerinada.
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