B im0 s, 7

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA | ZTACALA

ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD OVARICA DE HEMBRAS
NULIGESTAS Y MULTIGESTAS DE LA LAGARTTA VIVIPARA

(Barisia imbricata imbricats CON HORMONAS DE MAMIFERO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: , NG
Bi16L0GO

PRESENTA.

MEARNA WERR CASTILLE

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. MARTIN MARTINEZ-TORRES

Los Reyes [ztacala, Edo, México: 2015

0§
0 /! !

. fesizt ocolo

unam




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

Esta tesis estda dedicada con todo carifio y amor a mis PADRES a los cuales
les doy las gracias por su apoyo y comprensién para que pudiera lograr mi
meta. Por alentarme para seguir adelante y superarme. Y sobre todo por

estar siempre a mfi lado a pesar de la distancia, ;GRACIAS!

A mi director de Tesis Dr. Martin Martinez-Torres por (c<ounnqp>aur1t[’ur]nnue sus

CONOCUMIENntos y experiencias.

A mis Hermanas que sin su ayuda, apoyo y carifio me hubiera sido mds

dificil concluir esta etapa.

Gracias a mis amigos que me acompafaron en el camino, que siempre
estuvieron para ayudarme y que me hicieron el camino mds ameno, les

(ugmudlemoo por [L]nnqpnudlsaurlnnue a segruir adelante y siempre sacarme una somnrisa.

A  Monse y J orge




INDICE

CONTENIDO:
RESUMEN 1
GENERALIDADES DE LOS REPTILES 3
DISTRIBUCION Y ABUNDANCIA 6
CICLOS REPRODUCTORES 8
ECOLOGIA REPRODUCTORA 12
APARATO REPRODUCTOR 14
HORMONAS 18
ANTECEDENTES 21
HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS 21
GONADOTROPINAS 22
GONADOTROPINA DE SUERO DE YEGUA PRENADA 24
BIOLOGIA DE BARISIA IMBRICATA IMBRICATA 25
JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 26
OBJETIVOS 27
OBJETIVO GENERAL: 27
OBJETIVOS PARTICULARES: 27
MATERIALES Y METODOS 28
RESULTADOS 32

EFECTO DEL TRATAMIENTO HORMONAL SOBRE EL DESARROLLO FOLICULAR.........32




EFECTO DEL GNRH 33
EFECTO DE LA PMSG 34
EFECTO DE LA GNRH SOBRE LOS NIVELES DE ESTRADIOL EN PLASMA...iummeens 37
EFECTO DE LA PMSG SOBRE LOS NIVELES DE ESTRADIOL EN PLASMA....emmeene 38
DISCUSION 40
CONCLUSIONES 51
APENDICE 52
I. RADIOINMUNOANALISIS (RIA) 52
II. ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA) 52
REFERENCIAS 54




AHP

Ce Pe

CeIn

Ce Pi

CL

FPV
FV
FA
FSH
GnRH

LH
NHP
PMSG

TE
TI

ABREVIATURAS

Adenohipofisis

Células pequenas

Células medianas

Células piriformes
Cuerpos luteo

Foliculos previtelogénicos
Foliculos vitelogénicos
Foliculos atrésicos

Hormona foliculo estimulante

Hormona liberadora de gonadotropinas

Hormona luteinizante.

Neurohipéfisis

Gonadotropina de suero de yegua prenada

Teca externa

Teca interna







ESTIMULACION DE LA ACTVIDAD OVARICA DE HEMBRAS NULIGESTAS Y MULTIGESTAS
LA LAGARTIJA VIVIPARA (Barisia imbricata imbricata) CON HORMONAS DE MAMIFERO

RESUMEN

xisten abundantes estudios acerca de la ecologia reproductora de

muchas especies de lagartijas mexicanas. Sin embargo, los

trabajos sobre la endocrinologia reproductora son sumamente
escasos. Diversos campos del conocimiento en los reptiles han quedado
rezagados debido a la ausencia de trabajos que permitan obtener ovocitos
recién ovulados. Por lo que es necesario desarrollar métodos que faciliten la
obtencién de ovocitos o cigotos. Un modelo adecuado para llevar a cabo este
estudio es la lagartija vivipara Barisia imbricata imbricata, la cual exhibe un
patron reproductor estacional muy marcado: crecimiento folicular en verano,
ovulacién en otofio y la prefiez a principios de invierno hasta finales de

primavera.

En este trabajo se utilizé el Factor Liberador de Gonadotropina (GnRH; por sus
siglas en ingles) de humano y la Gonadotropina de Suero de Yegua Prenada
(PMSG; por sus siglas en ingles) para estimular la génada de hembras
nuligestas y multigestas de B. imbricata. Para cada tratamiento los organismos
fueron separados en tres grupos: nuligestas, multigestas y grupo control. En el
tratamiento con PMSG se aplicé una dosis de 10 UI a hembras nuligestas y 25
UI a hembras multigestas dos veces por semana durante 16 semanas. En el
tratamiento con GnRH se aplic6 una dosis de 20 pg (nuligestas) y 50 pg
(multigestas) dos veces por semana durante 11 semanas. Posteriormente, se
determiné el diametro folicular por medio de un ultrasonido, se realizé un
ensayo inmunoenzimatico para determinar la concentracién de FSH en plasma
y por medio de un radioinmunoensayo se determinaron los niveles de estradiol

en sangre.
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Los resultados de la estimulacién del desarrollo folicular con GnRH en dosis de
20 y50 pg, mostraron diferencias significativas en el crecimiento folicular en
todos los grupos. Con respecto a los niveles de estradiol se encontré que fueron
bajos al igual que las concentraciones de FSH. En el tratamiento con PMSG no
se observ) ningun efecto sobre el tamano folicular tanto en hembras nuligestas
como multigestas con una dosis de 10 y 25 Ul, en cambio si se observd un
incremento en el grupo control. Sin embargo, la administracién de PMSG si
estimulé la produccién de estradiol en hembras nuligestas al final del

tratamiento.

Con estos resultados podemos concluir que tanto GnRH de humano como
PMSG, que aunque pueden estimular la actividad ovarica en la lagartija

vivipara Barisia imbricata el desarrollo folicular no fue significativo.
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GENERALIDADES DE LOS REPTILES

os reptiles son vertebrados que conforman un grupo muy variado
de animales que incluyen a las tortugas, cocodrilos, serpientes,

lagartijas y tuataras.

Fosas Ojos (con tres Piel con escamas
neaglex parpados) epidérmicas

Poseen simetria bilateral, un craneo, |

un esqueleto interno que encierra
una médula espinal, ésta se
ensancha en la regién de la cabeza ™ s sacnai

para formar el cerebro; ojos, nariz y A Timpana ovaciaiis

vJ autoamputarse

oidos. Tienen un corazon tricavitario

y sb6lo en los cocodrilos es tetracavitario, presentan un sistema sanguineo
aislado de las cavidades corporales y un complemento de visceras tipico:
sistema digestivo, Organos excretores y reproductores, y normalmente
miembros pares y/o sus vestigios (Bellairs y Attridge, 1975). Las extremidades
generalmente presentan cinco dedos que terminan en unas verdaderas (Casas-

Andreu y McCoy, 1979).

Respiran por medio de pulmones, y casi todos estan cubiertos de escamas o
placas, una de las caracteristicas que los distingue de la mayoria de los
anfibios. Ademas son organismos amniotas y poiquilotermos, lo que significa
que carecen de un mecanismo interno efectivo para regular la temperatura
corporal en respuesta a los cambios ambientales. Sin embargo, estos
vertebrados, emplean otros métodos de control de la temperatura que 1mplica
la utilizacién de fuentes energéticas externas (Bellairs y Attridge, 1975). En la

mayoria de los reptiles hay un paladar secundario incompleto (ya que no hay
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plena separacién entre las cavidades nasal y oral) y sélo en los cocodrilos esta

completo (Casas-Andreu y McCoy, 1979).

La piel de los reptiles es una envoltura celular que forma el limite entre el
animal y el medio ambiente externo, la cual tiene varias funciones. Su principal
funcién es actuar como soporte y protecciéon, mantiene los tejidos y érganos en
su lugar, y es suficientemente elastica y flexible para permitir la expansion,
movimiento y crecimiento. Actila como una barrera protectora, y previene la
invasion de microbios e inhibe el acceso de parasitos. La piel también participa
en la regulacion fisiolégica (por ejemplo la regulacion osmética), deteccidén

sensorial (quimio y mecanorecepcion), respiracion y coloracion (Vitt y Caldwell,

2014).

En la piel de los reptiles la epidermis es notablemente mas gruesa, con
numerosas capas diferenciales sobre el estrato germinativo. La diferenciacion
produce una epidermis cada vez mas gruesa, la membrana celular queratinosa
y la muerte final de cada célula. Este patrén basico esta modificado entre los
diferentes grupos de reptiles y, ocasionalmente, entre los patrones diferentes
del cuerpo y del mismo individuo. Los reptiles Unicamente producen B-

queratina y a-queratina la cual también se presenta en otros vertebrados (Vitt

y Caldwell, 2014).

En todo o en la mayoria del cuerpo, la piel esta cubierta por escamas. Estas se
pueden modificar en placas, escudos, laminillas o tubérculos dependiendo del
grupo taxondémico, el tamano y forma de las escamas, asi como la localizacion
de estas en el cuerpo. Todas las escamas de los reptiles son estructuras
queratinizadas. Los reptiles tienen una gran variedad de glandulas en la piel,
las cuales son pequenas e inconspicuas y son tipicamente multicelulares. Sus
secreciones son principalmente lipidos y compuestos a base de cera que sirve

impermeabilizante y como agentes feromonales (Vitt y Caldwell, 2014).
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El sistema nervioso de los reptiles esta conformado por el cerebro y el cordon
espinal. Ambos derivan embriologicamente y evolucionaron a partir del tubo
neural. El extremo anterior de este tubo forma el cerebro, que sirve como el
mejor centro de coordinacion de la actividad neuromuscular, de la integracion y
respuesta a todos los estimulos sensoriales (Batten e Ingleton, 1987). El cerebro
se divide en cuatro regiones: Diencéfalo, Mesencéfalo y Romboencéfalo y
Telencéfalo. El telencéfalo y diencéfalo forman el prosencéfalo (cerebro
anterior), mientras que el mesencéfalo y romboencéfalo originan el cerebro

medio y cerebro posterior respectivamente (Norris, 2007).

El sistema circulatorio es un medio de transporte que lleva nutrientes y
oxigeno a todos los tejidos del cuerpo y remueve los productos de desecho y el
diéxido de carbono del sistema. Este sistema estd compuesto por cuatro
componentes: la sangre, el medio de transporte, los vasos linfaticos y vasos

sanguineos, el corazon, el mecanismo de propulsién (Bellairs y Attridge, 1975).

El calor se produce como un derivado de muchos procesos metabdlicos. El ritmo
metabodlico de los reptiles es bajo, por lo que sus cuerpos generan menor
cantidad de calor y ademas dicho calor se pierde con facilidad al no poseer
cubiertas aislantes como pelo o plumas. Por lo que dependen de fuentes
externas de calor, como los rayos de sol o el substrato sobre el que descansan
sus cuerpos. Aunque los reptiles necesitan una temperatura ambiental alta
para mantener su estado de actividad, son muy susceptibles al aumento de

calor (Bellairs y Attridge, 1975).

Para evitar el calor excesivo, los reptiles se resguardan en lugares protegidos,
en el agua o en subsuelo. Los cambios de color es otro método de control de

temperatura practicado por ciertos reptiles, ya que la cantidad de calor
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absorbido por el objeto depende en algin grado de su coloraciéon (Bellairs y

Attridge, 1975).

Los reptiles son mas resistentes a las bajas temperaturas extremas. En zonas
templadas, la hibernacién estacional es siempre un rasgo de vida reptiliana; los
animales se refugian de las heladas en el otofio, a menudo bajo tierra, y salen
de sus escondites en primavera. Bajo tales condiciones los reptiles podran

moverse, pero frecuentemente rehusaran alimentarse (Bellairs y Attridge,

1975).

Es indudable que las necesidades térmicas y tolerancia de los reptiles han sido
un factor determinante de importancia en su distribucién geografica y
radiacion adaptativa. Los reptiles modernos muestran un impresionante grado
de adaptabilidad térmica para resistir condiciones tan diversas como
sobrevivir adecuadamente en ambientes de la selva tropical hasta climas muy

frios como en la faldas de los volcanes (como es el caso de B. imbricata).

DISTRIBUCION Y ABUNDANCIA
Los reptiles se encuentran en una gran variedad de habitats terrestres, como

estos son ectotérmicos su distribucién esta influenciada por la temperatura del
ambiente (Porter, 1972). Existen 9547 especies de reptiles en el mundo, en
México se han descrito 864 especies de reptiles y es considerado el segundo pais
con mayor diversidad de este grupo después de Australia. Los estados con un
mayor numero de especies son: Oaxaca (262), Chiapas (220) y Veracruz (200),
mientras que los estados con una fauna de reptiles menos diversa son: Tlaxcala
(36 especies), Distrito Federal (39) y Guanajuato (43) (Flores-Villela y Garcia-
Vazquez, 2014).
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Los Testudines (agrupan a todas las tortugas), actualmente se conocen unas
332 especies y México cuenta con 48 de estas especies (Flores-Villela y Garcia-
Vazquez, 2014). La mayoria de este grupo son acuaticos, marinas o

dulceacuicolas y s6lo unas pocas son terrestres.

Los Crocodylia, llamados: cocodrilos, aligatores y caimanes son de habitos
acuaticos y de gran tamano. Estos estan limitados a ambientes tropicales
(excepto el género Alligator), y apenas estan representados por 25 especies. De
las cuales; tres tienen distribucién en México (Caiman crocodylus, Crocodylus

acutus y Crocodylus moreleti) (Flores-Villela y Garcia-Vazquez, 2014).

Los Squamata contienen tres grupos de reptiles: sauria (lagartijas), serpentes
(serpientes) y amphisbaenia. Los dos primeros representan alrededor del 95%
de los reptiles vivientes (Vazquez, 2005). Las lagartijas y serpientes son dos
grupos de reptiles con gran éxito; entre sus representantes se incluyen formas
trepadoras y planeadoras. Las hay cavadoras, semiacuaticas y hasta
completamente marinas y tienen una distribuciéon cosmopolita. Esté éxito
también se refleja en el nimero de representantes vivientes: 5851 especies de
lagartijas, 3442 serpientes. A México le corresponden unas 417especies de
lagartijas y 93 especies de serpientes. Los amphisbaenia, son escasos y poco
conocidos, lo conforman reptiles cavadores y de regiones tropicales; se conocen
184 especies, tres estan presentes en Meéxico (Bipes sp.) (Flores-Villela y

Garcia-Vazquez, 2014).

Los Rhynchocephalia, conocidos como tuataras, viven confinados en un
archipiélago en la Bahia de Plenty y en estrecho de Cook, al norte de Auckland,
Nueva Zelanda. Las dos especies vivientes (Sphenodon punctatus y Sphenodon

guntheri) son consideradas fésiles vivientes (Vazquez, 2005).
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Hay un elevado porcentaje de endemismos entre los reptiles que habitan en
México encontrandose unos 493 taxones endémicos para el pais. De las 40
familias de reptiles, 15 no poseen especies endémicas de México estas son: las
familias de cocodrilos, 5 de tortugas, 5 de lagartijas y sdlo 2 de serpientes. Sin
considerar a Bipedidae, familia endémica de México, y Dibamidae, cuyo tinico
representante del continente americano es endémico de México, los porcentajes
de endemismo mas altos a nivel de especie se encuentran en 4 familias de
lagartijas: Anguidae (87.7%), Xenosauridae (87.5%), Phyllodactylidae (81.25%)
y Xantusiidae (80.7%). En los otros grupos de reptiles, los porcentajes de
endemismo no rebasan el 70%. Las 2 familias de serpientes que tienen el
mayor porcentaje de endemismo son Natricidae (66.6%) y Dipsadidae (62.5%);
la familia de tortugas con el mayor porcentaje de especies endémicas es

Emydidae (67.1%) (Flores-Villela y Garcia-Vazquez, 2014).

Debido a la amplia distribuciéon de los reptiles se presentan diversos tipos de

estrategias reproductoras relacionadas con las zonas climaticas.

CicLOos REPRODUCTORES
Existe una amplia diversidad de ciclos de reproduccion reptiliana; sin embargo,

se pueden observar de manera general los siguientes patrones:

@® Reproduccién estacional (Discontinua). Con periodos de actividad
reproductora separada por una etapa de inactividad. Los machos
muestran mas variacion en el tiempo de inicio y duraciéon de la
espermatogénesis. Las hembras pueden ser estacionalmente
monoestrales (con una sola camada) por ejemplo: la tortuga Chrysemys
picta (Callard y Kleis, 1987), la serpiente Naja naja, la lagartija Barisia
imbricata (Martinez Torres et al., 2012) y el cocodrilo Alligator

mississippiensis (Duvall et al., 1982) o poliestrales (multiples camadas)
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por ejemplo: la tortuga Sternotherus odoratus (Callard y Kleis, 1987) y la
serpiente Elaphe radiata (Saint, 1982). Este patréon se puede encontrar

en todas las especies de zonas templadas y en algunas de los trépicos

(Callard y Kleis, 1987).

® Reproduccion Continua (Aciclica). Con una intensidad similar de
actividad reproductora todo el ano por ejemplo la serpiente Ptyas korros
(Saint, 1982), la tortuga Chelonia depressa y la lagartija Anolis
trinitatus (Duvall et al., 1982). Las especies con este patron reproductor

tienden a tener una distribucién tropical (Callard y Kleis, 1987).

Las hembras de los reptiles muestran un patrén estacional de actividad ovarica
y produccion de huevos, alternando con la inactividad ovarica. Generalmente
los escamosos monoestrales de zonas templadas tienen un crecimiento ovarico
estacional explosivo y el ovario se mantiene pequeno entre las fases de
crecimiento. Las especies de zonas templadas tipicamente ovulan en
primavera, pero algunas representantes viviparas ovulan en otono o invierno,
por ejemplo Sceloporus cyanogeys, S. jarrovi (Callard y Kleis, 1987) y Barisia
imbricata (Martinez Torres et al., 2012). En estos, el desarrollo embrionario
ocurre durante el invierno y el parto en la primavera (Callard y Kleis, 1987).
Por otro lado, las hembras de reproducciéon continua tienen un intervalo de uno
o mas meses entre la dltima maduracién y ovulacion (por ejemplo Sternotherus
odoratus, que produce dos o tres camadas al ano, otro ejemplo es la serpiente

Elapoides fuscus, y la lagartija Anolis trinitatus) (Saint, 1982).

Las hembras de los escamosos se pueden clasificar en dos tipos basicos con

respecto a sus estrategias reproductoras: (Callard y Kleis, 1987).

I Maduracion temprana: Multiples camadas: en este caso el tipo de

reproduccién que predomina es la oviparidad y casi todas las especies
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son poliestrales estacionales. Llegan a la madurez con un tamafo de
cuerpo mas pequeno que las de reproduccién tardia y por lo tanto el
promedio del tamano de la camada también es significativamente menor
(por ejemplo la serpiente Chrysopelea ornata, Saint, 1982) (Callard y
Kleis, 1987).

I Maduracion tardia: En este tipo las hembras tienen una sola camada
al ano. Llegan a la madurez sexual en un mayor tamano del cuerpo
comparado con los de maduraciéon temprana y por lo tanto tienen
camadas mas grandes, compensados por una baja fecundidad por
estacion (por ejemplo Nerodia sipedon, la cobra Naja naja entre otros)

(Callard y Kleis, 1987).

Una vez que un ciclo reproductor ha sido iniciado, las diferencias entre los
patrones reproductores pueden ser atribuidas principalmente a la longitud de
los intervalos entre las siguientes camadas y al numero de foliculos que
alcanzan la madurez durante cada intervalo reproductor. El control de estas
dos variables esta dado por una compleja interaccion entre el ovario, la
pituitaria, y el hipotalamo, el cual se ve reflejado en los cambios temporales de
las gonadotropinas del pasma y de los esteroides gonadales. Estos ultimos,
tienen importancia intraovarica y son esenciales en el desarrollo folicular,

ovulacién y en la iniciacién de una adecuada respuesta en el tracto reproductor

(Callard y Kleis, 1987).

Con respecto a los machos los ciclos reproductores se pueden dividir en 4 tipos:

a. Tipo aestival (verano) y potsnupcial: Se presenta en regiones
templadas y subtropicales en donde la espermatogénesis ocurre en la
estacion humeda y los espermatozoides son almacenados durante el

inverno ya sea en los vasos deferentes de los machos u ocasionalmente
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en los oviductos de las hembras. Y el apareamiento ocurre en primavera
(por ejemplo en Austrelaps superbus y Thamnophis elegans) (Saint,

1982) y en la lagartija Sceloporus jalapae (Ramirez-Bautista et al.,

2005).

b. Tipo mixto: se encuentra sb6lo en regiones templadas y
subtropicales. Se caracteriza porque la espermatogénesis comienza al
final de la primavera y es completada al siguiente ano. Se pueden
distinguir dos tipos. En el primero se presentan dos periodos de
espermatogénesis y maduracion (otofio y primavera), mientras que en el
segundo subtipo se presenta s6lo un periodo de espermatogénesis y
apareamiento (primavera) al afno (como en Micrurus fulvius, Vipera

aspis, (Saint, 1982) y las lagartijas Xantusia vigilis y Sceloporus scalaris

Duvall et al., 1982).

c. Tipo prenupcial: Se presenta en cualquier zona, excepto en regiones de
clima frio. La espermatogénesis es completada hacia el final del periodo
de apareamiento y algunas veces ocurre en primavera en regiones
templadas y subtropicales (por ejemplo, Acantophis antarcticus,
Pseudechis australis Saint, 1982 y la lagartija Sceloporus ochoterenae

Bustos-Zagal et al., 2011).

d. Actividad reproductiva continua: Se presenta sélo en especies
poliestras de regiones intertropicales con una marcada estacion de secas
(por ejemplo, Oligodon taeniatus, Ptyas korros, Anolis Trinitatus,
Genatodes albogularis Saint, 1982 y la lagartija Sceloporus gadoviae

Ramirez-Bautista et al., 2005).
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EcoLOGIA REPRODUCTORA

Los ciclos reproductores de los reptiles estan generalmente coordinados por los
factores ambientales. Las variables tales como la temperatura el fotoperiodo,
humedad, disponibilidad de alimento y ciertos aspectos del comportamiento
social, son importantes en la sincronizacién del ciclo reproductor de los reptiles
(Duvall et al., 1982). Sin embargo, se considera que la temperatura es el
principal factor ambiental que controla la actividad gonadal y el ciclo
reproductor de lagartijas en regiones templadas (Duvall et al., 1982). Ademas,
las diferentes actividades de los reptiles dependen directamente de la
temperatura (Saint, 1982). También, hay evidencias de que dichos factores
afectan la reproduccién reptiliana. Por ejemplo, en Xantusia vigilis las
temperaturas altas (32° constantes) estimulan un incremento de la
espermatogénesis (Bartholomew, 1973 y Licht, 1972). Ademas, las
temperaturas elevadas (27°C) también estimulan el crecimiento folicular en
Uta stansburiana (Tinkle y Irwin, 1965). Asi, estas observaciones demuestran
que la temperatura es importante para controlar el ciclo sexual de los reptiles

(Duvall et al., 1982).

El fotoperiodo esta involucrado en mantener la actividad gonadal (Duvall et al.,
1982). Y juega un papel trascendental en la termorregulacion. Este fenomeno
es muy evidente en elevadas altitudes, donde la longitud del dia es compensada

por la brevedad de la estacion seca (Saint, 1982).

Otros factores involucrados en el control del ciclo reproductor de los reptiles
son: la lluvia y la humedad. Por ejemplo, Anolis carolinensis, no exhibe
comportamiento reproductor a menos que la humedad relativa sea cerca del

60% (Crews y Garrick, 1980). La lluvia y la humedad pueden ser importantes
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para la reproduccién estacional en serpientes y puede afectar de dos formas:
una es a través de la reduccién de la radiaciéon solar, la cual en verano es una
factor favorable en zonas sub e intertropicales, afectando la termorregulacion.
El otro efecto de la lluvia sobre serpientes, como Enhydris enhydris, es a través
de la influencia sobre la vegetacion; ya que sus presas son consumidores
primarios y secundarios (Saint, 1982), tortugas como Chelonida rugosa
depositan sus huevos en la arena durante la estaciéon de lluvias (Kennett et al.,
1993). En el cocodrilo de agua salada (Crocodylus porosus) la proporcién de
hembras adultas que se reproduce varia con la estaciéon de lluvias, las cuales

ovopositan en monticulos construidos de vegetacion al comienzo de la estacion

humeda (Shine y Brown, 2008).

El efecto de la humedad sobre el ciclo reproductor reptiliano también esta
relacionado con la produccion de alimento. Se sabe que la disponibilidad de
alimento es otro factor importante que influencia la actividad reproductora en
Urosaurus ornatus (Ballinger, 1977). Durante periodos de sequia, asociados a
la escasez de alimento, el almacenamiento de lipidos en cuerpos grasos puede
ser importante para el mantenimiento general asi como para la reproduccién.
Los reptiles de zonas templadas tienen la caracteristica de almacenar lipidos
inmediatamente antes de periodos frios (Guillette y Casas-Andreu, 1981), y los
reptiles tropicales lo hacen durante la estacion seca (Derickson, 1976). Por lo
tanto, la disponibilidad de alimento asi como el almacenamiento de lipidos es
crucial para el periodo de recrudescencia gonadal; de otra manera los cuerpos
grasos serian agotados para propositos de mantenimiento general (Duvall et
al., 1982). Ademas, la depauperacion de cuerpos grasos esta correlacionada con

la recrudescencia gonadal en muchas especies de lagartijas (Dessauer, 1955).

Estudios han demostrado que el tamano de los cuerpos grasos puede ser

incrementado por una alimentacion complementaria, por lo tanto se ha
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establecido una relacion directa entre la disponibilidad de alimento y el tamano
del cuerpo graso (Guillette y Casas-Andreu, 1981). Derickson (1976) presentd
datos donde indica que el ciclo del cuerpo graso estd en funcién de la

disponibilidad de alimento.

Claramente, la falta de disponibilidad de alimento, seguida del inicio de la
primavera podria disminuir la posibilidad del éxito reproductor de los reptiles
de zonas templadas, posiblemente a través del agotamiento de los cuerpos
grasos. Asi, cambios en la humedad y en la disponibilidad de alimento parecen
afectar el ciclo sexual de algunos reptiles de zonas templadas (Duvall et al.,
1982). Por ejemplo, el ciclo ovarico de Agama agama lionotus de una regién de

Africa esta asociado a cambios en la disponibilidad de insectos como alimento

(Marshall y Hook, 1960).

APARATO REPRODUCTOR

Los ovarios de los reptiles 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 afo. En la
corteza se pueden observar foliculos previtelogénicos (FPV), foliculos
vitelogénicos (FV), asi como foliculos atrésicos (FA) (Fig.1). Durante la estacion

reproductora el ovario incrementa su tamano debido a la vitelogénesis folicular.

Mientras que en la fase de gestacion es posible observar la presencia de cuerpos

Iateos (CL) (Martinez-Torres et al., 2003).
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Figura. 1 Ovario de lacertilio
(Corte Histoldgico).

Lecho Germinal (LG),
Foliculos:

Previtelogénicos (FPV),
Vitelogénicos (FV),
Atrésicos (FA)

Cuerpo Luteo (CL),
Estroma Ovdrico (Es Ov) y
Epitelio Celémico (Ep Ce).
(Modificado de Villagran-Santa
Cruz, 1989).

El ovario de los reptiles, al igual que en los demas vertebrados, tiene dos
funciones principales: producir gametos y hormonas dentro de las que destacan
los esteroides sexuales. Un caracter distintivo del ovario de los reptiles, con
respecto a los demas amniotas, es la presencia de uno o mas lechos germinales

los cuales contienen ovogonias, ovocitos y foliculos primordiales (Byskov, 1978).

Debido a esta caracteristica los ovocitos crecen y maduran dentro del lecho
germinal. Las ovogonias se pueden ubicar en pequenos 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) (Guraya, 1978; Guraya y Varma, 1976). 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

pequenas (Ce Pe), medianas (Ce In) y piriformes (Ce Pi) (Dodd, 1977) (Fig. 2).
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Figura 2. Pared de un foliculo previtelogénico de un lacertilio. Compuesto de una capa acelular lamada Zona
pellcida (Z P), epitelio folicular conformado de Células pequerias (Ce Pe), células intermedias (Ce In), Células
piriformes (Ce Pi) y la teca (T). Tomado y Modificado de Dodd, 1977.

Las células piriformes presentan estrechos puentes -citoplasmicos que
atraviesan la zona pelicida 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 (Saidapur, 1982).

En los FVs se inicia la formacion de plaquetas vitelinas, las cuales se van
acumulando en el ovocito al mismo tiempo que las células foliculares se van
aplanando cada vez mas conformando una capa simple y monomorfica. Las
capas tecales se diferencian morfolégicamente en teca externa (TE) muy
vascularizada y teca interna (TI) que se transforma en secretora de esteroides

(Saidapur, 1982).
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No todos los foliculos maduran, 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 ovarico pierde su integridad y el ovocito

no es ovulado (Byskov, 1978).

El proceso de atresia folicular depende de diversos factores y varia en las
diferentes especies de acuerdo a las condiciones nutricionales y fisiolégicas, asi
como al tipo de foliculo que es afectado por la atresia (Boyscov, 1978). Es decir,
la atresia folicular se presenta en cualquier tipo de foliculo; sin embargo, es
mas frecuente en foliculos con algin grado de vitelogénesis. Aunque la
naturaleza de este fendmeno no se conoce con certeza, es ampliamente aceptado

que las alteraciones en los niveles hormonales promueve la degeneracion

folicular (Boyscov, 1978).

El cuerpo Iuteo (CL) es un 6rgano transitorio que se forma a partir de las capas
celulares del foliculo potsovulatorio. Esta glandula se presenta en hembras
gestantes de todos los grupos de vertebrados, tanto especies oviparas como
viviparas. Su funcién principal es sintetizar y secretar esteroides,
primordialmente progesterona, la cual es requerida para el mantenimiento de

la prenez (Xavier, 1987).

Después de la ovulacién, las células de la granulosa se hipertrofian y
proliferan, el nucleo incrementa su volumen, es baséfilo y presenta uno o tres
nucléolos dependiendo de la especie, transformandose asi en células luteales

(Yaron, 1985, Martinez-Torres et al., 2003).

Los huevos de reptiles poseen gran cantidad de vitelo, asi mismo tienen
membranas extraembrionarias; como es el amnios, el cual sirve para proveer al
embriéon de un medio acuatico en el que pueda desarrollarse. El corion que

rodea al amnios y el alantoides estan estrechamente conectados a la membrana
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de la cascara, teniendo la funcién de un 6rgano respiratorio. La mayoria de los

reptiles son oviparos; sin embargo, existen diversas especies que son viviparas.

Al momento de nacer los jovenes reptiles son similares en forma y costumbres a

sus padres (Bellairs y Attridge, 1975).

HORMONAS

El sistema endocrino de los reptiles esta representado, por el conjunto de
glandulas de secrecién interna, que actian a través de sus productos de
secrecion, las hormonas, que vierten directamente en el torrente circulatorio en
respuesta a estimulos especificos. A través de la sangre cada una de las
hormonas alcanza a los tejidos que sirven de blanco, en los cuales provoca una

respuesta funcional definida (Blanco, 1996).

De acuerdo con la naturaleza quimica, las hormonas pueden clasificarse en

cinco categorias:

%  Esteroides. Que derivan del colesterol, a este grupo pertenecen los
glucocorticoides, la aldosterona y los andrégenos de la corteza
suprarrenal; los estréogenos y la progesterona del ovario y la testosterona

del testiculo.

% Aminas y Aminoacidos. Derivados de aminoacidos, como la adrenalina
y la noradrenalina de la médula suprarrenal, la tiroxina, la melatonina

de la glandula pineal.

% Derivados de acidos grasos. Las prostaglandinas, tromboxanos y

leucotrienos se originan de acidos grasos poli-insaturados.
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&%  Péptidos. Como factores reguladores del hipotalamo, la vasopresina y

oxitocina de la neurohipéfisis, etc.

% Proteinas. Como la insulina del pancreas, hormona del crecimiento,

hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) etc.

La pituitaria estd presente en todos los vertebrados, ademas, es una fuente
importante de hormonas que regulan una gran gama de actividades. Esta
compuesta de dos partes principales, la neurohipdfisis (NHP) y la
adenohipofisis (AHP). La glandula pituitaria esta localizada en el tercer
ventriculo del cerebro. La NHP se divide en tres regiones, el 16bulo distal
neural (NL), el tallo neural, y la eminencia media proximal (ME), a las Gltimas
dos zonas en conjunto se denominan infundibulo. Y la AHP esta conformada
por una parte distal, tuberal y parte intermedia, ademas de estar formada por

células epiteliales y secreta hormonas tréficas (Norris, 2007).

Las hormonas tréficas que secreta la AHP se encuentran dentro de tres

categorias (Norris, 2007):

@  Categoria I: incluye hormonas glicoproteicas FSH, LH y la tirotropina
(TSH).

@  Categoria II: estd constituida por la hormona de crecimiento (GH) y
prolactina (PRL).

@  Categoria III: incluye péptidos pequenos como la hormona corticotropina
(ACTH), la hormona melanotropina a-MSH, lipotropina (LPH) vy

endorfinas.
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Las gonadotropinas (GtH) de las cuales existen dos tipos distintos en
vertebrados, la FSH y LH, ambas son glicoproteinas las cuales estan
constituidas por unidades polipeptidicas diferentes, las cadenas a y B. La
subunidad a es idéntica para las dos hormonas, y la B es especifica para cada

una (Blanco, 1996).

Con respecto a los reptiles, poco se sabe sobre su endocrinologia reproductora y
es posible que estos tengan un patrén similar al de los mamiferos, es decir, que
presentan los dos tipos de gonadotropinas (FSH y LH) (Fig. 3). Las tortugas y
cocodrilos parecen presentar ambas. Sin embargo, en escamosos parece ser que
s6lo una gonadotropina esta presente y posee la actividad tanto de la FSH,

como LH (Licht, 1979; Licht, et al., 1977).

Higher Brain Centers | \

Pituitary afieusssiassasensuntaansstaanansantuat .:

FSH-LH

v

ONAUAS

Ovary

Estradiol Testosterone

‘ (Target Tissues)

(Y ®er 11o2002)

Figura 3. Eje hipotalamo- hip&fisis- gdnada. Control de la pituitaria sobre la
secrecién de gonadotropinas. Tomado y modificado de Norris, 2007.
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ANTECEDENTES

HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) parece estar presente en el
cerebro reptiliano, y los mniveles de esta hormona pueden variar
estacionalmente (Callard y Kleis, 1987). Esta hormona fue originalmente
1dentificada como un decapeptido capaz de estimular la actividad de la
pituitaria de mamiferos para sintetizar y liberar gonadotropinas como la FSH y
LH (Matsuo et al., 1971; Burgus et al., 1972). También existen evidencias de
que esta involucrado en la regulacion de la estereidogénesis gonadal tanto en
anfibios como en varias especies de reptiles (Variale et al., 1986; Ciarcia et al.,
1989; Arisawa et al., 1990; Pitzel et al., 1991). Estudios llevados a cabo en
Rana esculenta (Gobbetti y Zerani, 1991; Gobbetti et al., 1992 a y b) sugieren
un papel estimulatorio de GnRH sobre la estereidogénesis el cual, es mediado
por prostaglandinas (Gobbetti et al., 1994). Ademas, se ha encontrado la
presencia del GnRH de salmén (sGnRH) en algunas especies de lagartijas como
en Podarcis sicula y Galliota galloti (Lembeck et al., 1985; Powell et al., 1986 y
Bello et al., 1991).

Diversos estudios han demostrado que la GnRH y sus receptores estan
presentes en el ovario de varios grupos de vertebrados, sugiriendo una funcién
intra-ovarica en adiciéon a esta actividad hipofisiotrépica (Singh et al., 2008).
Varias formas de GnRH se han encontrado en el ovario de peces y mamiferos
como la rata las cuales tienen un papel regulatorio en la esteroidogénesis
(Habibi et al., 1988, 1989), apoptosis (Billig et al., 1994; Parborell et al., 2002),
y maduracion meiética del ovocito (Hillensjo y LeMaire, 1980; Pati y Habibi,

1998; Nabissi et al., 1997).
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Se ha encontrado una alta variabilidad en la respuesta a GnRH en dos especies
de tortuga Psuedemyses scripta y Chrysemys picta sugieren que esta depende
del sexo y de la condicién reproductora. Estas diferencias pueden ser en la
magnitud, duracién y patrén de respuesta a este factor liberador (Licht et al.,
1985). Otro estudio realizado en la tortuga Chrysemys picta, confirma que el
sexo y la condiciéon reproductora (por lo menos en hembras) contribuyen
significativamente a la respuesta natural de la pituitaria a GnRH (Licht y

Porter, 1985).

En los machos, la administracion de GnRH de mamifero induce tanto
recrudescencia testicular como la produccién de andrégenos en la lagartija
ovipara Calotes versicolor. Lo cual implica que la secreciéon y produccion de
gonadotropinas desde la hipéfisis ocurre en seguida del tratamiento con GnRH

(Shanblag et al., 2000).

Ademas de esta funcién endocrina es probable que tenga un papel
neuromodulador en el comportamiento sexual y en senales de transferencia

olfatoria en todos los vertebrados (Dubois et al., 2002).

GONADOTROPINAS

En los reptiles, como en otros vertebrados, el crecimiento folicular es promovido
por gonadotropinas (tanto enddgenas, como exdgenas) (Jones et al., 1973).
Estas son hormonas de la glandula pituitaria anterior que estimulan el
crecimiento folicular y la vitelogénesis en reptiles (Jones, 1969; Licht, 1970;

Eyeson, 1971).
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Diversas investigaciones han demostrado que la génada de serpientes y
lagartijas es sensible a la estimulacién con gonadotropinas de mamifero (Licht
y Pearson, 1969; Licht, 1970; Callard et al., 1972). La aplicacion de
gonadotropinas de mamifero a lagartijas adultas (Anolis carolonensis, Uta
stansburiana y Sceloporus acidentalis) (Licht, 1970) mostr6 que tanto la FSH
como la LH son capaces de promover el desarrollo ovarico y la
espermatogénesis. Sin embargo, parece ser que la FSH de ovino es mas
eficiente que la LH, ya que se observé que la administracién de dosis “bajas” (1-
10 pg) de FSH altamente purificada inducen el desarrollo folicular, la ovulacion

y el incremento en el peso del oviducto (Licht, 1970).

Se ha comprobado que FSH estimula el crecimiento ovarico en lagartija
Lygosoma laterale (Jones, 1969). Dosis bajas estimulan el crecimiento ovarico y
la ovulaciéon en A. carolinensis (Licht, 1970), y dosis altas también estimulan el
crecimiento ovarico en Agama agama (Eyeson, 1971). Por otro lado, hay
evidencia que sugiere que el efecto de la FSH en estimular el crecimiento
folicular varia con el tamano folicular inicial. Por ejemplo, en el ovario de L.
laterale foliculos pequenos (alrededor de 0.35mm) no responden al tratamiento
con FSH, los foliculos alrededor de 0.43 mm responden mejor a dosis de 50 pg
FSH, y foliculos de 0.48 mm o mayores responden similarmente a dosis de 10 y

50 ng (Jones et al., 1973).

Con respecto a los machos, la FSH puede causar crecimiento testicular y
espermatogénesis en animales hipofisectomizados de la lagartija Hemidacyilus
flaviviridis (Reddy y Prasad, 1970). Se sabe que las células intersticiales y el
proceso de espermatogénesis es controlado por LH y FSH, respectivamente, y
que estas dos hormonas tienen distintos ciclos estacionales de secrecion (Licht,

1972).
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En lagartijas y serpientes, ambas gonadotropinas estimulan a las estructuras

accesorias androégeno-dependientes (epididimo y el segmento sexual renal) y
desarrollan células intersticiales; aunque la FSH fue mas efectiva que la LH
(Licht y Pearson, 1969). En otro estudio que se llevé a cabo en machos de C.
picta donde se probd que la FSH, (incluyendo la obtenida de rata, humana y

ovina) es mas potente que las correspondientes a LH (Callard y Ryan, 1977).

GONADOTROPINA DE SUERO DE YEGUA PRENADA

Se ha demostrado que el tratamiento con analogos de FSH como la
gonadotropina de suero de yegua prenada (PMSG), pueden promover efectos en

la génada de los reptiles escamosos (Martinez-Torres y Martinez-Lépez, 2004).

En la hembra adulta la PMSG puede estimular la actividad del ovario. Callard
y colaboradores (1972) observaron que la administraciéon de esta hormona a
hembras de S. cyanogenys al inicio del ciclo reproductor acelera el desarrollo de
los foliculos ovaricos. Otros estudios han demostrado que PMSG puede inducir
la ovulacién en la lagartija C. versicolor (Bhagyashri et al, 1993). También
promueve la formacién de FV en hembras con fracaso reproductor de la
lagartija B. imbricata, tratadas con esta hormona (Martinez-Torres et al.,

2009).

En machos jovenes de B. imbricata, la PMSG puede estimular la
espermatogénesis (Martinez-Torres et al., 2004), ademas, de que puede inducir

la produccion de andrégenos (Callard y Ryan, 1977).
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BIOLOGIA DE DBarisia imbricata imbricata

Barisia imbricata es una lagartija vivipara con una longitud hocico-cloaca
(LHC) de 108 £ 3.3 mm en un rango de 82.4 a 148.8 mm en una lagartija
adulta, que habita zonas templadas y se les puede encontrar en altas
elevaciones (> 2000 m.s.n.m.) (Guillette y Smith, 1982). Esta lagartija es una
especie endémica de México y
vive en las montanas
transvolcanicas de los estados
centrales de la Republica

Mexicana de nuestro pais (D.F,

Hidalgo, Jalisco, México,

< Distrito
Federal
< Hidalgo

Michoacan, Morelos, Oaxaca, % Jolle

< Michoacin
% Morelos

Puebla y Veracruz (Guillette y 3 oaxeca
Casas-Andreu, 1987) (Fig. 5).

< Veracruz

I Barisia imbricata - Imbricate Alligator Lizard

Es una lagartija terrestre y

termofilica, con un bajo Figura 5. Distribucién de Barisia imbricata

promedio de temperatura del

cuerpo (18-20° Villamar, 1998) y es una especie insectivora (Guillette y Casas-
Andreu, 1987). Las hembras tienen dos lechos germinales por ovario (Jones et
al., 1982), son de reproduccién estacional anual, la vitelogénesis inicia en el
verano (finales de agosto, principios de septiembre), la ovulaciéon ocurre en
otono (noviembre y principios de diciembre), y el apareamiento ocurre previo a
la maduraciéon del foliculo (Guillete y Casas-Andreu, 1987; Martinez-Torres et

al., 2006).

El desarrollo embrionario es largo, dura alrededor de siete meses, (inicia a

finales de otofio y termina ya entrada la primavera) (Martinez-Torres et al.,
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2006). Las hembras activas reproductivamente tienen una LHC que varia entre
los 775 a 124.7 mm  (Guillette y Casas- Andreu, 1987).
Los machos exhiben un patrén de recrudescencia testicular en primavera
(abril-mayo), con un pico de actividad en verano (julio-agosto) y una rapida
regresion en septiembre. Los machos son activos reproductivamente en una
LHC de 87.1 a 148.8 mm. El ciclo reproductor de ambos esta correlacionado

con la precipitacién (Guillete y Casas-Andreu, 1987).

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los dltimos anos el numero de especies de reptiles amenazadas o en peligro
de extinciéon ha ido en aumento, lo cual es causado entre otras cosas por los
asentamientos humanos, fragmentacion del habitat, comercio, trafico,
introduccién de especies exoéticas, realizaciéon de obras de infraestructura,
cambio de uso de suelo, etc. Debido a esta situacion es necesario iniciar no sélo
programas de mantenimiento y reproduccién en cautiverio de especies
amenazadas sino desarrollar proyectos que permitan conocer a fondo los
mecanismos que regulan la reproducciéon de estas especies para montar otras
estrategias que permitan, ademas de ayudar a su conservacion, usarlas como
modelo de estudio con fines de investigacion. Por otro lado, en otros paises se
han realizado investigaciones en diversas especies de reptiles que han
demostrado que la géonada de tortugas, serpientes y lagartijas es sensible a la
estimulaciéon con gonadotropinas de mamifero; pero hasta la fecha no se han

realizados proyectos para estimular la actividad ovarica en lagartijas
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mexicanas. Kl desarrollo de este tipo de proyectos permitiria, el progreso de
diversos campos del conocimiento en los reptiles que se han quedado rezagados
debido a la ausencia de técnicas que permitan manipular la reproduccién para
obtener gametos y/o embriones en etapas precisas de desarrollo. La lagartija
vivipara Barisia imbricata imbricata, endémica de México, puede ser un
modelo adecuado para llevar a cabo este tipo de estudios, porque exhibe un
patron reproductor estacional muy marcado, puede adaptarse a condiciones de

cautiverio y es facil de manipular.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de la administracion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y la gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG)
de mamifero en la actividad ovarica en hembras nuligestas y multigestas de la

lagartija vivipara Barisia imbricata imbricata.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar el efecto de la estimulacién del desarrollo folicular con
GnRH y PMSG en hembras nuligestas y multigestas de Barisia

imbricata.

2. Establecer los niveles de hormona foliculo estimulante y estradiol en
hembras de Barisia imbricata (nuligestas y multigestas), tratadas con

GnRH y PMSG respectivamente
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MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se emplearon hembras adultas de Barisia imbricata imbricata, colectadas en el
municipio de Cuautitlan (19° 38'N, 99°25°0), Estado de México. Las cuales
fueron marcadas por escisién falangiana, medidas y pesadas un dia después de

la captura.
DETERMINACION DEL DIAMETRO FOLICULAR:

Este proceso fue realizado mediante un escaneo por ultrasonido al inicio y final
de cada tratamiento, utilizando un transductor de capacidad variable de 30
MHz, el cual fue realizado en el Hospital Federico Fernandez Fierro, en el
departamento de Radiologia. Las lagartijas fueron colocadas en una posicién
dorso-lateral, y las extremidades posteriores colocadas hacia atras.
Posteriormente el transductor fue lubricado con gel (Aquasonic 100, gel de
trasmisién de ultrasonido, Laboratorios Parker, Inc., Orange, New dJersey) fue
colocado en el area de tejido suprainguinal, y se tom6 imagen del ovario para
determinar el didmetro de los foliculos. Unicamente se utilizaron hembras que

presentaron foliculos previtelogénicos menores de 2.0 mm de diametro.

Posteriormente se ordenaron en dos grupos, con 20 organismos para PMSG y

21 para GnRH.
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ESTIMULACION DE LA ACTVIDAD OVARICA DE HEMBRAS NULIGESTAS Y MULTIGESTAS

DISENO EXPERIMENTAL

Sl

Hembras Nuligestas. Se consideraron hembras nuligestas a aquellas
hembras que presentaron una LHC menor de 10 cm, pues inician su
actividad reproductora cuando alcanzan los 8.7 cm. Se formaron 3
grupos; a un grupo (n=6) se le administré una dosis de PMSG (Folligon
Lab. INTERVET) de 10 Ul, via intraperitoneal dos veces por semana
durante dieciséis semanas. Al segundo grupo experimental (n=5) se le
trato con GnRH de humano (Lab. MP Biomedicals) se utiliz6 una dosis
20 pg dos veces por semana durante once semanas durante los meses de
agosto a noviembre. Y al tercer grupo control se subdividié en un grupo
(n=7) para PMSG y un grupo (n=11) para GnRH a los cuales solo se le

realiz6 puncién cardiaca para analizar el plasma.

Hembras Multigestas. Se consideraron hembras multigestas a
aquellas hembras con una LHC de 12 + 2 cm, pues se considerd que
cuando menos se habian reproducido una vez. Se formaron 3 grupos; al
primer grupo experimental (n=6) se le aplic6 una dosis de PMSG (n= 7)
de 25 Ul dos veces por semana durante dieciséis semanas. Al segundo
grupo experimental (n=5) se le administré una dosis de 50 ng de GnRH
dos veces por semana durante once semanas. Finalmente el tercer grupo
control fue dividido en dos grupos uno para PMSG (n=7) y uno para
GnRH (n=11) realizandoles s6lo puncién cardiaca. La administracién de

las hormonas en todos los casos fue via intraperitoneal.

Las dosis utilizadas fueron de acuerdo a Bhagyashri-1993 para PMSG. Con

respecto a GnRH fueron de acuerdo a Licht-1984.
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Los organismos fueron mantenidos en terrarios (Fig. 6 y 7) (separados por

grupos) de 130.5 cm de largo, 95 cm de ancho y 52 cm de alto, ademas se les

adicion6 15 cm de tierra y plantas para
resguardarse del sol y la lluvia. Los
fueron colocados el
invernadero de Unidad de
Morfofisiologia (19° 36 N, 98.5°11'W,
2240 m de altidud) con un ciclo de luz-

terrarios en

la

oscuridad natural, temperatura vy

humedad ambiental.

Se les proporciono agua y alimento ad

libitum tres veces a la semana. El

alimento consistiod de grillos

domésticos (Achaeta sp); y, ademads,

Figura 6. Terrarios de Barisia imbricata

una vez por semana se les proporcioné larvas de palomilla (Galleria mellonela)

para una mejor nutricion.

Figura 7. Terrarios de Barisia imbricata
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Unos dias previos al inicio y al final del tratamiento se registraron peso y talla

de cada organismo.

Se obtuvieron muestras de sangre de cada una de las hembras, al inicio, mitad
y al finalizar el tratamiento. Se tom6 una alicuota de sangre (70+10 pul)
mediante puncién cardiaca, misma que se centrifugé a 6000 rpm durante 45
segundos, se decantd el plasma y se almacend a -40 °C hasta el momento del
ensayo. Se determinaron los niveles de estradiol en el tratamiento con PMSG y

FSH en las hembras tratadas con GnRH.

DETERMINACION DE HORMONAS

Determinacion de estradiol: Se realizé por medio de radioinmunoensayo. El
dia del ensayo se descongelaron las muestras de sangre a temperatura
ambiente para determinar la concentracion de estradiol en plasma utilizando
un estuche Coat-A-Count Estradiol marcado con I'25 (ver apéndice I). El ensayo
se llevo a cabo en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion
Salvador Zubiran (MCL), Departamento de Biologia de la Reproduccién, en el

Laboratorio de Hormonas Proteicas.

Determinacion de FSH: Se determiné por medio de un ensayo
inmunoenzimatico. Kl dia del ensayo se descongelaron las muestras
sanguineas, a temperatura ambiente, para inmediatamente después
determinar la concentracion de FSH en plasma (ver apéndice II) utilizando un

estuche. El ensayo se desarrollé en el instituto arriba mencionado.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de la mediciéon del peso y talla de todos los organismos
fueron analizados mediante una prueba de T de Student con un nivel de
significancia de p> 0.05 seguida de una prueba de Mann-Whitney. Por otro lado
la medicién de las hormonas se aplic6 un analisis de varianza de dos vias
ANOVA para el tratamiento con PMSG. En el tratamiento con GnRH se aplico
un analisis de varianzas de dos vias, seguida de una prueba de Kruskal-Wallis

para determinar si los tratamientos hormonales tuvieron efecto sobre el

desarrollo folicular.

RESULTADOS

EFECTO DEL TRATAMIENTO HORMONAL SOBRE EL DESARROLLO FOLICULAR
Se confirm6 que el ovario de todas las hembras de B. imbricata presentaran

foliculos pre-vitelogénicos (FPV) menores de 2 mm de didmetro antes de

comenzar cualquier tratamiento (Fig. 8).

Figura 8. Ultrasonido del ovario de B. Imbricata antes de iniciar el tratamiento hormonal. a) Foliculo pre-
vitelogénico de una hembra nuligesta, b) Foliculo pre-vitelogénico una hembra multigesta. c) Foliculo pre-
vitelogénico de una hembra control.
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EFECTO DE LA GNRH

Durante el escaneo realizado al finalizar el tratamiento se observé una
diferencia significativa en el tamano de los foliculos con respecto al inicio del
tratamiento en los tres grupos (Cuadro 1). El aspecto del ovario durante el
monitoreo realizado antes y después del tratamiento se muestra en las
siguientes figuras: hembras nuligestas (p>0.014) (Figura 9), hembras

multiparas (p> 0.008) (Figura 10) y hembras Control (p>0.001) (Figura 11).

1 vmiuvs

Figura 9. Ultrasonido del ovario de una hembra nuligesta. a) Foliculo pre-vitelogénico antes de comenzar el
tratamiento (1.68 mm), b) Foliculo vitelogénico después del tratamiento (4.34 mm).

Figura 10. Ultrasonido del ovario de una hembra multigesta. a) Foliculo pre-vitelogénico antes de comenzar
el tratamiento (1.45 mm), b) Foliculo vitelogénico después del tratamiento (2.12 mm).
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Figura 11. Ultrasonido del ovario de una hembra del grupo control. a) Foliculo pre-vitelogénico antes de
comenzar el tratamiento (2.08 mm), b) Foliculo vitelogénico después del tratamiento (4.94 mm).

CUADRO 1. DIAMETRO FOLICULAR DE B. imbricata TRATADAS CON GnRH

Promedio del Promedio del

ultrasonido antes del ultrasonido después

tratamiento

del tratamiento Valor de P
(+SD) (+SD)
*0.39 £0.28 *2.45 +1.43
(5} (n25) 0.014
*1.00£0.95 *1.89+1.72
(5} (25} 0.008
*1.40£1.01 *3.92 +2.80
0.001

(n=11) (n=11)

*Valores en milimetros
n=Numero de organismos utilizados

SD=Desviacion Estandar
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EFECTO DE LA PMSG

En el ultrasonido realizado al finalizar el tratamiento con PMSG no se observd
un incremento significativo en el didmetro folicular de los grupos
experimentales nuligestas (p>0.818) (Fig. 12) y multigestas (p>1.000) (Fig. 13).
Mientras que en el grupo control (p>0.027) (Fig. 14), se observ un incremento

en el volumen folicular (Cuadro 2).

2011 PHILIP

Figura 12. Ultrasonido del ovario de una hembra nuligesta. a) Foliculo pre-vitelogénico antes de comenzar el
tratamiento (2.10 mm), b) Foliculo vitelogénico después del tratamiento (1.75 mm).

PHILIPS

Figura 13. Ultrasonido del ovario de una hembra multigesta. a) Foliculo pre-vitelogénico antes de comenzar
el tratamiento (1.44 mm), b) Foliculo vitelogénico después del tratamiento (2.02 mm).




0/08/2011 PHILIPS

DIANA VERA CASTILLO

Figura 14. Ultrasonido del ovario de una hembra del grupo control. a) Foliculo pre-vitelogénico antes de
comenzar el tratamiento (2.26 mm), b) Foliculo vitelogénico después del tratamiento (7.91 mm).

Promedio del
ultrasonido antes del

Grupos de trabajo tratamiento
(£SD)

*2.00+1.77
Nuligestas (n=6)

. *2.23 £1.95

Multigestas

(n=7)

*3.00 £1.53

Controles

(n=7)

Promedio del

ultrasonido después

del tratamiento
(xSD)

*1.95 +1.75
(n=6)

*2.09 +1.82
(n=7)

*5.30 +2.13
(n=7)

Valor de P

0.818

1.000

0.027
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EFECTO DE LA GNRH SOBRE LOS NIVELES DE ESTRADIOL EN PLASMA

Los niveles de estradiol sélo fueron detectados en dos de los grupos: nuligestas
a la mitad del tratamiento y en los controles a la mitad y al finalizar del
tratamiento. Mientras que en el grupo de hembras multigestas no se
observaron niveles detectables de Estradiol en ninguno de los tiempos (Cuadro
3). Por otro lado, las concentraciones de FSH con este mismo tratamiento solo

fueron detectadas en multigestas a la mitad del tratamiento y en el grupo

control al inicio y final del tratamiento (Cuadro 4).

CUADRO 3. EFECTO DE GnRH SOBRE LOS NIVELES DE ESTRADIOL*

Inicio del tratamiento Mitad del tratamiento Final del tratamiento
(¢SD) (+SD) (+SD)
N e ND *6.35+0.57 ND
s (I"I=5) (n=5) (n=5)
Multigestas 2 ND ND
= (n=7) (n=7) (n=7)
el ND *0.84+ 1.44 %226+2.9
(n=11) (n=11) (n=11)

ND= Niveles no detectables de Estradiol
*Valores en pg/ml

SD=Desviacion Estandar
n=Numero de muestras sanguineas utilizadas
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CUADRO 4. EFECTO DE GnRH SOBRE LOS NIVELES DE FSH*

Inicio del tratamiento Mitad del tratamiento Final del tratamiento
(xSD) (xSD) (xSD)
: ND ND ND

Multigestas ND *0.92+1.19 ND
. (n=7) (n=7) (n=7)
COntroles *0.49 i 0.58 ND *0.56 i 0.54
(n=11) (n=11) (n=11)

ND= Niveles No Detectables de Estradiol
*Valores en mUI/L

SD=Desviacion Estandar
n=Numero de muestras sanguineas utilizadas

EFECTO DE LA PMSG SOBRE LOS NIVELES DE ESTRADIOL EN PLASMA

Las concentraciones de estradiol se muestran en el Cuadro 5. Se encontré que
existian diferencias significativas en los grupos de nuligestas (p>0.040) y
controles (p>0.075) a la mitad y al final del tratamiento. En cambio en el grupo

multigestas (p>0.836) no se encontraron diferencias significativas.
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CUADRO 5. EFECTO DEL PMSG SOBRE LOS NIVELES DE ESTRADIOL*

Nuligestas *64.2120.4° %272£50°  *100.0#23.2° 0.040
uli |
g (n=6) (n=6) (n=6)
-
*56.9 + 15.0° *33.5+11.8" %¥76.6 +9.2'
Controles Sors

(n=6) (n=6) (n=6)

*Valores en pg/ml
n=Numero de muestras sanguineas utilizadas

C= Es significativamente mayor con respecto a las concentraciones restantes (dentro del mismo

grupo y con respecto a los restantes) con p=0.040

i=Es significativamente mayor que h con p=0.075

SD= Desviacion Estandar
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DISCUSION

os saurios han sido muy utilizados como modelos para el estudio

de la biologia reproductora de los reptiles (Licht y Pearson, 1969;

Licht, 1970; Callard et al., 1972; Jones et al., 1973; Martinez-
Torres et al., 2009 y Sosa, 2010). Fundamentalmente se han abordado aspectos
de la ecologia reproductora (Duvall et al.,, 1982; Marion, 1982; Saint, 1982;
Shine y Brown, 2008) mientras que los factores proximales que regulan el inicio
del ciclo reproductor, (vitelogénesis o espermatogénesis) la maduraciéon de los
gametos, ovulacion, etc., han sido poco estudiados (Jones et al., 1973 y 1988;
Ho et al., 1982; Bhagyashry et al., 1993; Jones y Swain, 2000). Ademas, la
mayoria de los autores ha utilizado técnicas destructivas para analizar
distintos aspectos del ciclo reproductor. Esto, ademas de mermar las
poblaciones no permite hacer un seguimiento del proceso reproductor en el
mismo organismo. Por otro lado, diversas situaciones (como el comercio ilegal
de las especies, deterioro de sus habitats, cambio en el uso de suelo, fenémenos
naturales) también han contribuido a que diversas especies endémicas estén en
riesgo (Erlich y Erlich, 1981). Por lo que resulta necesario iniciar esfuerzos

para lograr su reproduccién y crecimiento en cautiverio.

Existen diversas técnicas no-invasivas y no-destructivas que han sido
utilizadas en otros paises para monitorear los cambios ovaricos en los reptiles
como: La laparoscopia, la radiografia y mas recientemente el ultrasonido (Wood

et al., 1983; Schildger et al., 1993; Martinez-Torres et al., 2006).

La laparoscopia se ha utilizado para estudiar la funcién ovarica de tortugas

marinas como Chelonia mydas (Wood et al., 1983), lagartijas como Varanus
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panoptes (Schildger et al., 1993) y la tuatara Sphenodon punctatus (Cree et al.,
1991). Sin embargo, no es la mas apropiada para lagartijas porque se pondria
en riesgo a los organismos, ademdas el estrés causado interferiria con un
desarrollo folicular apropiado. La radiografia, permite la observacion de
ovocitos en lagartijas oviparas (Schildger et al., 1993). Sin embargo, en los
saurios viviparos, no es util ya que carecen de cascaron. El ultrasonido ha
demostrado ser una técnica no-invasiva muy eficiente para evaluar la funcion
reproductora de cocodrilos como Alligator mississippiensis (Larsen vy
Cardeilhac, 1984),

tortugas como Ericratesanaulifer

Chelodina oblonga

(Kuchling y
Bradshaw, 1989),
serpientes como

Epicrates  angulifer
(Sporle et al., 1991) y

en lagartijas grandes

Alligator mississippiensis

como Varanus
panoptes (Schildger et Figura 15. Especies de reptiles que han sido sometidos a ultrasonido
al., 1993) e Iguana

iguana (Orosz et al., 1992) (Fig. 15). Recientemente, esta técnica se aplicé con
mucho éxito en Barisia imbricata para estudiar el desarrollo folicular
(Martinez-Torres, 2006). Ademas, para evaluar la condiciéon reproductora
también se han utilizado muestras sanguineas para determinar los niveles de
diversas hormonas (factores liberadores, gonadotropicas y esteroides sexuales)

(Cree et al., 1991) ya sea por radioinmunoandalisis o mediante el ensayo

inmunoenzimatico.
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En este trabajo se decidié utilizar, en conjunto, el ultrasonido y la
determinacién de hormonas en suero para evaluar la actividad ovarica después
del tratamiento hormonal. El ultrasonido permitié seleccionar adecuadamente
a las hembras utilizadas en este estudio. De otra manera no hubiese sido
posible distinguir a las hembras con foliculos menores a los 2 mm. Esto fue
muy importante pues de acuerdo a Guillette y Casas-Andreu (1987) la

vitelogénesis en esta lagartija comienza en foliculos de ese diametro.

Por otro lado, los estudios sobre el efecto de factores liberadores o
gonadotropinas en reptiles han sido muy limitados, debido a la falta de
disponibilidad de preparaciones con GnRH o de gonadotropinas de reptil. Por lo
que en su lugar se han utilizado gonadotropinas de mamifero (Jones y Swain,
2000; Shanbhag et al., 2000) o de otros vertebrados (por ejemplo, salmoén,
Gobbetti et al., 1994) para estimular la gonada de serpientes, lagartijas y
tortugas (Licht y Pearson, 1969; Licht, 1970; Callard et al., 1972; Licht et al.,
1985). Ademas, existen pocos trabajos en el que la GnRH haya sido utilizada
para estimular la actividad gonadal en comparacion a los que se emplean en
gonadotropinas. Finalmente, los modelos utilizados en estos trabajos donde se
evalua el efecto de GnRH sobre la actividad gonadal son a corto plazo e in vitro
(Gobbetti et al., 1994; Licht, et al., 1985). Lo que impide saber si a largo plazo

se mantiene el efecto.

Se ha observado que la administracion de GnRH de mamifero y otros
vertebrados es capaz de estimular la secrecién de gonadotropinas hipofisiarias
y la estereidogénesis en varias especies de reptiles como en las lagartijas
Podarcis sicula (Gobbetti et al., 1994), C. versicolor (Shanbhag et al., 2000) y en
la tortuga Sternotherus odoratus (Licht et al., 1985). Por otro lado se ha
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observado que el factor liberador de gonadotropinas de salmén (sGnH) en una
dosis de 0.05 ug cada 12 horas por dos dias, induce un aumento de testosterona
en machos de la lagartija Podarsis sicula (Ciarcia et al., 1989) y la
administracién de un analogo de GnRH influencia la liberacién de progesterona
por foliculos ovaricos de esta misma especie, en un modelo in vitro (Varriale et
al., 1986). En foliculos de P. sicula que fueron cortados e incubados con 50 ng
de sGnRH de 1 a 3 horas, incrementa la produccion de progesterona a la mitad
de la vitelogénesis y en foliculos totalmente crecidos (Gobbetti et al., 1994).
Otro estudio en C. versicolor mostrd que la aplicacion de GnRH de mamifero en
machos en dosis de 0.5 pg, en dias alternados entre las 9000 y 1000 horas por
treinta dias induce tanto la recrudescencia testicular como la produccién de

andrégenos (Shanbhag et al., 2000).

En este trabajo se logr6 la estimulacion de la actividad ovarica con GnRH en
dosis de 20 y 50 pg. A pesar de que se encontraron diferencias significativas en
todos los grupos sobre el crecimiento folicular, sin embargo, bajo estas
condiciones se encontr6 que los foliculos presentaron poca vitelogénesis en los
grupos experimentales, por lo que el tamano del foliculo fue menor que en el
grupo control, ya que en éste se observo una vitelogénesis mas avanzada y por
lo tanto un tamano folicular mayor. Sin embargo, a pesar de haber presentado
un crecimiento folicular mayor, este no fue el esperado de un ciclo reproductor

natural.

Se ha observado que el crecimiento ovarico esta asociado con un incremento en
los niveles de 17B8-estradiol. En Chrysemys picta los niveles de estradiol
alcanzan 1000 pg/ml en primavera y 100 pg/ml en el otonio (Ho et al., 1982). Las
mediciones de estradiol plasmatico en Nerodia muestran que las serpientes con

foliculos ovaricos grandes tienen niveles altos de estradiol y serpientes con
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foliculos en estado de hidratacion tienen niveles mas bajos (Lance y Callard,
1980). En el Alligator mississippiensis la concentracién mas alta de estradiol
(700 pg/ml) coinciden con la presencia de foliculos vitelogénicos (Ho et al.,
1982). Ademas, en hembras de la lagartija Sceloporus virgatus los niveles
maximos de estradiol se dan durante la vitelogénesis, y disminuyen durante el
periodo de gravidez (Weiss et al., 2002). En P. sicula la concentraciéon de
estradiol en plasma fue alta en foliculos con vitelogénesis temprana (Gobbetti

et al., 1994).

Contrario a los estudios anteriores, se observdé que los niveles de estradiol
fueron bajos en Barisia; ademas solo fue detectado en los grupos nuligestas y
controles. En cuanto a los niveles plasmaticos de FSH, también se encontré que
la respuesta fue baja y heterogénea. Unicamente se detecté estd hormona a la
mitad del tratamiento en multigestas; mientras que en las lagartijas control, se
observé al inicio y final del tratamiento. Estos resultados sugieren que el
tratamiento con este factor no fue suficiente para promover un adecuado
desarrollo folicular en esta lagartija. Los niveles no detectables en los grupos
pueden deberse a que la vida media de GnRH es de 5-10 minutos (Conn et al.,
1987), por lo tanto, el efecto es poco duradero, por lo que seria necesario que la

aplicacion de este factor fuera practicamente de manera constante.

Por otro lado, también existen otros factores que pudieron haber influido en la

respuesta al tratamiento con GnRH:

1.- Que la vida media de este factor es corta (Conn et al., 1987) y estd

circunstancia limité la uniéon a sus receptores en el hipotalamo. Ademas, sabe
que otros 6rganos como la génada del gecko leopardo FEublepharis macularius

(Ikemoto y Park, 2007), C. versicolor (Singh et al., 2007) (Hsueh y
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Jones, 1981), corteza adrenal (Eidne et al., 1985), y el sistema nervioso central
(Reubi and Maurer, 1985) poseen receptores a este péptido. Por lo que existe la
posibilidad de que la dosis administrada haya sido insuficiente debido a que se

unid6 previamente a otros tejidos antes que al hipotalamo.

2.- Se sabe que en los reptiles existen 2 tipos de receptores (I, como en C.
veriscolor, II como en la tortuga Pseudemys scripta, el cocodrilo Alligator
mississipiensis y la lagartija P. sicula. (Dubois et al., 2002). Sin embargo, hasta
el momento se desconoce qué tipo de receptor se presenta Barisia y si puede ser

estimulado adecuadamente con GnRH de mamifero.

3.- Otra posible causa del escaso efecto del GnRH sobre el desarrollo folicular
puede deberse a la variabilidad que existe en la magnitud, duracién y patrén de
respuesta a esta hormona. Un estudio realizado en la tortuga Chrysemys picta,
confirma que el sexo y la condicién reproductora (por lo menos en hembras)
contribuyen significativamente a la respuesta natural de la pituitaria a GnRH
(Licht y Porter, 1985b). Por lo que, se ha sugerido que la variabilidad de los
resultados en la administracion de GnRH en varios estudios puede deberse a
las diferentes formas de GnRH usadas, diferentes dosis y/o duraciéon del

tratamiento (Shanbhag et al., 2000).

En general, todas las especies de vertebrados tienen dos o tres formas de
GnRH. La forma mas conservada es GnRH-II y coexiste en todas las clases de
vertebrados desde los Chondrichtyes en adelante (Dubois et al., 2002). El
receptor de GnRH esta localizado en la membrana plasmatica. Aunque la
pituitaria es claramente el organo objetivo para el GnRH hipotalamico,
receptores de este factor han sido observados en varios tejidos de mamifero,
incluyendo la gonada, corteza adrenal, y el sistema nervioso central. También

se han encontrado receptores de tipo II en tejidos como placenta, endometrio,
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glandulas mamarias, prostata y gonadas, sugiriendo que el tipo de receptor I1
puede regular la funcién de estos tejidos (Millar, 2003). Y estos receptores (I y

IT) son los que se encuentran en anfibios y reptiles (Troskie, 1998).

También se han encontrado receptores de GnRH I en génadas de dos reptiles,
el gecko leopardo Eublepharis macularius (Ikemoto y Park, 2007) y Calotes
versicolor (Singh et al., 2007). Ademas, en el ovario de Calotes versicolor un
incremento del receptor GnRH I coincide con el periodo de actividad del
desarrollo folicular, principalmente en foliculos pre-vitelogénicos y foliculos
ovulatorios grandes (Singh et al., 2008). Otros estudios han reportado que el
numero de receptores a GnRH varian con la edad, sexo y estatus endocrino
(Marian et la., 1981). Esta puede ser la causa por la que GnRH no tuvo un
efecto suficiente entre los grupos experimentales sobre los niveles de Estradiol

y FSH.

Las gonadotropinas hipofisiarias asi como sus analogos han sido utilizadas
para estimular la actividad gonadal. En Niveoscincus metallicus las
concentraciones plasmaticas de Estradiol se elevaron en hembras tratadas con
FSH ovina (Sigma) a las cuales se les aplicé 6 inyecciones con una dosis de 10
ug en 25 ul de solucién salina, tres veces por semana durante dos semanas al
comienzo y la mitad de la vitelogénesis, sugiriendo que esta hormona es capaz
de estimular la esteroidogénesis ovarica (Jones y Swain, 2000). Jones y
colaboradores en 1973, encontraron que en el ovario de Leiopisma laterale, el
efecto de FSH sobre el crecimiento folicular (medido por diametro folicular)
varia con el tamano inicial del foliculo. En foliculos alrededor de 0.35 mm no
responden al tratamiento con FSH, mientras que en foliculos de alrededor de
0.43 mm responden mejor a una dosis de 50 pg de FSH y foliculos de 0.48 mm o

mayores responden similarmente a dosis de 10-50 pg.
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También se ha mostrado que la aplicacién de gonadotropinas de mamifero a
hembras adultas de Anolis carolinensis, en hembras intactas que fueron
fisiol6gicamente hipofisectomizadas se les aplic6 una dosis de 10 ng de FSH
ovina (Papkoff) cada tercer dia, por dos semanas produciendo un
agrandamiento del ovario y algunos ovularon. La dosis de 50 pg sola o en
combinacién con 50 pg de LH por 13 o 29 dias, causa un agrandamiento
anormal del ovario, pero bloquea la ovulacion. En hembras hipofisectomizadas,
las acciones de FSH y LH fueron similares a las descritas arriba. También
dosis bajas de 0.1 pg de FSH purificada de Papkoff promueve el desarrollo
ovarico, agrandamiento del oviducto, y la ovulacién en estas lagartijas (Licht,
1970). En Uta stansburiana y Sceloporus occidentalis 0.5-2 pg de FSH
purificada de Papkoff, causan la ovulacién en ovarios grandes, LH sola fue
ineficiente en promover la ovulacion y la FSH también causa un
agrandamiento en el oviducto. Asi, se demuestra que tanto FSH como LH son
capaces de promover el desarrollo ovarico. Pero la FSH se ha considerado mas

potente (Licht, 1970).

Ademas de las gonadotropinas hipofisiarias, la PMSG también se ha utilizado
para estimular la actividad gonadal. Se ha observado que es efectiva en inducir
la ovulacion de Calotes versicolor (Bhagyashri et al., 1993), promueve la
espermatogénesis en jovenes de Barisia imbricata (Martinez-Torres y
Martinez-Lopez, 2006), en hembras de Sceloporus cyanogenys acelera el
desarrollo de foliculos ovaricos al inicio del ciclo reproductor (Callard et al.,
1972) y en hembras de Barisia con fracaso reproductor promueve el desarrollo
de foliculos vitelogénicos (Martinez-Torres et al., 2009). Sin embargo, nuestros
resultados son opuestos a los que se han encontrado, ya que no se observo

ningun efecto sobre el tamano folicular tanto en hembras nuligestas como
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multigestas con una dosis de 10-25 U, en cambio si estimulo la produccién de

estradiol en hembras nuligestas al final del tratamiento.

Es ampliamente conocido que el estradiol promueve la vitelogénesis en diversas

especies de reptiles, por lo que era de esperarse que en las hembras nuligestas

hubiera un incremento en el diametro folicular ya que el patrén de estradiol

guarda cierta similitud entre las hembras nuligestas y los controles, sin

embargo no se observd crecimiento del foliculo.

Diversas causas pudieron interferir en la respuesta adecuada a los

tratamientos hormonales tales como:

»

Alimentacion: se ha observado que la desnutricion interfiere con el
desarrollo folicular provocando atresia folicular, ademas se ha
demostrado que la falta de alimento puede disminuir la posibilidad de
éxito reproductor en reptiles. Asi cambios en la humedad y
disponibilidad de alimento parecen afectar el ciclo sexual de algunos
reptiles de zonas templas (Duvall et al., 1982). Con respecto a nuestros
organismos otros factores pudieron haber interferido con el crecimiento
folicular ya que, se les administré una alimentacién adecuada y estas no
se alimentaron debidamente, lo que provoco una disminuciéon del peso y

por lo tanto el crecimiento folicular fue minimo.

Estrés por cautiverio: el cual se ha sugerido que puede interrumpir una

funcién neuroendocrina normal, debido al estrés de la manipulacién y
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encierro o debido a la ausencia de un estimulo social y ambiental
(Greenbergerg y Wingfield, 1987; Moore et al., 1991). Especificamente el
estrés estimula una rapida disminucién en los esteroides sexuales
plasmaticos en ambos machos y hembras (Mahmoud et al., 1989). En la
tortuga Chrysemys picta, muestran una disminucién significativa en
gonadotropinas, testosterona (T), y en las concentraciones de Tiroxina
dentro de las primeras 24 h de su captura (Licht et al., 1985). Lance y
Elsey (1986) observaron que la T plasmatica disminuye en un 50%
dentro de las primeras 4 h de cautiverio en machos de Alligator
mississippiensis. En contraste, en un estudio en la lagartija Sceloporus
virgatus se encontr6 que el cautiverio en un encierro semi-natural no
tiene efecto significativo, sobre los niveles hormonales de las hembras de
esta especie durante el desarrollo folicular, ni durante el periodo normal
de gravidez (Weiss et al., 2002). Igualmente en hembras de la serpiente
Thamnophis sirtalis aparentemente no exhiben una respuesta al
cautiverio, determinado por cambios en esteroides sexuales plasmaticos
(estradiol, testosterona, progesterona) (Whittier et al., 1987). Por lo
tanto, se ha encontrado que el estrés parece afectar de manera diferente
a machos y hembras en cuanto a la circulacion de esteroides sexuales,
donde los machos parecen tener una respuesta mas negativa que las

hembras (Mahmoud et al., 1989).

Con respecto al estrés causado a nuestros organismos consideramos que
pudo deberse mas a la manipulacién y estrés por cautiverio, lo que no le
permitié a Barisia un adecuado estimulo con las hormonas. Y en un

menor grado podria corresponder al ambiente y estrés por cautiverio.
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®» Licht y Pearson en 1978, observaron una retroalimentacién negativa
sobre la respuesta de las células de los gonadotropos en reptiles ( A.
carolinensis, Thamnophis radix y Agama agama). Lo mismos pudo haber
ocurrido en Barisia provocada por la estimulacién de GnRH y PMSG. Sin
embargo, nuestros resultados muestran un minimo efecto sobre el
crecimiento folicular, estos resultados pueden deberse mas a la dosis

utilizada que a una respuesta de retroalimentacion negativa.

De modo que estas causas pudieron influenciar negativamente el crecimiento
folicular y por lo tanto sobre los niveles de estradiol en el ovario de Barisia

imbricata.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir:

1.-Tanto la GnRH de humano como la PMSG son capaces de
estimular la actividad ovarica en la lagartija vivipara Barisia
imbricata. Sin embargo, las dosis utilizadas 20 y 50 pg de GnRH y
10 y 25 Ul de PMSG fueron insuficientes para lograr un

crecimiento adecuado.

2."Los niveles de estradiol y FSH en las hembras estimuladas con
PMSG y GnRH, respectivamente, sugieren que los foliculos
ovaricos no respondieron adecuadamente al tratamiento ya que no
coinciden con los niveles mas altos reportados para otras especies
de reptiles, y por lo tanto el crecimiento folicular no fue el

esperado.

3.-Factores ajenos al tratamiento hormonal pudieron haber

interferido con la respuesta folicular.
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APENDICE

I. RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

Para medir la concentracion de 178 estradiol en el plasma se utilizé un estuche
Coat-A-Count Estradiol y se procedi6 de la siguiente manera: se necesitan 4
tubos de polipropileno no etiquetados, NBS (unién inespecifica) en duplicado y
14 tubos etiquetados, con Estradiol. Tubo A (maxima unién) y B hasta G en
duplicado. Se etiquetan adicionalmente tubos recubiertos con el anticuerpo
para 178 estradiol, también en duplicado, para determinar la concentracion de
esta hormona en las muestras controles y en los plasmas de los organismos
experimentales. Posteriormente se pipetean 100ul del calibrador O A dentro de
NSB y Tubos A y 100ul de cada uno de los calibradores de B hasta G dentro de
los tubos etiquetados correspondientes. Se utilizan 50ul de cada muestra
control y experimental dentro de los tubos preparados, pipeteando
directamente del fondo. Se Adiciona un 1ml de Estradiol marcado con I 125 a
cada tubo. Enseguida se incuban por 3 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se decantan y finalmente se cuenta en un contador gama.

II. ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Para el ensayo Inmunoenzimatico se utiliza para medir FSH en plasma. Se

pipetea 100ul de la muestra en tubos de 1-100, enseguida se adiciona 100ul de




ESTIMULACION DE LA ACTVIDAD OVARICA DE HEMBRAS NULIGESTAS Y MULTIGESTAS
DE LA LAGARTIJA VIVIPARA (Barisia imbricata imbricata) CON HORMONAS DE MAMIFERO

hFSH EIA bloqueador de reactivo a tubos de 1-100. Posteriormente se afnaden
100ul de hFSH EIA Antisuero a tubos de 1-100. Se colocan 100ul de hFSH EIA

Reactivo de separacién a tubos de 1-100. Posteriormente se cubren los tubos y
se agitan en un vortex. Enseguida se incuban los tubos durante la noche en un
refrigerador a 4-8 °C. Posteriormente se colocaran los tubos en un separador
magnético por 5-10 min en el refrigerador a 4-8 °C hasta que las particulas se
sedimenten, a continuacién se decanta el sobrenadante de los tubos. Después
se hace un lavado que consiste en lavar los tubos con 500ul de solucién fria de
hFSH EIA buffer, colocados en un separador magnético y seguir el
procedimiento antes sefnalado. Subsiguientemente se pipetea 200ul de hFSH
EIA Enzima marcada fria en tubos, después se cubren y se agitan en un vortex,
para su posterior incubacion a 4-8 °C por dos horas. A continuaciéon se colocan
los tubos en un separador magnético por 5-10 min a 4-8 °C y se seguira el
protocolo antes senalado, después se realiza un segundo lavado siguiendo el
procedimiento ya senalado. Finalmente para el desarrollo del color se colocan
500ul de solucion substrato para los tubos 1-10, se cubren y se agitan en un
vortex, después se colocan en un bano de agua a 37°C y se incuban por una
hora, posteriormente se les adiciona 1ml de EIA Stop Buffer para los tubos 1-
1001, se agitan en un vortex y se colocan en un separador magnético por lo
menos 10 minutos, al finalizar se miden en un espectrofotometro o en un

colorimetro con una longitud de onda de 550nm.
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