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RESUMEN

Hasta agosto del 2015 se tenian registradas 6145 especies de saurios,
actualmente su abundancia y diversidad se esta viendo afectada por diversos
factores como: la sobreexplotacion de recursos, la alteracion de su habitat,
introduccidon de especies exoticas, la contaminacion y el cambio climatico. Por lo
anterior, el conocimiento de la regulacién de los ciclos reproductores, tanto
ambiental como hormonal, que inciden sobre la actividad ovarica de los saurios
permitira implementar otro tipo de planes de manejo, no sélo para la reproduccion
de las especies, si no también para usarlos como modelos experimentales para
estudiar topicos que aun no han sido investigados implementando estrategias que
limiten el sacrificio de organismos. El objetivo de este trabajo fue Inducir la
actividad ovarica en la lagartija vivipara B. imbricata mediante la manipulacion de
la temperatura y la administracion de gonadotropinas de suero de yegua prefiada
(PMSG). EI desarrollo folicular fue evaluado mediante palpacion de los
organismos, ultrasonidos y laparotomias. También se realizd la cuantificacion de
las concentraciones de estradiol mediante ELISA y LH por RIA en los grupos
experimentales y en organismos silvestres colectados a lo largo de un afo. Trece
hembras fueron sometidas a temperaturas de 30 a 32°C en el dia (10 horas ) y 23
a 25°C en la noche (14 horas) con una humedad relativa de 50-60%, durante 12
semanas, para inducir la recrudescencia gonadal y el desarrollo folicular, sin
embargo, no se observo desarrollo de foliculos vitelogénicos, lo cual podria
deberse a que la temperatura constante provocé un estrés que interfirid en la
liberacion de gonadotropinas. Los organismos no mostraron una concentracioén de
estradiol significativamente mayor que el grupo control; al realizar una correlacion
entre las concentraciones de estradiol y el tamano de los organismos se puede
observar que a menor talla de los organismos las concentraciones de esta
hormona eran mayores. Esto probablemente se deba a que requieran de
concentraciones elevadas de estrégenos para poder involucionar los hemipenes
(las hembras de esta especie presentan estas estructuras en etapas juveniles y
desaparecen en la fase preadulta). Estas observaciones sugieren que aun no

alcanzaban la madurez sexual necesaria para responder a un estimulo térmico.



Se realizaron dos experimentos para la estimulacion del desarrollo folicular
con PMSG : En el primero se administré una dosis de (2Ul/g) via intraperitoneal de
PMSG cada tercer dia durante 20 semanas a 13 hembras preadultas y un grupo
control (n=10) a las que se les administré6 solo el diluyente. Cada hembra
desarroll6 en promedio un numero mayor de foliculos (22 £ 4.22) a los que se
observan en un ciclo natural (n = 10-16) con diametros heterogéneos y sin llegar al
volumen preovulatorio. Estas observaciones sugieren que la dosis utilizada indujo
mas de un reclutamiento (aproximadamente uno cada tres semanas) y crecimiento
de estos foliculos y que a pesar de que en el medio intraovarico pudo haber
inhibina y hormona antimulleriana (hormonas que impiden el desarrollo de nuevos
foliculos), el efecto de estas pudo haber sido impedido debido a la administracion
constante del analogo de FSH. Esto ocasioné que el vitelo fuera repartido entre los
foliculos de los multiples reclutamientos, superando la cantidad de foliculos que se
esperarian con el tiempo de tratamiento y en consecuencia no todos alcanzaron
los diametros foliculares preovulatorios. Lo anterior llevd a un segundo
experimento con 13 hembras nuligestas a las cuales se les administré una dosis
de “reclutamiento” de 2UIl/g de peso corporal de PMSG durante tres semanas y
una de “soporte” de 0.5Ul/g de peso corporal durante 13 semanas. Al finalizar el
tratamiento se observé que el numero de foliculos y las concentraciones de
estradiol fueron similares a las que se registran durante un ciclo ovogénico natural
y que los diametros foliculares eran mas homogéneos. En 3 organismos se
observaron huevos en el utero y cuerpos luteos en fase 1 de regresion, indicativos
de que hubo la ovulacién.

Se comprobd que la actividad ovogénica puede ser inducida fuera de la
temporada gametogénica mediante la administracion de hormonas, lo cual sugiere
que la fase de quiescencia en esta especie se debe a la falta de estimulacién por
gonadotropinas. Finalmente se logré inducir un ciclo completo semejante al que se
da en poblaciones naturales desde el desarrollo folicular hasta la ovulacién, evento
que no habia sido logrado antes de acuerdo a la literatura revisada.



ABSTRACT

Until august 2015, there were reported 6145 saurians species, nowadays
their abundance and diversity is being affected by many factors including: resource
overexploitation, habitat change, introduction of exotic species, pollution and global
climate change. Therefore the knowledge of the mechanisms underlying the
hormonal and environmental regulation of the ovaric activity in saurians, will allow
to improve the management, not only for species reproduction but to use them as
models to study other topics that have not been studied limiting the sacrifice of
individuals. The aim of this study was to induce the ovaric activity by two means:
manipulating the temperature and administrating Pregnant Mare Serum
Gonadotropin (PMSG). Follicular development was evaluated through all the
experiments by palpation, ultrasounds and laparotomies. During one year, mensual
concentrations of plasma E; and LH were measured by ELISA and RIA,
respectively, in all experimental groups and a natural population. Thirteen females
were kept at 30-32°C during day (10hrs) and 23-25°C in the night (14 hrs) with a
relative humidity of 50-60% during 12 weeks, to induce gonadal recrudescence
and follicular development. Vitelogenic follicles were not observed, it could have
been a consecuence on the secretion of gonadotropins caused by the stress to the
increase of temperature. Although this group didn’'t show significative higher
estradiol concentrations than the control, a correlation reveals an inverse
relationship between the size and this hormone concentration. Since the females of
this lizard need to regress the hemipenis (these structures are present in the
juveniles and regress in mature females) they could need a high concentration of
estradiol for this process. These observations suggests that the females did not
reach the sexual maturity to respond to a termal stimulus.

Two experiments with PMSG were performed: In the first one 13 lizards
received, by intraperitoneal injection, a 2IU/gr for 20 weeks, the control group (n =
10) received only the diluent. Each experimental females developed a higher

number of follicles (22 + 4.22) than the registered on a natural population (n = 10-



16) which had heterogeneous diameters and did not reach a preovulatory volume.
This suggested that the dosage used was promoting more than one follicular
recruitment (aproximmately one each three weeks) and growth of these even
though in the intraovaric environment there could be inhibin and anti mullerian
hormone (hormones that limite the development of new follicles), the effect of
these factors may have been diminished by the constant administration of an
analogous of FSH. This situation may lead that the follicles did not reach the
preovulatory volumen because the yolk was distributed in the follicles of different
recruitments, surpassing the number of follicles expected with the treatment.
Previous results leaded to a second experiment where 13 females received a
“recruitment” dosage of 2 IU/gr of PMSG for 3 weeks and a “support” dosage of 0.5
IU/gr for 13 weeks. At the end of the treatment, estradiol concentrations, number
and diameters of the follicles were similar to the registered on a natural population.
Three females showed eggs in the oviduct and corpus luteum in phase 1 of
regression, evidence of ovulation.

We confirmed that the ovaric recrudescence can be induced in the non
reproductive season with administration of hormones; therefore the quiescent
phase in this lizard can be attributed to the lack of stimultaion by gonadotropins.
Finally, we induced the development of a complete cycle; similar to the one
observed in natural populations, event that wasn’t reached before according to the

literature revised.



INTRODUCCION

Hasta agosto del 2015 (Reptile database, 2016) se tenian registradas 6145
especies de saurios. Estos reptiles son un modelo ideal para estudiar diferentes
aspectos de la biologia reproductora ya que exhiben una gran variacién en el
comportamiento para el apareamiento al emitir sefiales visuales (coloraciones)
(como los observados en especies como Urosaurus ornatus (Thompson et al.,
1993) y Tiliqua rugosa (Leu et al., 2016), en las cuales se distinguen distintos
morfos, quimicas (como en la lagartija Urosaurus ornatus (Thompson y Moore,
1993) y el gecko Eublepharis macularius (LaDage y Ferkin, 2006), que a través de
las glandulas femorales emiten feromonas) y cortejos (movimientos de cola,
vibraciones, push ups “lagartijas”) (La Dage et al., 2016). También presentan
distintas formas de paridad (ovipara como en Paroedura picta (Weiser et al., 2012)
y vivipara como en Tiliqua nigrolutea (Edwards y Jones, 2001)), de nutricion
embrionaria: lecitotréfica (en la cual el embrién cumple las demandas nutricionales
con el vitelo) como en Elamprus quoyii (Murphy et al., 2011) y placentotrofica-
matrotréfica (ademas del vitelo existe intercambio de nutrientes de origen
extravitelino durante el desarrollo embrionario) como en los géneros Mabuya
(Ramirez-Pinilla, 2014). Asimismo varios tipos de placenta alantoplacenta,
onfaloplacenta y placenta corioalantoidea (3 tipos) (Blackburn, 1993; Thompson et
al., 2011 y Johnson y Wade, 2011). Ademas de diversas estrategias para regular
la ocurrencia de los ciclos reproductores, los cuales pueden ser clasificados de
acuerdo a su duracién en estacionales como Barisia imbricata (Guillette y Casas-
Andreu, 1987) o continuos como Cnemidophorus nativo (Menezes et al., 2004).
Por la relacion entre el apareamiento, secrecion de hormonas esteroideas vy
gametogénesis en: prenupciales o post nupciales (Lovern, 2011).

En la mayoria de los ciclos, los eventos como el apareamiento y la
gametogénesis estan relacionados con un incremento en las concentraciones de

hormonas esteroideas (Moore y Crews, 1986; Edwards y Jones, 2001; Radder et
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al., 2001; Weiss et al., 2002; Wack et al., 2008; Kummrow et al., 2010). Los ciclos
continuos se presentan generalmente en ambientes de latitudes bajas en donde
los factores ambientales son mas constantes (zonas tropicales), en estas especies
se pueden observar organismos reproductores en distintas etapas del afio (Cruz-
Elizalde y Ramirez-Bautista, 2016). A diferencia de los ciclos continuos, la
reproduccion estacional se observa en lagartijas de zonas en donde los cambios
entre estaciones son muy marcados. Particularmente en climas templados, se
observa un ciclo en el que el apareamiento y la gametogénesis se pueden dar en
otofo y el parto o eclosidn de las crias en el verano siguiente (Méndez et al., 1988;
Pianka y Vitt, 2003).

Se ha detectado variacion en las caracteristicas de historia de vida como:
talla a la que pueden reproducirse, fecundidad, tamafo del huevo o foliculo,
tamano de la camada en especies como Zootoca vivipara (Roitberg et al., 2013;
Horvathova et al., 2013), Lacerta agilis (Roitberg et al., 2015), Sceloporus
grammicus (Ramirez Bautista et al., 2012), Sceloporus variabilis (Cruz- Elizalde y
Ramirez Bautista, 2016), Anolis nebulosus (Hernandez-Salinas y Ramirez-
Bautista, 2015) y Takydromus septentrionalis (Wei-Guo et al., 2005), mismas que
son atribuidas a las distintas condiciones ambientales (temperatura, humedad,
fotoperiodo, disponibilidad de alimento) a las que se encuentran sometidas las
poblaciones (Duvall et al., 1982; Lovern, 2011; Jones, 2015). La variacion que se
observa en las historias de vida se puede originar ya sea por diferencias genéticas
0 ambientales entre las poblaciones, sin embargo, es dificil determinar si estas
diferencias son solo una respuesta fenotipica (plasticidad o una respuesta a la
seleccion local o adaptacion) (Roitberg et al., 2013).

Existen diferencias marcadas en cuanto al inicio del recrudescimiento
gonadal entre las especies e incluso entre poblaciones de especies como B.
imbricata (Guillette y Casas-Andreu, 1987), S. grammicus (Jiménez-Cruz et al.,
2005; Zuniga-Vega et al., 2008 y Lozano et al., 2014), S. variabilis (Cruz-Elizalde y
Ramirez-Bautista, 2016). También la respuesta a los factores ambientales puede
ser distinta dependiendo del sexo en especies como B. imbricata (Guillette y

Casas-Andreu, 1987) y Phyllodactylus lanei (Ramirez-Sandoval et al., 2006). Dado



lo anterior, es de suma importancia comparar los ciclos espematogénicos y
ovogénicos de distintas poblaciones para poder tener un punto de referencia

cuando se estén comparando ciclos reproductores.

Aparato reproductor de las hembras de los saurios.

El ovario tiene dos funciones principales: la produccion de gametos y la
secrecion de hormonas (Jones, 2011). Las hembras de los saurios presentan
ovarios pareados, que se encuentran sujetos a la pared dorsal del cuerpo
mediante el mesovario (Ramirez-Pinilla et al., 2014); estos son huecos y consisten
de una corteza cubierta de epitelio ovarico y la tunica albuginea (Guraya, 1989)
ademas de oviductos pareados, los cuales estan formados por segmentos
morfolégicamente distintos: infundibulo (receptor del huevo recién ovulado), tubo
uterino (secrecidn de sustancias y almacenamiento de espermatozoides), istmo
(regidn de transicion), utero y vagina (almacenamiento de espermatozoides y
actua como un esfinter en la gravidez o gestacion) (Figura 1) (Girling et al., 1995; y
Girling, 2002).

Cada ovario esta cubierto por un epitelio y contiene foliculos y cuerpos
luteos dentro de un estroma de tejido conectivo. El lecho germinal (lugar donde
ocurre la multiplicacion de la ovogonias y la formacion de foliculos primordiales)
esta constituido por pequenas regiones ubicadas en la superficie dorsal del ovario,
las cuales contienen ovogonias dividiéndose, ovocitos y foliculos primordiales
(Guraya, 1989).



Figura 1. Aparato reproductor de hembra de B. imbricata. En el ovario se aprecian multipes foliculos con
distinto grado de desarrollo (Fotografia tomada en el laboratorio de Biologia de la reproduccién UNAM-FES
Iztacala).



Eje hipotalamo-hipéfisis-génada.

El hipotdlamo es una region del cerebro que controla funciones basicas
vitales en aspectos del metabolismo, el gasto energético, el balance hidrico, la
termoregulacion, los ciclos circadianos y reproductivos (Saper y Lowell, 2014).
Estos elementos tienen interaccion con multiples factores, muchos de ellos son
endocrinos, pero también hay un gran numero de factores autocrinos, paracrinos,
intracrinos y neurales (Unniappan, 2010).

En el caso de los tetrapodos, dichos factores ejercen su efecto sobre el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG). En el hipotalamo, especificamente en la
region medio basal (MBH) y el area predptica (POA), donde se sintetiza y secreta
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés),
decapéptido que es expulsado por exocitosis a través de las terminales nerviosas
en la eminencia media (ME) (McArdle y Roberson, 2015). En algunas especies de
reptiles se han identificado dos isoformas de esta hormona: la de pollo | (cGnRH-I)
y de pollo Il (cGnRH-Il) como ejemplo podemos referir en el cerebro de tortugas
(como Pseudemys scripta, Sherwood y Whittier, 1988; Trachemys scripta, Tsai y
Licht, 1993), de cocodrilos (como Alligator mississippiensis (Lovejoy et al., 1991 y
Tupinambis teguixin, Montaner et al., 2000) y de saurios como E. macularius
(Ikemoto y Park, 2003). En la lagartija P. sicula también se ha identificado la
isoforma GnRH de salmon (D’Aniello et al., 1994). En el caso de los reptiles solo
se han identificado los sistemas GnRHI, el cual se originan a partir de la placoda
olfatoria y forma proyecciones a partir del prosencéfalo ventral hasta las células
gonadotropas de la hipdfisis; mientras que el sistema GnRHIl se localiza en el
cerebro medio (Massucci et al., 1992; Dubois et al., 2002) (Figura 2)



Figura 2. Representacion esquematica de la distribucién de neuronas inmunoreactivas a GnRH en el cerebro
de la lagartija Podarcis sicula. AC, comisura anterior; CBL, cerebelo; EP, epifisis; INF, infundibulo; ME,
eminencia media; OC, quiasma éptico; OLT, tracto olfatorio; RHOM, rombencéfalo; TECT, tectum; TEL,
telencéfalo. Los numeros 1 y 2 representan los pericaria de las neuronas inmunoreactivas a GnRH del
infundibulo y mesencéfalo (Tomado de Massucci et al., 1992).

Se ha observado que en los reptiles, al igual que en los mamiferos, la
GnRH estimula la secrecién de las gonadotropinas, como la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) de las células gonadotropas. La
FSH estimula la espermatogénesis en machos y en las hembras la formacion de
foliculos ovaricos, asi como la secrecion de 17-f estradiol (Ez) (Jones, 2011). La
LH estimula la produccion de testosterona (T) tanto en machos como en hembras,
ademas, en estas ultimas el desarrollo y maduracion folicular, la ovulacion vy
formacién del cuerpo luteo (CL) (McArdle y Roberson, 2015; Unniapan, 2010).
Estas hormonas ejercen su efecto principalmente en las células foliculares y de la
teca. Tanto el E; como la T son producidos por las gonadas, en donde tendran un
efecto modulador sobre el hipotalamo e hipdfisis, regulando diversos aspectos de

la fisiologia reproductora y del comportamiento reproductor (Jones, 2011). Sin
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embargo, en el caso de los escamosos es posible que sélo sea una gonadotropina
la que ejerce la funcion de la FSH y LH encontradas en los mamiferos, marcando
una divergencia del patron tipico en los tetrapodos (Jones, 2011; Jones, 2015).

También existe evidencia de que otras neuronas, como las
kisspeptinérgicas pueden estar regulando de forma positiva el eje HHG de los
reptiles (Tena-Sempere et al., 2012), ya que se ha demostrado la expresion del
gen kiss2 en la lagartija Anolis carolinensis (Tena-Sempere et al., 2012) y células
inmunoreactivas en la region rostral de la POA e hipotalamo dorsal (Dunham et al.,
2009). En machos de U. stanburiana la administracion de kispeptina incrementa
las concentraciones de testosterona y aumenta la agresividad (Neuman-Lee et al.,
2017).

La actividad de las células gonadotropas también esta regulada por la
hormona inhibidora de gonadotropinas (GnlH). Este neuropéptido y sus ortélogos
tienen en comun, en el carbono terminal, la secuencia Leu-Pro-Xaa-Arg-Phe-NH,
(Xaa=Leu o GIn) (Ukena et al., 2016). Este factor inhibe no sélo la secrecién, sino
también la produccion de GnRH. Ademas, impide la sintesis de la subunidad alfa 'y
beta que conforman a las gonadotropinas (Tsutsui et al., 2000; Tsutsui y Ukena,
2006 y Osugi et al., 2014) al actuar directamente sobre la hipdfisis uniéndose a su
receptor acoplado a proteina G (Singh et al., 2008). La GnlH esta presente en el
cerebro de reptiles como Takydromus tachydromoides (Kawano et al., 2006),
Trachemys scripta elegans (Ukena et al., 2016) y en el ovario de Calotes
versicolor (Singh et al., 2008).

En T. tachydromoides existen células inmunoreactivas a GnlH en el nucleo
accumbens, médula superior y paraventricular, las fibras de esta utima regién
tienen contacto con neuronas inmunoreactivas a serotonina del &rgano
paraventricular (Kawano et al., 2006) por lo que pueden ejercer un efecto de

retroalimentacion en la regulacién de transformacion de serotonina a melatonina.
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Esteroidogénesis ovarica y funcion de las hormonas esteroideas.

La actividad ovarica de los reptiles estd asociada a cambios con las
concentraciones de esteroides sexuales como E;, T y progesterona (P4) (Andrew y
Whittier, 2000; Rhen et al., 2000; Edwards y Jones, 2001; Radder et al., 2001;
Herbst et al., 2003; Wack et al., 2008; Kummrow et al., 2010 y Jones, 2011). Estas
hormonas son sintetizadas y secretadas por el ovario y llevadas por el torrente
sanguineo hacia distintos 6rganos en donde ejercen sus efectos via receptores.
Se originan a partir del colesterol, el cual es convertido por la enzima 20-22
desmolasa (citocromo P450 -CYP11A1-) a pregnenolona: esta puede tomar dos
rutas (A*y la A%) para la sintesis de andrégenos. En la ruta A® es transformada a
17a-hidroxipregnenolona por la enzima P450c17 (CYP17A1), esta misma enzima
la convierte en dehidroepiandrosterona, la que posteriormente sera transformada a
androstenediona por la enzima 3[3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD). El la
ruta A* la sintesis de androstenediona empieza a partir de la conversién de la
pregnenolona a P, por la 3BHSD, después se transforma en 17 a-—
hidroxiprogesterona por la P450c17 y finalmente en androstenediona por la misma
hormona (Figura 3). La ruta que se sigue preferentemente puede variar entre
sexos y la etapa reproductora (Jones, 2011). Finalmente, los estrogenos se
derivan mediante la aromatizacion de los androgenos por accion de la enzima
P450 aromatasa (P450 arom): la testosterona a E,, androstenediona a estriol y
finalmente la estrona resulta por una hidroxilaciéon del E, (Figura 4). Algunas de
las enzimas como la 33-HSD pueden ser sensibles a un incremento de la
temperatura, lo cual sugiere un mecanismo en el que la temperatura ambiental

puede tener efecto en el inicio de la temporada reproductora (Rhen et al., 2000).
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Figura 3. Rutas N y N para la esteroidogénesis de andrégenos a partir de la pregnenolona (Modificado de
Norris, 2007).
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Figura 4. Sintesis de los estrégenos a partir de los andrégenos (Modificado de Norris, 2007).

14



Estrégenos.
Entre los estrogenos involucrados en la regulaciéon de la actividad ovarica se
encuentran el estradiol, que es una molécula de 18 carbonos con un grupo
hidroxilo en las posicién 3 y un ceto 17; el estriol (E3) tiene 3 en las posiciones 3,
17 y 16 y la estrona (E+), la cual tiene el grupo hidroxilo en la posicién 3 (Figura 5)
Son producidos por las células de la granulosa en hembras y en las células de
Leydig y de Sertoli en machos (Gist et al., 2007)

Figura 5. Estructura quimica del 17-3 estradiol, estrona y estriol (Modificado de Rhen et al., 2000).

El estradiol tiene 10 veces mas actividad biolégica que la estrona y 80
veces mas que el estriol, por lo que es el estrogeno que mas influye sobre la
actividad ovarica (Edwards et al. 2002). Ademas, se ha observado que es el
esteroide que presenta los cambios mas significativos en sus concentraciones a lo
largo del ciclo reproductor (Jones, 2011). La fase vitelogénica esta asociada con el
incremento en las concentraciones de esta hormona, por su efecto en la
estimulacion de la sintesis de vitelogenina en el higado, asi como la induccion de
la endocitosis de esta lipoproteina en el foliculo ovarico. Ademas, este esteroide
forma parte del mecanismo de retroalimentacion tanto positiva como negativa
sobre el eje HHG (Edwards y Jones, 2001).

Los cambios en las concentraciones de los estrogenos han sido
determinados a lo largo del ciclo reproductor en varias especies de saurios
(Cnemidophorus inornatus, Moore y Crews, 1986; E. macularius, Rhen et al.,
2000; C. versicolor, Radder et al., 2001; Phrynosoma cornutum, Wack et al., 2007,

Chamaeleo calyptratus, Kummrow et al., 2010). Se ha observado que las
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hembras de estas especies presentan concentraciones bajas de E; en la etapa de
quiescencia, posteriormente se incrementan durante la vitelogénesis y alcanzan
sus valores maximos antes de la ovulacion, declinando después de la ruptura del
foliculo. Sin embargo, este patron no se cumple en especies como Pogona
barbata (Andrew y Whittier, 2000), Uromastix hardwicki (Arslan et al., 1978),
Paroedura picta (Weisser et al., 2012), Niveoscincus metallicus (Jones, 2000) y T.
nigrolutea (Edwards y Jones, 2001, 2002 y 2015). Esto abre la posibilidad de que
sean otros estrogenos los que estén involucrados en la regulacion de la actividad

ovarica.

Testosterona.

Es una hormona de 19 carbonos que es sintetizada en el ovario y en el
testiculo de los vertebrados, tiene un doble enlace entre los carbonos 4 y 5,
un atomo de oxigeno en el carbono 3 y un radical hidroxilo en el 12 (Jones, 2011)
(Figura 6). Ejerce efectos de retroalimentacion tanto positiva como negativa sobre
el eje HHG. Ademas de ser precursora de los estrogenos, se ha observado que
cambios en sus concentraciones pueden iniciar la vitelogénesis en especies como
Thamnophis sirtalis parietalis (Whittier et al., 1987) y Naja naja (Bona-Gallo et al.,
1980). También promueve la hipertrofia del oviducto en especies de lagartijas
como A. carolinensis (Jones y Guillette, 1992) Hemidactylus flaviviridis (Prasad y
Sanyal, 1969) y T. nigrolutea (Edwards y Jones, 2015), debido a que las
concentraciones de los estrogenos permanecen constantes o disminuyen en los

ciclos de estas especies.

OH

Figura 6. Estructura quimica de la testosterona (Modificado de Rhen et al., 2000).
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Progesterona.

Es una hormona de 21 carbonos con un grupo ceto en los carbonos 3y 17
(Figura 7), esta involucrada en el ciclo ovarico y prefez. Es producida en los
ovarios, glandulas adrenales, placenta y cuerpo luteo. En los reptiles viviparos
participa en el mantenimiento de la gestacion por su capacidad para impedir el
crecimiento folicular e inhibicion de la contractilidad del oviducto (Callard et al.,
1992; Jones, 2000 y Edwards y Jones, 2001).

Se ha observado que en la mayoria de las hembras de los escamosos las
concentraciones en plasma de P4 y E; fluctuan a lo largo del afo, lo cual sugiere la
participacion de estas hormonas en la regulacidon de las distintas etapas del ciclo

reproductor (Edwards y Jones, 2001).

Figura 7. Estructura quimica de la progesterona (Modificado de Rhen et al., 2000).

Desarrollo folicular.

El foliculo ovarico de los reptiles esta conformado por un ovocito rodeado
por una membrana acelular, la zona pelucida (ZP). Esta membrana esta rodeada
por una capa de células foliculares denominada granulosa (Lozano et al., 2014) y

por fuera de éstas la teca (Figura 8).
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Zona pelucida

N\

Figura 8. Foliculo de la lagartija B. imbricata, donde se aprecia la pared folicular y granulos de
vitelo (Cortesia del Dr. Martin Martinez-Torres).

La proliferacién y diferenciacion de las ovogonias comienza en los lechos
germinales (regiones en la superficie dorsal del ovario que contienen ovogonias en
division, ovocitos y foliculos primordiales) durante toda la vida reproductora, al
inicio de cada ciclo reproductor (Guraya, 1989; Jones, 2011). El reclutamiento de
estos foliculos suele darse de forma estacional en especies de zonas templadas,
como en la lagartija Sceloporus torquatus torquatus (Uribe et al., 1995).

Los mecanismos que regulan el reclutamiento y dominancia folicular son
poco conocidos en los reptiles, sin embargo, hay evidencias que factores
endocrinos, paracrinos y autdcrinos estan involucrados en la interaccion entre las
células foliculares y el ovocito (Limatola et al., 2002). Estos participan en la
regulacion de la transcripciéon de los genes que codifican para la sintesis de
proteinas antiapoptéticas, las rutas de adenilil ciclasa y AMP ciclico, inositol
trifosfato, proliferacion celular, regulacién de receptores a FSH y LH, entre otros
(Zielak et al., 2008). En los mamiferos como el humano, las vacas y los caballos,
se ha observado que el reclutamiento es dependiente de FSH, ademas de que
esta hormona es uno de los principales factores que controlan el desarrollo
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folicular (Messinis et al., 2010). En etapas mas avanzadas de la ovogénesis, esta
hormona promueve la secrecion de inhibina y folistatina (Medan et al., 2007).
Entre los factores que van cambiando en el microambiente del foliculo y que
regulan tanto el reclutamiento como la dominancia folicular se encuentran la
activina, la inhibina y la hormona anti Mulleriana (AMH) y (Limatola et al., 2002;
Fortune et al., 2004 y Visser et al., 2006).

Activina: Hormona protéica dimérica que es sintetizada en los foliculos en
crecimiento por las células de la granulosa y también en la hipdfisis; en la cual
estimula la secrecibn de FSH, mientras que en el ovario contribuye en la
proliferacion de las células de la granulosa, expresion del receptor a FSH vy la
actividad de la aromatasa, produccion de estrogenos, inhibicion de la produccién
de andrégenos en las células de la teca estimulada por LH y la maduracion del
ovocito. Son reguladas negativamente cuando se unen a las folistatinas (Knight y
Glister, 2001).

Inhibina: Es una hormona protéica dimérica secretada por las células de la
granulosa, que tiene como funcién principal disminuir la secreciéon de FSH de la
hipdfisis (Limatola et al., 2002; Medan et al., 2007), lo que limita la disponibilidad
de esta hormona a los foliculos subordinados llevandolos a la atresia, al ir
disminuyendo su capacidad de producir E; (Gupta et al., 2014). También
incrementa la expresion de ARNm para el receptor de LH y la enzima 3 B-HSD en
las células de la granulosa de los foliculos dominantes (Hampton et al., 2004). Los
estudios de estos topicos en lagartijas son escasos, en Podarcis sicula el
reclutamiento esta controlado por la liberacién de un factor difusible secretado por
las células foliculares, que tiene un peso cercano a 21 kDa. Este factor es
dependiente de la etapa del ciclo pero no de las concentraciones circulantes de
FSH (Sica et al., 2001). Por otro lado, se determin6 que las células piriformes de
los foliculos previtelogénicos secretan una sustancia semejante a la inhibina, la
cual podria controlar la dominancia folicular, ademas de ser un indicativo de
reclutamiento (Limatola et al., 2002).

Hormona Anti miilleriana: Es una hormona protéica dimérica producida

por las células de la granulosa después de que los foliculos han sido reclutados.
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Este factor inhibe la atresia folicular intraovarica, mediante la activacién de la
transcripcion de CYP19, (enzima que trasforma la T a E;). Ademas, disminuye la
sensibilidad de los foliculos a la FSH, y de esta manera su crecimiento (Hayes et
al., 2016).

Angiotensina: Hormona protéica secretada por células de la granulosa, se
encuentra involucrada en el proceso de ovulacién y maduracién del ovocito. Se ha
observado que en los bovinos promueve el desarrollo del foliculo dominante, en
contraste con el efecto inhibitorio sobre otros foliculos que se observa en ratas
(Ferreira et al., 2011)

Hormona del crecimiento (GH): Hormona protéica que puede regular
indirectamente via IGF-l (Insulin Growth Factor 1), la cantidad de foliculos
primordiales, ademas en ratones disminuye el niumero de foliculos reclutados en
ratones y previene la atresia folicular (Slot et al., 2006).

Los factores de crecimiento. Estos incrementan la supervivencia de las
células de la granulosa al promover la expresion de factores de transcripcion como
el Forkhead (FKHR-1), factor de crecimiento transformante beta, que regula los

receptores a FSH en la granulosa (Zielak et al., 2008).

Vitelogénesis.

La mayoria de los ovocitos de los reptiles estan asociados a una
vitelogénesis larga al ser telolecitos (Jones, 2011). Este proceso puede ser
desencadenado por factores ambientales como la temperatura (Tinkle e Irwin,
1965; Marion, 1970; Licht, 1972; Licht, 1973; Roth, 1974; Moore et al., 1984;
Whittier et al., 1986; Borelli et al., 2000 y Jones, 2011), el fotoperiodo (Haldar
Missra y Thapliyal, 1981) y la alimentacion (Niewiarowski et al., 2000 Muruzabal et
al., 2002; Barreiro y Tena-Sempere, 2004; Sciarrillo et al., 2005 y Paloucci et al.,
2006;). Uribe et al., (1995) establecieron cuatro etapas para la previtelogénesis y
cinco para la vitelogénesis en la lagartija Sceloporus torquatus torquatus utilizando
criterios histoldgicos.

Este proceso involucra el ingreso al foliculo de lipoproteinas de baja

densidad y de la vitelogenina (Vtg). Estas moléculas son sintetizadas y secretadas
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por el higado (Brown et al., 1997; Herbst et al., 2003) como respuesta al
incremento de estrégenos (principalmente E;) (Ho et al., 1982; Uribe et al., 1995)
(Figura 9) originado por el aumento de las gonadotropinas. La Vitg es una
fosfoglicoproteina de alto peso molecular que esta involucrada en el transporte de

calcio, zinc, hormonas tiroideas y carotenoides al ovocito (Brown et al., 1997).
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Figura 9. Esquema del patréon general del estradiol y progesterona en la lagartija Calotes versicolor. EV:
Vitelogénesis temprana, V: Vitelogénico, PO: Postovulatorio, EG: gestacion temprana, MG: gestacion media,
LG: gestacion tardia o antes de la ovoposicion (Tomado de Radder et al., 2001).

La Vitg es transportada por el torrente sanguineo hacia los ovocitos en
crecimiento y es absorbida por micropinocitosis, que es un mecanismo de
endocitosis mediada por receptores, caracterizado por la formacién de vesiculas
que contienen hidrolasas (Brown, et al., 1997; Romano y Limatola, 2000) (Figura
10). Es secuestrada por el ovocito y es rota mediante proteolisis por catepsina D
en moléculas mas pequenas (fosvitina y lipovitelina) que van a formar una matriz
insoluble que sera empacada en cristales (Polzonetti-Magni et al., 2004). Su
concentracion en la sangre puede ser usada como un indicador del inicio de la
vitelogénesis en hembras cercanas a la madurez sexual y en adultas (Herbst et

al., 2003). Durante este proceso también se transporta calcio hacia el oviducto, el
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cual se une a la molécula de Vtg, por lo que la concentracién en plasma de este
ion también ha sido empleado como indicador de vitelogénesis (Jones, 2011). Los
hepatocitos muestran una hipertrofia durante este proceso, la cual se debe a la
proliferacion de ribosomas, reticulo endoplasmico y aparato de Golgi (Callard y
Ho, 1987, Van y Beaupre, 2011).

Figura 10. Proceso de ingreso de la vitelogenina al ovocito durante la vitelogénesis. Al recibir los estimulos de
ambiente en el hipotadlamo se incrementa la secrecidon de GnRH, misma que promovera la liberacion de
gonadotropinas que tendran efecto en la sintesis de estradiol por parte del ovario. Posteriromente el E»
estimula la produccién de vitelogenina (triangulos) en el higado, la cual va a ser transportada a los ovocitos e
ingresara mediante endocitois mediada por receptores. Posteriormente sera hidrolizada mediante la catepsina
D en moléculas de menor peso para su posterior depdsito en granulos (Tomado de Polzonetti-Magni et al.,
2004).
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Ovulacion

Es el momento en que se da la liberacidén del ovocito, este evento marca la
transicion de la etapa de desarrollo folicular, dominada por estroégenos, a la fase
luteal, dominada por P4 (Jones, 2011). Generalmente, la FSH es la que induce la
ruptura del foliculo y la formacion de los cuerpos luteos (Figura 11); que son
estructuras endocrinas transitorias que estan formadas de células de la granulosa
rodeadas por células tecales que experimentan el proceso de luteinizacién
(Guraya, 1989). Las concentraciones de E, en la sangre, llegan a su
concentracion maxima antes de la ovulacion y disminuyen en el periodo
postovulatorio (Edwards y Jones, 2001; Edwards et al., 2002). Este patrén es el
que se considera el mas ancestral en las especies de escamosos (Weiser et al.,
2012). Sin embargo, existen grandes diferencias en la concentraciones en plasma
de esta hormona entre grupos e incluso dentro de una misma especie (Eikeenar et
al., 2012, Edwards y Jones, 2015), lo cual hace necesario mas estudios para tener
una mejor comprension acerca de la fisiologia reproductora de las distintas
especies de saurios. La duracién del cuerpo luteo de acuerdo a Saidapur, 1982,
Fox y Guillette, 1987 y Xavier, 1987 (en Jones, 2011) se divide en:

Luteogénesis: Se da la luteinizacién de las células de la granulosa e
hipertrofia. Se observa un abundante reticulo endoplasmico y un nucleo grande.

Madurez: Se diferencian tres capas bien definidas, las tecas interna y
externa, y las células luteales al interior.

Regresion: Se caracteriza por la presencia de nucleos picndticos y
aparicion de vacuolas en el citoplasma, se da la invasién por parte de tejido

conectivo.
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Figura 11. Cuerpo luteo de B. imbricata. (Fotografia tomada en el laboratorio de Biologia de la reproduccion
UNAM-FES lIztacala).

Regulacién ambiental y hormonal de los ciclos reproductores de reptiles.

Los escamosos de zonas templadas exhiben distintos patrones de
reproduccion estacional ciclica, el mas comun en las especies oviparas es en el
que tanto hembras como machos presentan la gametogénesis en primavera,
posteriormente el cortejo, apareamiento y ovoposicion en otofio (Duvall et al.,
1982), eclosién en la primavera o verano siguiente. En cambio las viviparas
muestran actividad reproductora (gametogénesis y cortejo) en el otofio, prefiez en
el invierno y parto en la siguiente primavera (Méndez et al., 1988).

Estos patrones restringen los periodos de crianza a las temporadas en las
que se incrementa la posibilidad de supervivencia de las crias (Borelli et al., 2000).
Los ciclos reproductores se encuentran regulados por diversos factores
ambientales como la temperatura, humedad, fotoperiodo y disponibilidad de
alimento (Duvall et al.,, 1982). Esto se debe a que modulan los niveles de
gonadotropinas y esteroides sexuales (Jones y Swain, 2000; Girling y Gones,
2006 y Rhen et al., 2000) al ser integrados en la POA (Krohmer et al., 2010).

24



Temperatura.

Diversos autores estan de acuerdo que en la mayoria de las especies la
temperatura es el factor primario que regula la ciclicidad de la reproduccion (Borelli
et al., 2000; Whittier et al., 1986; Jones, 2011; Tinkle e Irwin, 1965; Licht, 1972;
Licht, 1973; Marion, 1970; Moore et al., 1984 y Roth, 1974). Este factor afecta la
velocidad de los procesos fisioldgicos (Lutterschmidt et al., 2002). Incrementa la
sensibilidad de las gonadas a las enzimas involucradas en la esteroidogénesis,
como la adenilato de ciclasa (Borelli et al., 2000) y la 33-HSD (Rhen et al., 2000 y
Girling y Jones, 2006). Se ha documentado la necesidad de un periodo de menor
temperatura para que puedan iniciar un nuevo ciclo reproductor en especies como
Sceloporus undulatus (Marion, 1970) y A. carolinensis (Roth, 1974). Ademas, se
ha reportado que pueden existir diferencias en la temperatura preferida de los
organismos al estar en temporada reproductora, como es el caso de la lagartija
Salvator merianae, en la cual incrementa hasta 10 °C mas de la que tienen en
otras temporadas (Tattersall et al., 2016). Sin embargo, no se puede descartar que
los efectos observados se deban a la interaccidon de este factor con la humedad y
el fotoperiodo.

El hecho de que los reptiles sean ectotermos, involucra la necesidad de
termoregular. La termoregulacion es un proceso complejo que integra las
sensaciones del ambiente, el procesamiento a nivel central y la coordinacion de
respuestas que afectaran la temperatura del cuerpo (Seebacher y Shine, 2004).

Se sabe que glandula pineal puede actuar como un sensor de la
temperatura en reptiles (Seebacher y Franklin, 2005). Entre las hormonas
involucradas en el proceso de termorregulacion se encuentran: la arginina-
vasotocina, que tiene efecto en la respuesta a la deshidratacion; las
prostaglandinas, que regulan la presion y ritmos cardiacos; la estimulante de
melandéforo alfa, que al hacer la piel mas oscura permite una mejor absorcion del
calor; la melatonina, que disminuye la temperatura preferencial. Sin embargo, aun
hacen falta mas estudios para comprender los mecanismos que regulan a este
comportamiento (Liu et al., 2006; Cooper, 2015). Las principales sustancias

involucradas en la sefializacion desencadenada por la temperatura son:
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Serotonina: Neurotransmisor con un peso molecular de 40 kDa, también se
ha encontrado en adrenales de reptiles como Podarcis sicula, ejerce efectos sobre
el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) al incrementar la secrecion de
glucocorticoides y mineralocorticoides (Capaldo et al., 2003), en aves y mamiferos
esta involucrada en la regulacion del apetito, funciones del sistema circulatorio,
respiracion, reproduccion y termorregulacion (Kirsz y Zieba, 2012). Este
neurotransmisor es trasformado a melatonina a través de la metilacion de un
grupo hidroxilo por una transferasa. Es una de las hormonas mas estudiadas en la
regulacion negativa de la GnRH.

Melatonina: Es una molécula de .232 kDa involucrada en la regulacion de
los ritmos circadianos, tiene efectos antioxidante y antiinflamatorio (Hardeland et
al., 2011). Tiene una relacion directa con la actividad de las neuronas GnlH, las
cuales regulan la secrecion de gonadotropinas al inhibir la expresion de las
neuronas GnRH. Ademas tiene efecto directo en la disminucién de la secrecién de
la tiroxina, hormona que es transformada a triyodotironina (T3) por una
desiodinasa tipo 2 e incrementa la actividad de las células gonadotropas de la
hipdfisis (Figura 12) .

Se ha encontrado que el incremento de melatonina contribuye a disminuir
la temperatura del cuerpo (Lutterschmidt et al., 2002). Este comportamiento se ha
observado en especies diurnas como la serpiente Pitouphis melanoleucus
(Lutterschmidt et al., 1997), la tortuga Terrapena carolina triunguis (Erskine vy
Hutchinson, 1981), las lagartijas Lacerta viridis (Rismiller y Heldmaier, 1987) e
Iguana iguana (Tosini y Menaker, 1996). Sin embargo, sus efectos son diferentes
en especies nocturnas como Lamprophis fuliginosus (Lutterschmidt et al., 2002).

Por otro lado se ha propuesto que la T3 y la tiroxina (T4) pueden tener
efectos sobre la termorregulaciéon en especies como L. fuliginosus (Lutterschmidt y
Hutchinson, 2003) y Sceloporus occidentalis (Sinervo y Dunlap, 1995), ya que
disminuyen la temperatura que prefieren los organismos al inyectarles estas
hormonas, sin embargo aun hace falta hacer mas estudios para saber el
mecanismo por el que se da este proceso.
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Figura 12. Efecto de la temperatura sobre el eje HHG. POA, area predptica; VMH, hipotalamo ventromedial; AMG, amigdala, LH, hormona luteinizante, FSH,
hormona foliculo estimulante; E», estradiol; T, testosterona; T4 tiroxina; Ts, triyodotironina; DIO2, desiodinasa tipo 2. (Basado en Lutterschmidt et al., 2002;
Lutterschmidt et al., 2003; Seebacher y Franklin, 2005; Grieves et al., 2008 y Yasuo y Yoshimura, 2009).
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Fotoperiodo.

A los animales con reproduccion estacional los cambios en el fotoperiodo
conforman la sefal que permite detectar las condiciones ambientales favorables
para la reproduccion (Greives et al., 2007). Esta informacion es codificada en una
sefal bioquimica a través de la melatonina (Figura 13) (Kirz y Zieba, 2012). Esta
hormona es liberada por la glandula pineal principalmente durante el periodo de
oscuridad (Tsutsui et al., 2000; Osugi et al., 2014), de tal manera que su secrecion
sirve como una sefal fisiolégica para poder determinar la duracién del dia.
Durante el periodo de oscuridad se incrementa la concentracion del GniH,
mientras que en la fase luminosa se expresan mas las neuronas kisspetinérgicas,
influyendo de manera positiva en la secrecion de gonadotropinas (Grieves et al.,
2008). También en la fase luminosa se induce la expresion de la desiodinasa tipo
2, que convierte a la T4 en su forma mas bioactiva: T;. Estas hormonas estan
involucradas en la induccion del estro en ovejas (Yasuo y Yoshimura, 2009), y se
ha observado que promueven el crecimiento gonadal en reptiles como el saurio C.
versicolor (Haldar Missra y Thapliyal, 1981). La sefial hormonal que se activa
mediante los cambios en el fotoperiodo es semejante a la observada con los
cambios de temperatura, a diferencia de que en esta el incremento en la cantidad

de luz facilita la expresion de la desiodinasa tipo 2.
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Figura 13. Efecto del fotoperiodo sobre el eje HHG. POA, area preoptica; VMH, hipotalamo ventromedial; AMG, amigdala, LH, hormona luteinizante, FSH,
hormona foliculo estimulante ; E,, estradiol; T, testosterona; T4 tiroxina; Ts, triyodotironina; DIO2, desiodinasa tipo 2. (Basado en Lutterschmidt et al., 2002;
Lutterschmidt et al., 2003; Seebacher y Franklin, 2005; Grieves et al., 2008 y Yasuo y Yoshimura, 2009).
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Alimento.

Para que se pueda dar el proceso reproductivo es indispensable que
existan las condiciones nutricionales adecuadas (Sirotkin y Grossman, 2015). La
disposicion de alimento es importante debido a que la proliferacion de organelos
metabodlicamente activos en el higado y el transporte e inclusion de sustancias a
los foliculos vitelogénicos implican un gran gasto energético (Nison y Raeberg,
2001 en Van y Beaupre, 2011). Entre los factores involucrados en la regulacién de
la ingesta de alimentos identificados en los reptiles se encuentran:

Leptina: Es una hormona peptidica de 16 kDa secretada principalmente por
el tejido adiposo (Fernandez-Formoso et al., 2015). Esta involucrada en la ingesta
de alimento, al regular la cantidad de grasas almacenadas inhibiendo el apetito
mediante la sensacion de saciedad a nivel del hipotalamo, dando una sefal del
estado nutricional del organismo (Ferrandino et al., 2015) (Figura 14). Se han
propuesto tres mecanismos de ingreso de la leptina al sistema nervioso central a
través de la barrera hematoencefalica: 1) transporte por saturaciéon mediado por
receptores, 2) difusién de la leptina a neuronas del nucleo arcuato por difusion
pasiva y 3) transporte mediado por tanacitos (Munzberg y Morrison, 2015). En las
especies que forman cuerpos grasos, como P. sicula (Ferrandino et al., 2015), la
leptina actua como un mediador entre los adipocitos y el hipotalamo para inducir la
secrecion de gonadotropinas al unirse a sus receptores en las neuronas
kisspeptinérgicas (Pralong, 2010). También se ha reportado la presencia de esta
hormona y su receptor en el cerebro de la lagartija S. undulatus (Niewiarowski et
al., 2000), en el estbmago de Podarcis hispanica y Natrix naura (Muruzabal et al.,
2002) y en la tiroides y el pancreas de P. sicula (Sciarrillo et al., 2005 y Paloucci et
al., 2006).

Ghrelina: Hormona peptidica de 13 kDa secretada principalmente en el
estbmago, se considera que este factor actta como un indicador de la
insuficiencia energética (Forbes et al., 2009), esta implicada en la secrecion de la

hormona del crecimiento, y modulacién de los ejes lactotropico, corticotropico y
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gonadotropico (Barreiro y Tena-Sempere, 2004). Se ha encontrado en otros
tejidos como intestino, pancreas, placenta, higado, pulmon, hipdéfisis y cerebro
(Barreiro y Tena-Sempere, 2004; Unniappan, 2010). Ejerce sus efectos mediante
la unién a su receptor (GHS-R), su expresion esta asociada con la disminucién de
la secrecion de gonadotropinas, prolactina y de la actividad ovarica (Barreiro y
Tena-Sempere, 2004). Actua en el eje HHG a través del neuropéptido Y, que en
presencia de gonadotropinas incrementa su secrecidn, pero que en ausencia de

esteroides sexuales la disminuye (Pralong, 2010).

Figura 14. Efecto del alimento sobre el eje HHG. POA, area predptica; VMH, hipotalamo ventromedial; AMG,
amigdala, LH, hormona luteinizante, FSH, hormona foliculo estimulante; E», estradiol; T, testosterona (Basado
en: Barreiro y Tena-Sempere, 2004; Pralong, 2010; Ferrandino et al., 2015).
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Estrés.

El estrés puede ser definido como el conjunto de cambios que ocurren en el
estado interno de un individuo cuando es expuesto a un estresor (como
condiciones externas que son capaces de desestabilizar la homeostasis del
organismo)(Tokarz y Summers, 2011). El estrés agudo esta determinado por la
ocurrencia de respuestas neurales y fisiolégicas que dan origen a un
comportamiento, el cual tiene una duracién maxima de una hora, mientras que el
estrés cronico puede durar de mas de una hora a semanas (Tokarz y Summers,
2011). Estos cambios pueden darse en la fisiologia o comportamiento para
recuperar la homeostasis (Pottinger, 1997 en Tokarz y Summers, 2011). El
estresor ejerce su efecto a través del eje hipotalamo-hipdsis-adrenal (HHA), éste,
en conjunto con el eje HHG actuan de manera reciproca y complementaria en la
regulacion de la reproduccion (Carsia y John-Alder, 2003). El estrés es un
fendmeno presente de manera natural al haber interacciones entre el individuo y el
ambiente, sin embargo, cuando es cronico, el efecto sobre distintos aspectos de la
fisiologia es mas evidente. Esta modalidad de estrés también influye de manera
directa en aspectos de la reproduccion como la recrudescencia en hembras de
Mabuya carinata (Ganesh y Yajurvedi, 2003) y disminucién de comportamientos
necesarios para un apareamiento exitoso (Tokarz y Summers, 2011).

La corticosterona es el principal costicosteroide que es secretado por las
adrenales de los reptiles en respuesta al estrés e influye en las concentraciones
de esteroides gonadales (Girling y Cree, 1995; Tokarz y Summers, 2011). Se ha
observado que en la lagartija Sceloporus jarrovi la restriccion de comida
incrementa la produccion de esteroides como la aldosterona sin alterar la
sensibilidad de las células adrenocorticales a la hormona adrenocorticotropica
(ACTH) (Carsia et al., 2012). La presencia cronica de estrés tiene efectos
negativos en el funcionamiento del sistema inmune, al incrementar la secrecion de
serotonina en la amigdala (Mo et al., 2008), esto a su vez aumenta la produccion
de corticosteroides (Capaldo et al., 2003), por lo que puede tener efecto en la

activacion de la GnlIH (Figura 15).
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Sin embargo, una elevacién en las concentraciones de corticosterona,
puede ayudar a mover las reservas energéticas para ser usadas en el desarrollo
de la descendencia, en lugar de ser usadas para funciones del sistema inmune en
la lagartija U. ornatus (French et al., 2007). Ademas, se ha observado que la
sensibilidad al estrés es diferente en la etapas del ciclo reproductor en especies
como S. undulatus, ésta es mayor en la temporada reproductora (apareamiento y
vitelogénesis, al ser un periodo de mayor demanda energética) por un incremento
en la actividad esteroidogénica de las células adrenales (Carsia y John-Alder,
2003). La sensibilidad de las células adrenales al estrés es regulada de manera
negativa por el péptido natriurético (involucrados en la descarga de sodio a través
de la orina), ya que dismunuye la secrecidén de aldosterona (Carsia y John-Alder,
2003). En hembras de Egernia whitii la sensibilidad a este factor es mayor en
hembras quiescentes, posteriormente en gestantes y tiene el menor efecto en las
etapas post-ovulatorias (Cartledge y Jones, 2007). Otra respuesta es la que se
observa en Hoplodactylus maculatus, ya que en las hembras de estos geckos las
concentraciones de corticosterona (CORT) no presentan cambios significativos a
lo largo de su ciclo reproductor (Girling y Cree, 1995).

El efecto del estrés sobre el eje reproductor (especificamente en la
secrecion de GnRH) esta regulado por el posible efecto de la CORT en la
secrecion de serotonina, misma que es transformada a melatonina y que tiene
efectos de retroalimentacion positiva sobre neuronas GnlH. La CORT también
actua directamente sobre las neuronas GnlH e inhibe la actividad de las neuronas
kisspeptinérgicas, encargadas de retroalimentar positivamente a las neuronas
GnRH.
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Figura 15. Efecto del estrés sobre el eje HHG. POA, area predptica; VMH, hipotalamo ventromedial; AMG, amigdala, LH, hormona luteinizante, FSH, hormona
foliculo estimulante; E,, estradiol; T, testosterona (Basado en: Capaldo et al., 2003; Carsia y Alder, 2003; Mo ef al., 2008; Tokarz y Summers, 2011 y Carsia et al.,
2012.
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ANTECEDENTES

Temperatura como el factor principal involucrado en la regulacién de la
actividad ovarica.

A pesar de que el fotoperiodo ha sido considerado como un factor ambiental
importante para mantener la ciclicidad en la reproduccién de los reptiles, se acepta
que la temperatura es el factor primario que regula este proceso (Borelli et al.,
2000). En los reptiles que habitan en ambientes que cambian con las estaciones,
la temperatura puede actuar como un estimulo exdgeno que incide fuertemente
sobre el ritmo enddgeno que regula el ciclo ovarico, en términos de crecimiento
folicular y comportamiento reproductor (Whittier et al., 1987 y Clarke y Zani, 2012).
Por ejemplo, en la lagartija P. Sicula, al incrementar la temperatura, también lo
hace el volumen folicular, esto se debe a que la sensibilidad de la adenilato ciclasa
activada por las sefiales de transduccion de los receptores a las gonadotropinas,
aumenta con la temperatura (Borelli et al., 2000). Entre las especies en que se ha
observado un efecto similar se encuentran U. stanburiana (Tinkle e Irwin, 1965), A.
carolinensis (Licht, 1973) y S. undulatus (Marion, 1970). Sin embargo, en hembras
de S. undulatus (Marion, 1970) y A. carolinensis al alternar temperaturas altas y
bajas (32 °C durante el dia y 20 °C en la noche) la vitelogénesis y el crecimiento

folicular incrementan mas que en una temperatura constante (32°C) (Roth, 1974).

Endocrinologia reproductora en saurios.

Actualmente se han intentado implementar nuevas estrategias para evaluar
los ciclos reproductores y la fisiologia de los mismos en saurios, con técnicas que
no involucren el sacrificio de animales como la palpacion (Bonnet et al., 2008; Van
Dyke y Baupre, 2011), el ultrasonido (Martinez-Torres et al., 2006; Bonnet et al.,
2008; Hotchleiner y Holland, 2014), la resonancia magnética nuclear (Bonnet et
al., 2008; Kummrow et al., 2010) y ensayos en los que el marcador es un isétopo
radiactivo (RIA) (Amey y Whittier, 2000; Bonnet et al., 2001; Wack et al., 2008;
Martinez-Torres et al., 2010) o bien una enzima como el ELISA (Kumrrow et al.,
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2010; Pimm et al., 2015). A pesar de esto, son métodos que no han sido
implementados en el estudio de la reproduccion de saurios mexicanos. Entre las
especies que cuentan con un perfil hormonal a lo largo de un ciclo reproductor o
en las etapas que se consideran mas relevantes se encuentran:
C. versicolor (Radder et al., 2001), S. virgatus (Weiss et al., 2002), P. cornutum
(Wack et al., 2007), E. macularius (Rhen et al., 2000), C. inornatus (Moore vy
Crews, 1986), C. calyptratus (Kummrow et al., 2010) en las cuales, las hembras
presentan concentraciones bajas de E; en la etapa de quiescencia; posteriormente
se incrementan durante la vitelogénesis y alcanzan los valores maximos antes de
la ovulacién. Finalmente declinan después de la liberacion del ovocito (Cuadro 1).
Aunque se han logrado avances en la endocrinologia reproductora de
saurios, aun hacen falta mas estudios que permitan relacionar los efectos del
ambiente con las concentraciones hormonales, ademas de trabajar con especies

viviparas.

Cuadro 1. Concentraciones de Estradiol [pg/ml] en saurios.

Especie PV \") POV ov GRAV

Calotes versicolor 1306 +407.01 285.60 +143 32.80 +12.91
(Raddar et al., 2001) O
Phrynosoma cornutum 600 190 100
(Wack et al., 2007) V
Eublepharis macularius 1400 2300-3300 1000
(Rhen et al., 2000) O
Cnemidophorus inornatus 300 500 1000
(Moore y Crews, 1986) O

Chamaeleo calyptatus 250000 2131900 869400

(Kummrow et al., 2010) O

PV= Previtelogénico, V= Vitelogénico, POV= Preovulatorio, OV= Ovulacién, GRAV= Gravidez. (O)= Especie
ovipara (V)= Especie vivipara.

Se ha observado que en otras especies de lagartijas no hay correlacion
entre las concentraciones de estradiol y la vitelogénesis. Como U. hardwicki

(Arslan et al., 1978), en la cual, las concentraciones de E; incrementan durante el
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periodo de gravidez al igual que en P. picta (Weiser et al., 2012). En P. barbata
(Andrew y Whittier, 2000) las concentraciones de E, permanecen constantes a lo
largo del ciclo. Mientras que, en T. nigrolutea, aunque estas aumentan en el
periodo ovulatorio, no presentan diferencias significativas como en la testosterona
(Edwards y Jones, 2001; Edwards y Jones, 2015) (Cuadro 2). De acuerdo a Jones
(2015), lo anterior, podria sugerir que en estas especies es otro estrégeno el que
esta regulando este proceso o incluso algun andrégeno, que permitiria desacoplar

los eventos reproductivos de otros aspectos en la fisiologia de estas especies.

Cuadro 2. Concentraciones de Estradiol [pg/ml] en saurios.

Especie PV \") POV ov GRAV

Uromastix hardwicki 180 + 10 460 + 60
(Arslan et al., 1978) O

Pogona barbata (Andrewy 1300 +900 1300+900 1300 +900 1300 900 1300 900
Whittiers, 2000) O

Tiliqua nigrolutea (Edwards 500000 710000 400000

y Jones, 2001) V

Paroedura picta (Weiser et 200 - 400 100 - 1600
al.,, 2012) O

PV = Previtelogénico, V = Vitelogénico, POV = Preovulatorio, OV = Ovulacion, GRAV = Gravidez. (O) =
Especie ovipara, (V) = Especie vivipara.

Estimulacion de la actividad ovarica mediante la administracion de

gonadotropinas.

Existen diversas evidencias de que la gbénada de los reptiles puede ser
estimulada con gonadotropinas hipofisiarias de mamifero (FSH o LH) o con sus
analogos (Jones et al, 1975; Roth y Jones, 1992). Por lo que varios
investigadores han intentado, en algunas especies de saurios, inducir
hormonalmente la recrudescencia gonadal, el desarrollo folicular y la ovulacion. Se
ha observado que en los saurios la FSH tiene un efecto mayor en la estimulacion
ovarica (Licht y Pearson, 1969; Licht, 1972: Jones et al., 1975 y Nijagal y
Yajurvedi, 1999). No obstante, la induccién completa de un ciclo no ha sido

37



lograda, ya que en estos trabajos la administracion de hormonas se ha hecho en
distintas fases del ciclo o al final. En N. metallicus la administracién de FSH se ha
hecho en etapas de previtelogénesis, vitelogénesis media y tardia. Con estos
experimentos se comprobd que el tamafo de la camada esta determinado antes
de la vitelogénesis y no es alterado por la atresia folicular o muerte embrionaria
(Jones y Swain, 2000).

La etapa de vitelogénesis tardia se ha trabajado en especies como: A.
carolinensis (Licht, 1970); P. Sicula, (Borelli et al., 2000) y P. Cornutum (Burns y
Richards, 1974) en la cuales se promueve el crecimiento folicular. En especies
como U. stanburiana (Licht, 1970), Sceloporus occidentalis (Licht, 1970), A.
carolinensis (Jones et al., 1988), C. versicolor (Shanbagh y Prasad, 1993) y N.
metallicus (Jones y Swain, 2000) P. Sicula (Borelli et al., 2000) se logré inducir la
ovulacion. Incluso, se ha provocado la ruptura folicular, un mes antes de lo que se
esperaria naturalmente (Jones y Swain, 2000), aunque no se determind si estos

ovocitos eran viables

Otra fase que ha sido investigada es la de quiescencia; donde la
administracion de FSH en P. Cornutum (Burns y Richards, 1974) P. sicula
(Limatola y Filosa, 1989), M. carinata (Ganesh y Yajurvedi, 2003) y A. carolinensis,
se estimuld el desarrollo folicular, en la ultima, fue mayor en el ovario con menor
cantidad de foliculos (Jones et al., 1976 y Roth y Jones, 1992).

También se administr6 FSH en lagartijas preadultas como A, carolinensis,
promoviendo el crecimiento de los foliculos, asi como la formacion de nuevos

foliculos (Jones et al., 1975).

Especie de estudio.

Barisia imbricata (Figura 16) es una lagartija vivipara endémica de México,
que habita zonas templadas y de elevadas altitudes (2200-3800 m. s. n. m.), su
area de distribucion esta principalmente en la zona centro del pais, en el eje

neovolcanico transversal (Distrito Federal y los estados de Hidalgo, Jalisco,
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Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Tlaxcala y Veracruz)
(Figura 17) (Guillete y Casas-Andreu, 1987, CONABIO, 2006).

Figura 16. a) Macho de B. imbricata. b) Hembra de B. imbricata.

Este saurio presenta reproduccién estacional anual otoial, la vitelogénesis
inicia en el verano, la ovulacién en noviembre y diciembre (Martinez Torres et al.,
2009) y el apareamiento ocurre antes de la maduracion del foliculo (Guillete y
Casas-Andreu, 1987), la gestacion ocurre durante los meses de invierno y gran
parte de la primavera (finales de noviembre o principios de diciembre a finales de
mayo o principios de junio) y el nacimiento ocurre a principios de Junio (Martinez
Torres et al., 2003) (Figura 18).
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Figura 17. Area de distribucién potencial de B. imbricata (tomado de CONABIO, 2006).

Durante la gestacion el embridon desarrolla 3 tipos de placenta y se ha
demostrado que la onfaloplacenta es positiva a la A5-4 3BHSD, por lo que podria
participar en los procesos de sintesis de esteroides, metabolismo de vitelo y la
depuracion de las hormonas sintetizadas por la hembra gestante (Martinez-Torres
et al., 2006).

Son organismos tigmotérmicos que presentan un intervalo de temperatura
preferencial que va de 22 a 31°C, con habitos predominantemente terrestre-
fosoriales. Pueden ser mantenidos adecuadamente en cautiverio ya sea en
encierros o terrarios alimentandolos con grillos (Acheta domesticus) y larvas de

gusanos de cera (Galleria melonella) (Villamar, 1998).
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Figura 18. Diametros foliculares y volumen testicular en los distintos meses de afio del ciclo reproductor en B.
imbricata. Factores ambientales (temperatura, humedad y fotoperiodo) a lo Irago del ciclo anual (Tomado de
Guillette y Casas-Andreu, 1987).

En esta lagartija se ha demostrado que la ovogénesis, en hembras con
fracaso reproductor, puede ser inducida fuera del periodo de recrudescencia
natural, mediante la administracion intraperitoneal (IP) de gonadotropina de suero
de yegua prefada (PMSG) (Martinez-Torres et al., 2009), a pesar de que se ha
logrado inducir la ovulacion, esta técnica no se ha logrado estandarizar.

Ademas, tanto los machos como las hembras pueden responder a distintos
factores ambientales para iniciar la actividad reproductora, como es el caso de B.
imbricata. En los machos de esta especie, particularmente en la poblacion de
Zoquiapan, la actividad testicular esta relacionada con la precipitacion y el
fotoperiodo, mientras que en las hembras la reactivacion ovarica esta relacionada
con el primer factor (Guillette y Casas-Andreu, 1987). Otra especie que muestra
estas diferencias es el gecko P. lanei en el que los machos responden al
fotoperiodo y las hembras sélo a la temperatura; esto permite que los ciclos
coincidan pero que no tengan la misma duraciéon (Ramirez-Sandoval et al., 2006).
Cabe destacar que el hecho de que una poblacién responda a ciertos factores
ambientales, no implica que toda la especie deba de hacerlo, ya que esto va a
estar determinado por las historias de vida de cada poblacion al ser sometidas a

diferentes condiciones.
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JUSTIFICACION

Actualmente la abundancia y diversidad de reptiles en el mundo se esta
viendo afectada por diversos factores como: la sobreexplotacion de recursos, la
alteracion de su habitat, la introduccion de especies exoticas, la contaminacion y
el cambio climatico (Gardner et al., 2007). Esta situacion limita la posibilidad de
realizar estudios necesarios acerca de los fendmenos relacionados con la
reproduccion y desarrollo, los cuales son importantes para la conservacién de
diversas especies en riesgo. Por lo anterior, el conocimiento de la regulacion de
los ciclos reproductores, tanto ambiental como hormonal, que participan en el
control de la actividad ovarica en los reptiles permitira implementar otro tipo de
planes de manejo, ademas de los tradicionales, no solo para la reproduccion de
las especies, sino también para usarlos como modelo para estudiar topicos que
aun no han sido investigados (por ejemplo fecundacion) y otros que han quedado
rezagados, como el de mecanismos de determinacion del sexo. Paralelamente, es
de suma importancia la implementacion de estrategias que limiten el sacrificio de
organismos para el conocimiento de la fisiologia de la reproduccion. Barisia
imbricata es un modelo ideal, debido a que es una espedie endémica, ademas de
que es facil de manejar y mantenerla en cautiverio. Aunado a lo anterior su tipo de
reproduccion es vivipara, el cual no ha sido estudiado en muchas especies debido

a la dificultad de estudira su ciclo reproductor.
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OBJETIVO GENERAL

Inducir la actividad ovarica en la lagartija vivipara B. imbricata mediante la

manipulacion de la temperatura y la administracion de PMSG.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Realizar el perfil hormonal y determinar el diametro de los foliculos en una
poblacion natural a lo largo de un afio.
¢ Inducir el ciclo ovogénico, fuera de la temporada reproductora, mediante el
manejo de la temperatura en hembras nuligestas.
¢ Inducir el ciclo ovogénico, fuera de la temporada reproductora, mediante la
aplicacion de PMSG.

¢ Inducir la ovulacién con gonadotropinas de mamifero.
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HIPOTESIS

Si en B. imbricata el aumento de la temperatura es el factor mas importante
para iniciar el recrudescimiento ovarico, entonces el incremento significativo
de este factor fuera de la temporada gametogénica podria inducir el ciclo
ovogeénico.

Si las gbnadas de Barisia imbricata son sensibles a la estimulacion por
gonadotropinas de mamiferos, entonces la aplicacion de PMSG induciria la

recrudescencia ovarica, el crecimiento folicular y la ovulacion.
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MATERIAL Y METODOS

Trabajo de Campo (2015)

Se colectaron manualmente 32 hembras de B. imbricata con una longitud
hocico cloaca mayor a 75 mm en los meses de Julio a Noviembre en el municipio
de Melchor Ocampo (Figura 19) (19° 41’ y 19° 45’ latitud norte; 99° 06’ y 99° 10’
longitud oeste), el cual presenta una temperatura media anual de 14°C y una
precipitacion media anual de 650 mm. El sitio de colecta se localiza en las
coordenadas 19° 42’ 26.09” latitud norte y 99° 07°09.24” longitud oeste y tiene una
elevacion de 2288 msnm. Inmediatamente después de ser capturadas se les
extrajo 200 ul de sangre mediante puncién cardiaca, a cada una de las hembras
con jeringas heparinizadas. Las muestras y las hembras se transportaron el mismo
dia al laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala (FESI-UNAM). Durante el lapso de tiempo de la colecta y
transporte las muestras se mantuvieron en refrigerantes a una temperatura
promedio de 4°C. Por la tarde, de ese mismo dia, fueron centrifugadas a 6000 rpm
durante un minuto para separar el plasma, mismo que fue almacenado a -40°C
hasta que fueron procesadas para las mediciones de estradiol por ELISA y LH por
RIA.

Figura 19. Mapa del sitio de colecta. Tomado de Google Earth.
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Trabajo Experimental 2014 y 2015.

Los organismos se mantuvieron en cautiverio en terrarios (1.37 m x 95 cm)
con fotoperiodo natural en el invernadero de la FESI-UNAM (19° 36’N, 98.5° 11’
Longitud Oeste, 2240 msnm) (Anexo fotografico). Los terrarios se equiparon con
ventiladores y termostatos para mantener las temperaturas deseadas asi como
aspersores de agua. Se colocd un sensor para temperatura y humedad (EXTECH
42260) a lo largo del tiempo que durd el experimento para obtener cada los
registros de estos parametros. Otro grupo se mantuvo en encierros (3mx4m). Se
registraron mensualmente sus medidas morfométricas (longitud hocico-cloaca (H-
CL), cloaca-cola (CL-C), longitud total (LT) y pesos. Los organismos fueron
sometidos a una dieta gusanos de cera, zoofobas (Zophoba morio) y grillos

domésticos enriquecidos con vitaminas (REPTIVITE) y agua ad libitum.

Establecimiento de la etapa reproductora y desarrollo folicular.

Durante la primera semana posterior a su captura se realizaron
laparotomias para determinar en qué etapa del ciclo ovarico se encontraban,
ademas se contaron y midieron los foliculos con un Vernier. Los organismos
fueron anestesiados con éter y poseriormente se les dieron los cuidados
postoperatorios (curaciones con agua oxigenada y alcohol yodado).

Los foliculos se clasificaron en previtelogénicos (menores a 3mm vy
transparentes), vitelogénicos tempranos (mayores a 2 mm y con depodsito de
vitelo), vitelogénicos tardios (mayores a 5 mm) y preovulatorios (mayores a 8 mm),

también se tomaron muestras de sangre en el periodo postovulatorio inmediato.
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Estimulacién del desarrollo folicular.

Los organismos se dividieron en tres grupos, dos experimentales (n=26)
(uno para manipulacion de la temperatura [n=13] y otro para manipulacién
hormonal [n=13]) y uno control (n=6) para el programa de desarrollo folicular.

Manejo de temperatura: Durante 12 semanas, 13 hembras fueron
sometidas a temperaturas de 30 a 32°C en el dia (10 horas ) y 23 a 25°C en la
noche (14 horas) con una humedad relativa de 50-60%, , para inducir la
recrudescencia gonadal y el desarrollo folicular.

Manipulacion hormonal: El grupo consté de 13 hembras que se mantuvieron
a temperatura ambiental en el invernadero de la FESI-UNAM. Se les administraron
2 Ul/g de peso de PMSG (Folligon, gonadotropina sérica, Intervet, International,
Boxmer Holland) via IP tres veces por semana durante 16 semanas (Martinez-
Torres et al., 2009). Tomando como base los resultados obtenidos en el primer
ensayo (2015), en el experimento del 2016 se administré a 13 hembras preadultas
una dosis de “reclutamiento” de 2 Ul/g durante tres semanas y a partir de la 42
semana una dosis de “soporte” de 0.5/Ul/g por 13 semanas

Control: Consté de 6 hembras a las que se les administré sélo el diluyente

de la hormona.

Evaluacion del desarrollo folicular

Ultrasonidos
El desarrollo folicular se evalué cada 4 semanas a partir de la fecha de inicio de
los tratamientos inicialmente por palpacion y, posteriormente, mediante ultrasonido
(utilizando un transductor lineal Philips de capacidad variable de 7.5-35 MHz

(Martinez-Torres et al., 2006). Se registré el diametro de los foliculos observados.
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Ensayo de 17-B estradiol

Las muestras fueron centrifugadas a 6000 rpm durante un minuto para
separar el plasma, mismo que fue almacenado a -40°C hasta que fueron

procesadas las muestras.

La concentracion de E; en suero se midid6 por ELISA usando un Kkit
comercial (DRG Diagnostics, DRG Instruments, GmBH, Germany EIA-2693). El
anticuerpo es altamente especifico para estradiol y presenta baja reaccion cruzada
con otras hormonas esteroideas (estrona: 0.2%, estriol: 0.5% y con otras
relacionadas: 0%). Los coeficientes de variacion intra e interanalisis fueron de 6.6

y 6.7 respectivamente.

RIA de rLH y rFSH

Consistié en un RIA que emplea reactivos para medir LH y FSH, de rata
(rLH, RFSH), después de evaluar los porcentajes de reaccion cruzada con los
correspondientes anticuerpos, asi como la linealidad de los resultados obtenidos
de varias diluciones de una muestra de suero. Consta de un doble anticuerpo en
fase liquida, con reactivos proporcionados por The National Hormone and Pituitary
Program (Baltimore, MD, USA). Los resultados se expresaron en términos de los
estandares de referencia internacional correspondientes, LH-RP-3 y FSH-RP-2.
Se emplearon hormonas marcadas con 1-125 (rLH-I-10 y rFSH-I-9). EIl primer
anticuerpo se utilizé a dilucion inicial 1:252,000 y 1:62,500, para rLH-S-11 y rFSH-
S-11, respectivamente. Se agregaron 50-25 pl de estandar, muestra, primer
anticuerpo y hormona marcada ( ~ 10,000 cpm), en los tubos correspondientes.
Se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente. Para separar la fraccion
unida se pipetearon 25-50 pl del segundo anticuerpo, suero de borrego antigamma
globulina de conejo con dilucion inicial 1:10 con 8% Polietilenglicol, se incubaron 2
h a temperatura ambiente. Se centrifugaron por 40 min a 3000 rpm. Los
coeficientes de variacién intra e interanalisis fueron 5.1% y 6.5% para rLH y 4.0%
y 7.9% para rFSH.
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Histologia del cuerpo luteo.
Al ser extraidos los cuerpos luteos fueron fijados en formol al 4%, lavados
en agua y deshidratados en alcoholes graduales, aclarados en xileno e incluidos

en parafina. Se hicieron cortes de 5 um y fueron tefiidos en hematoxilina-eosina.

Perfil hormonal en organismos de campo.

Se colectaron mensualmente de 3 a 5 organismos para realizar un perfil
hormonal que incluyera informacién del E;, LH y la condicién del ovario a lo largo
de un ano. Se siguié la misma metodologia que en los organismos experimentales
para la extraccion de sangre, evaluacion del estado del ovario, y cuantificacién de
hormonas. Después de las operaciones y un periodo de recuperacion de 3 meses

los organismos fueron liberados en el sitio de colecta.
Anidlisis estadistico.

Se realizd6 un ANOVA de un factor para comparar las concentraciones de
estradiol a lo largo del tiempo de los organismos sometidos a tratamiento
experimental (temperatura y hormonal) y los controles; uno para comparar las
concentraciones a lo largo del ciclo anual (ademas de una comparacién multiple
de medias por el método Holm-Sidak) y otro para comparar las distintas etapas del
ciclo (ademas de una comparacion multiple de medias por el método Holm-Sidak).
También se efectu6 un ANOVA de dos factores para determinar si existian

diferencias significativas entre el grupo experimental y control.

Para determinar diferencias entre los diametros foliculares a lo largo del
tiempo en una poblacién natural también se realiz6 un ANOVA de un factor

(ademas de una comparacion multiple de medias por el método Holm-Sidak).

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el programa Sigma Stat

(Version 12 para Windows) y Kaleida Graph version 4. 1. 3 para iOS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La necesidad de estudiar distintos aspectos de la biologia reproductora en
reptiles sin el sacrificio del organismo ha impulsado el uso de técnicas no
invasivas como la palpacion (Bonnet et al., 2008; Van Dyke y Baupre, 2011), el
ultrasonido (Martinez-Torres et al., 2006; Bonnet et al., 2008; Hotchleiner y
Holland, 2014), la resonancia magnética nuclear (Bonnet et al., 2008; Kummrow et
al., 2010) y RIA (Amey y Whittier, 2000; Bonnet et al., 2001; Wack et al., 2008;
Martinez-Torres et al., 2010) y ligados a enzimas (ELISA) (Kumrrow et al., 2010;
Pimm et al., 2015). Sin embargo, en nuestro pais el conocimiento de la biologia
reproductora de saurios se ha generado principalmente mediante estudios que
involucran técnicas con el sacrificio de una gran cantidad de organismos
(Manriquez-Moran et al., 2005; Zaldivar-Rae et al., 2008; Gribbins et al., 2011,
Lopez-Moreno et al., 2016).

Estimulacion de la actividad ovarica mediante el manejo de la temperatura.

Aunque se ha reportado que el incremento de la temperatura puede
estimular la recrudescencia gonadal como en U. stansburiana (Tinkle e Irwin,
1965), P. sicula (Borelli et al., 2000), A. carolinensis (Licht, 1973), S. undulatus
(Marion, 1970), en el grupo sometido a manipulacién térmica no se dio el
desarrollo folicular. En un estudio, realizado en machos de C. versicolor, se
observo que la GnRH y no la temperatura era la que permitia la recrudescencia,
debido a que la primera estimulaba la secrecién de gonadotropinas, ademas de
que el efecto de la temperatura se observa mas en especies que se encuentran en
lugares donde los cambios de estacion son muy marcados (Shanbhag et al.,
2000). La falta de desarrollo folicular en B. imbricata pudo deberse a que las
concentraciones de gonadotropinas no fueron suficientes para que estimular la
actividad gonadal que permitiera alcanzar un umbral de estradiol para que este

sea convertido a otro metabolito involucrado en promover la sintesis de vitelo
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(Arslan et al., 1978 y Jones, 2015;), ya que una mayor concentracién de estradiol
no involucré un mayor desarrollo folicular. El origen de este estradiol puede ser de
otra fuente como la glandula adrenal (Jones, 2011)

Otro factor que pudo impedir el desarrollo folicular, a pesar de las elevadas
concentraciones de estradiol registradas, es que los organismos sometidos a
temperatura mayor (25-32°C) estaban sometidos a un estrés constante (pudiendo
llegar a cronico), aunado al provocado por el cautiverio. Este factor tiene efectos
negativos en la reproduccion al hacer que se liberen corticoesteroides (Weiss et
al., 2002) y B-endorfinas. Estos compuestos ocasionan la disminucién en la
liberacion de gonadotropinas en distintas especies como A. carolinensis
(Greenberg et al.,, 1987), M. carinata (Ganesh y Yajurvedi, 2003) y A.
mississipiensis (Lance y Elsey, 1986).

Estas observaciones y los resultados obtenidos en el presente trabajo
demuestran que el incremento de la temperatura no logré inducir la

recrudescencia gonadal.

Concentraciones de estradiol en organismos sometidos a tratamiento

de temperatura.

Aunque no existieron diferencias significativas entre los grupos control y el
sometido a tratamiento hormonal probablemente debido al tamafio de la muestra,
el grupo sometido a tratamiento de temperatura mostré concentraciones mas altas
respecto al grupo control (Cuadro 3). Esto muestra que el aumento de la

temperatura no indujo un incremento en las concentraciones de estradiol.
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Cuadro 3. Media y error estandar de la media de las concentraciones de estradiol [pg/ml] de organismos
control y sometidos a tratamiento de temperatura. p<0.05 (ANOVA).

Mes Concentraciones de estradiol [pg/ml] en los

grupos de trabajo

Control Temperatura
Enero 178.445 £ 39.03 211.14 £ 35.72
Febrero 175.303 + 37.57 210.59 + 32.18
Marzo 288.352 + 79.70
Abril 295.62 + 81.31

Sin embargo las concentraciones de E, cuantificadas en B. imbricata no
concuerdan con el patrdon general que sefala que se elevan y estan
estrechamente relacionadas con el avance de la vitelogénesis. Este patron se
presenta en especies como C. versicolor (Radder et al., 2001), S. virgatus (Weiss
et al., 2002), P. cornutum (Wack et al., 2007), E. macularius (Rhen et al., 2000), C.
inornatus (Moore y Crews, 1986), C. calyptratus (Kummrow et al., 2010) en las
cuales, las hembras presentan concentraciones bajas de E, en la etapa de
quiescencia; posteriormente se incrementan durante la vitelogénesis y alcanzan
los valores maximos antes de la ovulacion. Finalmente declinan después de la
liberacion del ovocito.

Otro aspecto que se consider6 que pudo haber influido en las
concentraciones de E, y la ausencia de desarrollo folicular fue el tamafio de los
organismos (las hembras sometidas a tratamiento de temperatura eran mas
pequefias (20 mm = 0.5mm) que las del grupo control, aunque cumplieron con la
talla reportada por Guillette y Casa-Andreu (1987) para la madurez sexual de esta
especie), por lo que se procedié a hacer la cuantificacién de esta hormona en
organismos sin ningun tratamiento. Este analisis mostré que existe una relacion
inversamente proporcional entre las concentraciones de estradiol y la longitud
hocico cloaca, lo cual no habia sido reportado para ninguna especie de saurio
(Figura 20).
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Figura 20. Relacion de las concentraciones de estradiol con la talla del organismo (Las muestras se tomaron
de organismos sin ningun tratamiento).

Esta relacion poco comun puede deberse al hecho de que las crias de esta
lagartija (tanto machos como hembras) nacen con hemipenes (Martinez-Torres et
al., 2015). Esta observacion sugiere que las hembras de esta talla necesitan
concentraciones elevadas de estrogenos para poder involucionar completamente
estas estructuras y el hecho de que no respondieran al incremento de la
temperatura se debiera también a que aun no tenian la madurez sexual. También
es necesario disminuir la variacion en las tallas de los organismos ya que se
observa que esta influye considerablemente. Se sugiere realizar mas estudios
para tener una mejor comprension del papel que juega el estradiol en el desarrollo

ontogénico y actividad reproductora de esta lagartija.
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Estimulacién de la actividad ovarica mediante la administracion de PMSG.
Reclutamiento

Las investigaciones experimentales dirigidas a estudiar la regulacion
hormonal de la actividad gonadal en las hembras de los saurios son escasas. Se
han basado en la administracion de gonadotropinas de mamifero para estimular el
recrudecimiento ovarico, el desarrollo folicular y la ovulacion en distintas especies
como A. carolinensis (Licht, 1970; Jones et al., 1988); S. occidentalis (Licht, 1970),
U. stanburiana (Licht, 1970), P. cornutum (Burns y Richards, 1974), C. versicolor
(Shanbagh y Prasad, 1993), P. sicula, (Borelli et al., 2000) y N. metallicus (Jones y
Swain, 2000). Dichos trabajos no han logrado inducir un ciclo ovogénico completo,
por lo que el presente estudio es el primero en lograrlo.

Anteriormente en B. imbricata se habia logrado inducir la recrudescencia
con PMSG pero en hembras que presentaron fracaso reproductor, éstas
alcanzaron diametros foliculares entre 5.2 y 6.0 mm (Martinez- Torres et al., 2009).
Lo anterior indicaria que los ovarios de B. imbricata no pierden sensibilidad a la
estimulacion por gonadotropinas en la fase de quiescencia. Estudios
experimentales han demostrado que esta respuesta se encuentra regulada
principalmente por los receptores a estrégenos alfa (ER a), los cuales se expresan
mas en la temporada reproductora y son dependientes de las concentraciones de
E,, a diferencia de los receptores a estrégenos beta (ER B) que se expresan mas
en la fase de quiescencia (Verderame y Limatola, 2010). En B. imbricata el
desarrollo folicular, observado en hembras sometidas a tratamiento hormonal con
dosis de 2 Ul no fue homogéneo, ya que se observaron foliculos de distintos
diametros (Figura 21). Ademas de que el numero de foliculos vitelogénicos
registrados por hembra (22 + 4.22) fue mayor a los reportados por Guillette y
Casas-Andreu, (1987) y Dashevsky y col. (2013) que fueron de 10 y 16
respectivamente. Esto podria deberse a que la aplicacion continua de PMSG
estimuld varios reclutamientos (Figura 21) en diferentes momentos a lo largo del
tratamiento hormonal. Una situacion similar se observé en Niveoscincus metallicus
(Jones y Swain, 2000), ya que esta hormona tiene una accién tanto de FSH como

de LH (Veterindustria, 2003 y Tennant, 2008). Aunque los primeros foliculos
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reclutados pudieron haber producido inhibina y hormona antimulleriana (hormonas
que impiden el desarrollo de nuevos foliculos), su efecto pudo verse impedido
debido a la administracién constante de PMSG (Sica et al., 2001; Limatola et al.,
2002; Hampton et al., 2004; Hayes et al., 2016). En consecuencia, hubo otros
reclutamientos a lo largo del tratamiento y el vitelo se repartié entre los nuevos
foliculos de los multiples reclutamientos. Esta seria la razén por la que estas
hembras superan la cantidad de foliculos que se esperarian con el tiempo de

tratamiento y que solo algunos alcanzaran los diametros foliculares preovulatorios.

/4

Figura 21. Foliculos con diametros heterogéneos de B. imbricata. a) In vivo. b) organismo fijado en formol.

Desarrollo folicular
Al observar que los foliculos presentaron diametros heterogéneos, se
contabilizaron en las 13 hembras.un total de 99 foliculos que sobrepasaban los 3
mm. Se observaron 3 rangos de didametros foliculares (Cuadro 4). Dado lo anterior,
se considerd que el tiempo aproximado para que se diera un nuevo reclutamiento
era de 3 semanas. En el grupo control y el sometido a tratamiento de temperatura

no se registrod el desarrollo de foliculos
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Cuadro 4. Porcentaje de diametros foliculares en el primer experimento (n = 99).

Diametro Porcentaje
De 3 a4mm 44%
De 5- 7.4mm 34%
>7.5mm 22%

Para reducir la cantidad de reclutamientos que se estaban dando a
solamente uno, se aumenté la dosis inicial a 2Ul/g y la de mantenimiento de 0.5
Ul/g. Sin embargo, solo las hembras de mayor tamano desarrollaron foliculos, con
lo cual se confirmd que para que pueda ser estimulado este proceso se necesita
de cierto grado de madurez sexual. Aunque se utilizaron lagartijas que
sobrepasaban la talla minima (77.5 mm) para poder reproducirse (Guillette y
Casas- Andreu, 1987) se ha registrado que puede existir una gran plasticidad de
caracteres de historia de vida (duracion de la temporada reproductora, talla y edad
para alcanzar la madurez sexual, fecundidad, supervivencia, tamafo de la camada
y longitud hocico cloaca al nacimiento o eclosion) entre las poblaciones; los
factores ambientales que originan estas variaciones son la temperatura,
precipitacion, disponibilidad de alimento y densidad poblacional (Horvathova et al.,
2013; Roitberg et al., 2015 y Cruz-Elizalde et al., 2016). Por lo que en las hembras
sometidas a tratamiento experimental se pudo ver reflejada la variacién
geografica, misma que esta asociada a cambios en la talla minima para poder
reproducirse (Wei-Guo et al., 2005). A pesar de esto, los diametros foliculares
observados asi como la cantidad de foliculos desarrollados por algunas hembras
(4) son muy semejantes a los registrados en las poblaciones naturales (Guillette y
Casas-Andreu, 1987; Martinez-Torres et al., 2009) (Figura 22). Lo cual sugiere
que los mecanismos que regulan el reclutamiento y la dominancia folicular bajo
este régimen hormonal no fueron suprimidos, ya que se indujo un sdélo
reclutamiento. En P. sicula se ha observado que en las primeras etapas del ciclo
ovogeénico, la FSH modula indirectamente la cantidad de ovocitos que se van a

reclutar al estimular la proliferacién de ovogonias, incrementando asi el lote de
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células germinales de las cuales los foliculos son reclutados. Mientras que los
foliculos regulan directamente el reclutamiento de los ovocitos por un factor
difusible (21 kDa) secretado por las células piriformes, que no es dependiente de
la cantidad de gonadotropinas (Sica et al., 2001 y Limatola et al., 2002). A
diferencia de P. sicula, en B. imbricata se puede considerar que los mecanismos
que regulan el reclutamiento si son dependientes de las gonadotropinas

plasmaticas circulando en el medio.

Figura 22. Foliculos inducidos de B. imbricata con el segundo régimen hormonal con una dosis de
reclutamiento (2Ul/g durante 3 semanas) y una de mantenimiento (0.5 Ul/g) durante 16 semanas. Se
observan diametros foliculares similares y menor cantidad de foliculos.

En tres organismos de cuatro que alcanzaban la talla reproductora se
observaron huevos en el utero (Figura 23 b) y cuerpos luteos (Figura 23 cy d) (%),
indicativos de que hubo ovulacion. Para asegurara que se trataba de un CL se
disectd y se proceso con la técnica histologica de rutina. El CL estaba en fase uno
de regresion, por lo que no se pudo determinar el momento en que ocurrid la
ovulacion. Ademas de que los foliculos presentaban diametros de 6.5 a 7.5 mm,
los cuales son menores a los reportados como preovulatorios, lo cual indicaria que

estos maduraron precozmente con el tratamiento. Las caracteristicas de la etapa
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de regresién son la aparicion de vacuolas en el citoplasma, nucleos picnéticos en
las células luteales, y disminucién del diametro (Martinez-Torres et al., 2003) esto
se observa naturalmente en los meses de enero, febrero y marzo. Sin embargo al
ser inducidos fuera de la temporada ovogénica natural es normal que se recorriera

el tiempo en el que fueron encontrados

Figura 23. a) Foliculo a punto de ovular de B. imbricata. b) Organismo con huevos en el oviducto. ¢) Cuerpo
luteo in vivo (*). d) Cuerpo luteo tefido con hematoxilina-eosina.

En otras especies so6lo se ha logrado inducir la ovulacién con la
administracién de FSH solamente en organismos que ya tenian foliculos grandes
(como A. carolinensis, Jones et al., 1988; C. versicolor, Bhagyashri et al., 1993),
por lo que se tuvo un gran avance en cuanto a la induccion del ciclo ovogénico

completo en saurios.
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Concentraciones de estradiol de organismos sometidos a tratamiento
hormonal.

Las concentraciones de E; en el plasma de B. imbricata de los grupos
sometidos a tratamiento hormonal se muestran en el cuadro 5. EI ANOVA de un
factor para el grupo control (p = 0.902) y el grupo hormonal (p = 0.365) del primer
experimento mostré que no existen diferencias significativas a lo largo del tiempo,
aunque en el sometido a tratamiento hormonal hubo presencia de foliculos. En el
segundo experimento tampoco se detectaron diferencias significativas entre el

grupo control y el sometido a tratamiento hormonal.

Cuadro 5. Media y error estandar de la media de las concentraciones de Ez [pg/ml] en el plasma de B.
imbricata de organsimos sometidos a tratamiento hormonal. En los meses de marzo y abril no hay controles
por causas ajenas al estudio.

4Ul/g 2Ul/g y 0.5Ul/g

Control Hormonal Control Hormonal

MES

Enero 178.445 +39.03 107.911+29.73 54653 + 19.438 36.74 + 9.63

Febrero 175.303 + 37.57 107.65+55.92 38083 +9.97 46.202 + 9.82
Marzo 11018 £182.74 2451+ 21.273 38-99 + 8.83
Abril 140.08 £ 36.567 5555 + 12.138 20.678 + 1.66

Para el caso de ensayos como el RIA para gonadotropinas como la LH y
FSH, la dificultad que presentan es que suelen ser especificas para la especie y
no se ha logrado identificar, en el caso de saurios, estas gonadotropinas por
separado (Jones, 2001). Los ensayos realizados muestran que en B. imbricata la
gonadotropina circulante es similar a la LH de los mamiferos. Sin embargo esta
hormona sélo se pudo detectar, en la mayoria de los casos, en organismos que
estaban siendo sometidos a tratamiento con PMSG. Dado lo anterior, no se puede

descartar la posibilidad de que este ensayo cuantificara la hormona que estaba
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siendo administrada, ya que ésta tiene una vida media de 26 horas (Veterindustria,
2003 y Tennant, 2008). Es necesario sefialar que también se detectdo en
organismos que no estaban siendo sometidos a tratamiento, principalmente en los
meses de febrero y marzo. Ademas, la cantidad minima detectable de LH en RIA
es de 0.05 ng/ml, por lo que la mayoria de las concentraciones pudieron estar por
debajo de este valor y por esta razon no fue detectada. Para realizar ensayos mas
certeros es necesario generar anticuerpos que sean mas especificos para la
gonadotropina propia de estos saurios.

Se ha reportado que la sensibilidad a estas hormonas varia con la
temporada a lo largo del ciclo anual (Jones et al., 2015) debido a la presencia de
receptores a estrogenos ER a y B lo anterior hizo evidente la necesidad de
conocer las concentraciones hormonales de un ciclo ovogénico en condiciones
naturales para poder tener valores de referencia que permitieran comparar el

efecto del tratamiento con PMSG.

Desarrollo folicular en una poblacion natural.

Para tener una mejor comprension del fenémeno que se estaba estudiando,
se procedié a hacer un perfil de los diametros foliculares y del patron de E; y LH
en organismos de una poblacién natural. El analisis de los foliculos mediante
laparotomia permitié establecer tres etapas en el desarrollo folicular a lo largo de
la temporada gametogénica, una etapa postovulatoria y la de prefez. Los foliculos
observados fueron organizados por tamafo, debido a que se presentaban distintas
etapas en un mismo mes de colecta. El primer grupo estuvo constituido por
foliculos previtelogénicos (PV), que se caracterizan por tener diametros menores a
2 mm y carecen de vitelo (Figura 24a). El segundo por foliculos vitelogénicos que
tuvieron un diametro mayor a 2 mm y menores a 6.5 (Figura 24b). El tercer grupo
por aquellos que presentaban diametros mayores a 6.5 mm y fueron considerados
como preovulatorios (Figura 24 c).
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Figura 24. Foliculos observados en las laparotomias durante el periodo natural de ovogénesis en hembras de
Barisia imbricata. a) Foliculo previtelogénico con diametro menor a 2 mm sin vitelo. b) Foliculo vitelogénico
mayor a 2 mm con depdsito de vitelo. ¢) Foliculos preovulatorios, con diametros mayores a 6.5 mm los cuales
ya comienzan a mostrar una zona avascular. d) Huevos en oviducto en donde se logra apreciar la cicatricula
indicador que ya ocurrié fecundacion (*).

En la poblacién estudiada, en los meses de noviembre a mayo, las hembras
se encuentran prefiadas (Figuras 25 y 26). Esto muestra que hay desfasamiento
de un mes con respecto a la poblaciéon de Zoquiapan estudiada por Guillete y
Casas-Andreu (1987), pero coincide con lo reportado por Martinez-Torres et al.,
(2003). Los diametros foliculares encontrados a lo largo de los meses también
difieren con lo reportado por Guillette y Casas-Andreu (1987), ya que en los meses
de Septiembre se encontraron diametros de 5.06 cm a diferencia de ellos que
reportan de 3.7 cm, y en Octubre de 8.14 cm a diferencia de los 0.6 mm medidos
por ellos. Estas diferencias podrian deberse principalmente a que muchos de los
organismos que utilizados en ese estudio pertenecian a distintas poblaciones
almacenadas en una coleccion. Esas divergencias también se han reportado en
otras especies de lagartijas del género Egernia (Chappel, 2003), Xenosaurus
(Zamora-Abrego et al., 2007), en T. septentrionalis (Du et al., 2005), S. grammicus

(Ramirez-Bautista et al., 2012 y Lozano et al., 2015), Zootoca vivipara (Roirberg et
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al.,, 2013), A. nebulosus (Hernandez-Salinas y Ramirez-Bautista, 2015), S.
variabilis (Cruz-Elizalde y Ramirez-Bautista, 2016). Estas diferencias radican en
los diversos aspectos de las historias de vida de cada poblacion e individuo (como
habitat, tamafo al alcanzar la madurez sexual, tamafo de la camada, talla al
nacimiento entre otros). En una escala de tiempo evolutivo, las diferentes especies
0 poblaciones de una misma especie pueden haberse adaptado a diferentes
ambientes térmicos, por cambios en las funciones enzimaticas, para permanecer
en ambientes a distintas latitudes o altitudes (Seebacher, 2005; Yan Sun, 2012).
Ademas, esto también puede representar diferencias genéticas causadas por
adaptaciones locales, ya que el clima en el que se realizdé este estudio es mas
seco, permitiendo que se desarrollaran en habitats con diferentes temperaturas
(Zamora-Abrego et al., 2007). Otro factor involucrado en estos cambios es la
altitud. Se ha visto que esta tiene incidencia en la temperatura, lo cual explicaria
los patrones de variacion en los eventos reproductivos de estos saurios
(Niewiarowski, 2001 y Seebacher, 2005).

Estas observaciones sugieren que es necesario explorar la participacion de otros
factores ecolégicos (disponibilidad de alimento, fotoperiodo y estrés) que pueden

estar participando en la regulacion de este fendbmeno.
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Cuadro 6. Diametros y caracteristicas de los foliculos de Barisia imbricata durante los meses de Junio a Noviembre.
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Cuadro 7. Desarrollo embrionario en B. imbricata. Establecido de acuerdo a Dufaure y Hubert (1961).
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Los diametros foliculares de los organismos colectados en campo
incrememtan a que avanza la vitelogénesis (Figura 27). El mes en el que inicia la
vitelogénesis en la poblacion utilizada es Julio, el diametro folicular maximo
alcanzado fue de 8.3 mm, y esta se presenté en noviembre. Este es el diametro
de un foliculo considerado como preovulatorio. En la fase de prefiez, que se inicia
en los ultimos dias de Noviembre hasta Mayo-Junio del siguiente afio, presentaron

foliculos previtelogénicos que no sobrepasaban el milimetro en diametro.

Figura 25. Media y EEM de los diametros foliculares (a tuvo diferencias significativas con la mayoria excepto
con Octubre; b tuvo diferencias significativas con la mayoria excepto con Noviembre; ¢ tuvo diferencias
significativas con todos los meses; d tuvo diferencias significativas con la mayoria excepto con julio; e tuvo
diferencias significativas excepto con agosto P=<0.001) y concentraciones de estradiol de los organismos
colectados en campo colectados mensualmente a lo largo de un afio (el mes de julio tuvo diferencias
significativas con todos los meses, * diferencias significativas con el mes de marzo p=<0.001)
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Mediante una prueba de dilucion de suero de B. imbricata se evaluo la
linealidad o exactitud del método, siendo el porcentaje de recuperacion de 108%
con r? = 1. Las concentraciones de estradiol a lo largo del ciclo ovarico no son
semejantes al patrdn mas comun en otros saurios. La etapa en la que se registra
la mayor concentracién (300 pg/ml) coincide con los meses en donde se inicia la
vitelogénesis y esta va disminuyendo gradualmente. En los meses de prefiez, las
concentraciones caen por debajo de los 100 pg/ml, esta etapa fue la unica que
mostro diferencias significativas con respecto a las otras. Esto no concuerda con
el patron reportado para muchas especies de saurios como C. versicolor (Radder
et al., 2001), S. virgatus (Weiss et al-. 2002), P. cornutum (Wack et al., 2007), E.
macularius (Rhen et al., 2000), C. inornatus (Moore y Crews, 1986) y C.

calyptratus (Kummrow et al., 2010).

_ Estradiol en distintas estadios del embrion durante de la prefiez.
Concentraciones de estradiol en las distintas etapas del ciclo anual

0 -~ 4
a o b

Estradiol [pg/ml]
Estradiol [pg/mI]

1 1 1 1 1
Previtelogénica Vilelogénica Ovulatoria Postovulatoria  Prefiez

1 1 1 1 I
Menora20 21-25  26-30  31-35 36-40

Figura 26. Media y EEM de las concentraciones de a) estradiol en las distintas etapas de la vitelogénesis (*
diferencias significativas con respecto al desarrollo folicular, no se considero la prefiez p=<0.001) y b) estadios
de la prefiez (* diferencias significativas con respecto a los otros estadios p=<0.001)

La concentracion promedio de estradiol que presentd B. imbricata durante
el periodo previtelogénico fue de 213.14 + 84.31 pg/ml (Figura 28), las cuales son
mas cercanas a las reportadas en P. barbata, U. hardwicki y P. Picta ademas de
que no presentan el patrébn comun en otras especies (tanto oviparas como

viviparas) que se han estudiado. El patron mas antiguo, y mas frecuentemente
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reportado, asume que se da un incremento gradual del estradiol a medida que va
incrementando el desarrollo folicular y llega a su punto maximo antes de la
ovulacion (Cuadro 1). Sin embargo, en Sphenodon punctatus las concentraciones
de estradiol no mostraban una correlacion con la sintesis de vitelogenina (Brown
et al., 1997). Estas observaciones sugieren que se necesitan concentraciones
altas de estradiol para poder reiniciar la actividad ovarica y que el mantenimiento
de la misma requiere de concentraciones mas bajas. Por lo que el desarrollo
folicular con una dosis alta de PMSG, seguida de una menor generé un ciclo mas
semejante al que se observa en condiciones naturales.

Ademas, existen evidencias que otros esteroides, como la estrona pueden
estar regulando la vitelogenesis. Este es el caso de la lagartija vivipara L. sicula,
donde se ha observado que las concentraciones de esta hormona son mayores
que las de E, en los ovarios (Lupo Di Prisco et al., 1968). Por lo que se ha
sugerido que otros estrégenos pueden estar actuando de una manera mas directa
(Amey y Whittier, 2000; Edwards et al.,, 2002). Las diferencias en la ruta
esteroidogénica que es utilizada, preferentemente en cada especie para sus
procesos reproductores, podria explicar el por qué un metabolito sea considerado
mas activo que otro, y que, en el caso de B. imbricata probablemente el estradiol
sea transformado a estrona por la 17-3 hidroxi esteroide deshidrogenasa de tipo 2,
4 6 14 (Luu-The, 2013) y que sea el directamente responsable de la
vitelogénesis.

Otros compuestos que se sugiere que podrian estar implicados en la
regulacion del ciclo ovarico son estrégenos de naturaleza desconocida, como los
derivados hidroxilados del E, (Edwards et al., 2002). Ademas, se ha observado
que hay otras hormonas (como los andrégenos) que presentan cambios mas
considerables en la vitelogénesis, como es el caso de T. nigrulotea y la
testosterona. Edwards y Jones (2015), sugieren que podria servir como una
estrategia para desacoplar a la vitelogénesis de otros aspectos de la fisiologia
reproductora o el comportamiento. También se ha observado que las glandulas
adrenales son capaces de sintetizar esteroides sexuales, por lo que podrian ser

otra fuente de estrégenos (Jones, 2011).
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En el analisis estadistico de las concentraciones de E; en las diferentes
etapas de la prefiez de los organismos colectados (Fig. 27) se observa que son
significativamente mayores en los estadios tempranos del desarrollo embrionario
(menores a la etapa 20 de Dufaure y Hubert, 1961). Estas concentraciones van
disminuyendo y estan por debajo de 50 pg/ml entre los estadios 21 al 35 y
finalmente vuelven a aumentar a concentraciones cercanas a 60 pg/ml en las
ultimas fases de la etapa embrionaria. Esto es debido a que en los primeros
estadios de la prefiez la secrecién de P4 apenas empieza debido a la formacion
del CL (Martinez-Torres et al., 2003), conforme avanza la gestacion aumentan las
concentraciones de esta hormona, para disminuir al final de la gestacién. Lo cual,
disminuye las concentraciones de estrégenos a mitad de la gestacion y se
incrementan al final para coadyuvar al desencadenamiento del parto (Martinez-
Torres et al., 2003, 2010, 2014).
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CONCLUSIONES

Es posible inducir un nuevo ciclo ovogénico fuera de la temporada
gametogénica mediante gonadotropinas de mamifero en hembras maduras
sexualmente, lo cual sugiere que la fase de quiescencia en esta especie se debe a
la falta de estimulacién por gonadotropinas.

Las concentraciones de E; en las lagartijas tratadas con PMSG no
mostraron diferencias significativas a las que se sometieron a tratamiento de
temperatura controlada, esto sugiere que puede ser otro estrégeno el involucrado
en promover la sintesis de vitelo.

Se logré establecer la dosis de reclutamiento y de soporte, para promover el
desarrollo de un ciclo ovogénico semejante al que se observa en poblaciones
naturales, sin embargo aun falta establecer la dosis y el tiempo adecuado para
inducir la ovulacion

Las concentraciones de estradiol observadas en la temporada
gametogénica de poblaciones naturales de Barisia imbricata no obedece al patron
reportado para otros vertebrados.

Existe una correlacion inversamente proporcional entre las concentraciones

de estradiol y la talla de los organismos.
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ANEXO 1

ANEXOS

Lista de abreviaturas

3 B-HSD
AMH
CL
DHEA
E1

E

E;
ELISA
FSH
GH
GnlH
GnRH
HHG
IP

LH
MBH
ME

P4
PMSG
POA
RIA

Ts
T4
Vtg

3 B hidroxi-esteroide deshidrogenasa
Hormona Anti Miilleriana

Cuerpo luteo

Dehidroepiandrosterona

Estrona

17 B estradiol

Estriol

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
Hormona foliculo estimulante

Hormona del crecimiento

Hormona inhibidora de gonadotropinas
Hormona liberadora de gonadotropinas
Eje hipotalamo-hipoéfisis-génada
Intraperitoneal

Hormona luteinizante

Hipotalamo medio basal

Eminencia media

Progesterona

Gonadotropina de suero de yegua preiada
Area preodptica

Radio inmuno analisis

Testosterona

Triyodotironina

Tiroxina

Vitelogenina
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ANEXO 2. RESULTADOS ENSAYO rLH.

Febrero

Marzo

Abril

81.3

5.4
ND
mayora 100
1216
728
mayora 100
mayor a 100
16.72
16.28
mayor a 100
24 66
7
mayora 100

mayora 100

23188
3.57
24914

mayor a 100

ND

ND

ND

ND

ND

0.97

31

0.37

ND

0.35

ND

ND

0.07

ND

ND

ND

0.22

1.52

MO

ND

ND

0.07

ND

ND

MO

Junio

Julio

Aposto

Septiembre

Octubre

WD

N

MO

MND

ND

MND

ND

ND

MO

MND

ND

0.14

MND

ND

MND

MND

MND

MND

MND

MO

ND

MND

MND

92



ANEXO FOTOGRAFICO.

Figura 27. Encierros donde se mantuvo a los organismos.

Figura 28. Terrarios donde se mantuvo a los organismos sometidos a tratamiento de temperatura.
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Figura 29. Lugar del sitio de colecta en temporada humeda.

Figura 30. Lugar del sitio de colecta en temporada seca.

94



Figura 31. Foliculos de B. imbricata observados en el ultrasonido.

Figura 32. Foliculos de B. imbricata observados en el ultrasonido.
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Figura 33. Embriones de B. imbricata observados en el ultrasonido.

Figura 34. Laparotomia de B. imbricata.
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Figura 35. Medicion de foliculos de B. imbricata.

Figura 36. Puncion intracardiaca para toma de muestras de sangre.
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Figura 37. Huevos en oviducto de B. imbricata.

Figura 38. Huevos en oviducto de B. imbricata.
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Figura 39. Cuerpos Luteos de B. imbricata

Figura 40. Gastrula de B. imbricata.
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Figura 41. Placas ensayo ELISA.

Figura 42. Espectrofotometro para ELISA.
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Figura 43. Lector de rayos gamma.
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