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1.- RESUMEN

Existen procesos fisiologicos claves en la vida de un organismo que requieren de
una gran inversion de recursos metabdlicos, los cuales son de carécter limitado, por
lo que resulta dificil para un organismo optimizar sus sistemas fisiolégicos de
manera simultdnea. La optimizacion de uno de estos procesos fisioldgicos a
menudo se produce a costa de otro. Entre estos sistemas se encuentran el sistema
inmune y el sistema reproductivo, los cuales generan procesos criticos en los ciclos
de vida de los organismos, que afectan su éxito reproductivo o su supervivencia.
Dentro de los mecanismos mediadores por los cuales los individuos hacen frente a
las diferentes demandas competitivas entre estos dos sistemas, se encuentra la
hormona esteroide testosterona, la cual se conoce que produce, induce y facilita los
ajustes necesarios para regular tanto la cantidad de recursos energéticos que se
invierten en las estrategias reproductivas, como también en las respuestas

inmunitarias de la especie.

El objetivo de la presente investigacion fue analizar el efecto de la época
reproductiva y tamafio de los ejemplares sobre los niveles séricos de testosterona
y su relacion con un componente del sistema inmune innato celular (células
leucocitarias) y células eritrocitarias en machos de crocodilianos, para ello se utilizé
como modelo de investigacién a dos especies del Orden Crocodylia: el cocodrilo de
pantano (Crocodylus moreletii) y el caiman de anteojos (Caiman crocodilus). La
toma de muestras de sangre y medidas morfométricas de los ejemplares se llevo a
cabo en Unidades para la Conservacion, Manejo y Aprovechamiento Sustentable
de la Vida Silvestre localizadas en los estados de Tabasco y Chiapas, durante las
épocas reproductiva y no reproductiva. El analisis de testosterona se realizd
mediante un ensayo de ELISA casero competitivo, mientras que para el analisis de
un componente del sistema inmune se llevd a cabo el conteo total y diferencial
leucocitario, asi mismo, se realiz6 el conteo eritrocitario de las muestras sanguineas
recolectadas. Para el andlisis estadistico se utilizé el lenguaje de programacion R

y el paquete Ime4 para modelos lineales generales.
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En época reproductiva se encontraron diferencias estadisticamente significativas,
comparadas con la época no reproductiva en el aumento de testosterona en las dos
especies de crocodilianos (Estimado= 5.007, p<0.01), asi mismo, se encontré una
disminucién en el total de leucocitos (Estimado= 1.01, p<0.01) en ambas especies.
En cuanto al diferencial leucocitario se demostraron diferencias estadisticamente
significativas en la disminucion de la media de heteréfilos (Estimado= 0.72, p<0.01),
linfocitos (Estimado= 0.18, p <0.01) y monocitos (Estimado= 0.1, p<0.05) durante la
época reproductiva. Respecto a los andlisis de medidas morfométricas se determiné
que en época no reproductiva animales con mayor longitud hocico-cloaca
(Estimado=0.4, p<0.05), longitud de hocico (Estimado= 0.21, p<0.05) vy
circunferencia de cola (Estimado= 0.07, p<0.05) son los que presentan mayores
niveles séricos de testosterona. Asi mismo, animales con mayor longitud hocico-
cloaca son aquellos que presentan mayores niveles de leucocitos totales
(Estimado= 0.02, p<0.05) y de linfocitos (Estimado= 0.002, p<0.05).

Con la informacion recabada se puede concluir que existe un efecto de la época en
los niveles de testosterona, donde se observa un aumento de la hormona en la
época reproductiva, posiblemente debido a que los crocodilianos durante esta
época invierten sus recursos energéticos en comportamientos y caracteres
sexuales secundarios, necesarios para obtener su éxito reproductivo, lo que a su
vez coincide con una disminucién en la concentracién de leucocitos circulantes,
posiblemente mediada por una menor inversion de recursos hacia el sistema
inmune. Mientras que en la época no reproductiva al ya no existir la necesidad de
manifestar estos caracteres sexuales disminuye la media de testosterona con un
aumento de la inversion energética hacia el sistema inmune y el subsecuente

aumento de leucocitos.

Palabras clave: testosterona, leucocitos, época reproductiva, época no

reproductiva, crocodilianos.




2.- ABSTRACT

There are key physiological processes in the life of an organism that require a large
investment of metabolic resources, which are limited in nature, making it difficult for
an organism to optimize these physiological systems simultaneously. The
optimization of one of these physiological processes often comes at the expense of
another. These systems include the immune system and the reproductive system,
both of them generate critical processes in the life cycles of organisms that affect
their reproductive success or survival. Apparently, testosterone is a steroid hormone
that mediates the interactions between these two systems. Testosterone produces,
induces and facilitates the adjustments to regulate the amount of energetic
resources invested in the reproductive strategies of the species as well as their

immune responses.

The aim of this study was to analyse the effect of the reproductive season and size
of the specimens on the serum levels of testosterone and its relationship with a
component of the innate cellular immune system (leukocyte cells) and erythrocyte
cells in male crocodilians, for which two species of the Order Crocodylia were used
as research models: Morelet’s crocodile (Crocodylus moreletii) and the spectacled
caiman (Caiman crocodilus). Blood sampling and morphometric measurements of
the specimens were carried out in Units for Conservation, Management and
Sustainable Use of Wildlife, located in the states of Tabasco and Chiapas
respectively, during the reproductive and non-reproductive seasons. Testosterone
analysis was performed using a competitive ELISA in house assay, while for the
analysis of a component of the immune system, total and differential leukocyte count
was performed, as well as erythrocyte counts of the blood samples collected. For
statistical analysis, the R programming language and the Ime4 package were used

to perform general linear models.

In the reproductive season, statistically significant differences were found compared
to the non-reproductive season in the increase of testosterone in the two crocodilian
species (Estimated= 5.007, p<0.01), as well as a decrease in the total leukocyte

count (Estimated= 1.01, p<0.01) in both species. As for the leukocyte differential,




statistically significant differences were demonstrated in the decrease of the mean
number of heterophils (Estimated= 0.72, p<0.01), lymphocytes (Estimated= 0.18, p
<0.01) and monocytes (Estimated= 0.1, p<0.05) during the reproductive period.
Regarding the analysis of morphometric measurements, it was determined that in
the non-reproductive season, animals with greater snout length (Estimated=0.4,
p<0.05), snout-vent length (Estimated= 0.21, p<0.05) and tail circumference
(Estimated= 0.07, p<0.05), are those that present higher serum testosterone levels.
Likewise, animals with greater snout-vent lenght are those that present higher levels
of leukocytes (Estimated= 0.02, p<0.05) and lymphocytes (Estimated= 0.002,
p<0.05).

With the information collected, it can be concluded that there is an effect of the
season on testosterone levels, where an increase of testosterone is observed in the
reproductive season, possibly due to the fact that crocodilians during this season
prefer to invest their energetic resources in behaviors and secondary sexual
characteristics necessary to obtain their reproductive success, which in turn leads to
a decrease in the investment of resources into the immune system resulting in a
decrease in the mean circulating leukocytes counts. While in the non-reproductive
season, since there is no longer the need to manifest these sexual characteristics,
the mean testosterone level decreases with an increase in the energetic investment

in the immune system and the subsequent increase in leukocytes count.

KEYWORDS: testosterone, leukocytes, reproductive season, non-reproductive

season, crocodilians.
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|.- Introduccién

Los seres vivos estan conformados por sistemas fisiolégicos que tienen
comunicacion entre ellos por medio de diferentes vias, tales como moléculas de
sefalizacion y receptores intracelulares y de membrana, para poder coordinar sus
interacciones y controlar su correcto funcionamiento dentro del organismo (Segner
et al.,, 2017; Hall y Hall, 2020). Aunado a esta red de comunicaciones, existen
asociaciones y variaciones en los sistemas de retroalimentacion de los diferentes
sistemas fisiolégicos dependientes de las etapas de vida y épocas del ciclo anual
gue comprenden parte de las historias de vida de un organismo, en las cuales se
incluyen su desarrollo, épocas reproductivas, cambios morfolégicos, migraciones,

senectud, por mencionar algunas (Demas y Nelson, 2012).

Para poder mantener el correcto funcionamiento de estos sistemas fisioldgicos, los
organismos requieren un continuo aporte de recursos metabdlicos y energia. Sin
embargo, estos recursos son de cardcter limitado y deben de ser distribuidos a una
amplia variedad de funciones fisiolégicas (Demas y Nelson, 2012). Como resultado
de las limitaciones en la disponibilidad de estos recursos metabdlicos, los individuos
determinan una serie de compensaciones (“trade-offs”), en donde los recursos
energéticos que se invierten en una funcion fisiolégica no pueden ser invertidos en
otra. Algunas de estas funciones fisiolégicas requieren de una mayor inversion de
recursos, por lo que resulta dificil para un organismo optimizarlas de manera
simultanea, razon por la cual a menudo el completo funcionamiento de una de ellas
se produce a costa de otra (Hau, 2007; Flatt y Heyland, 2011; O'Neal y Ketterson,
2012).

La distribucion, asignacion e inversion de recursos energéticos dentro de un
organismo exhibe fluctuaciones tanto en disponibilidad como en el gasto de estos,
dependiendo de las condiciones fisiolégicas del individuo. De manera que, es
necesario comprender mejor los mecanismos por los cuales los individuos hacen
frente a las diferentes demandas competitivas a lo largo de diferentes etapas de su
vida (Beger et al., 2005; French et al., 2007; Hudson et al., 2020).



El sistema inmune, cuyo objetivo es la proteccion del organismo en contra de
antigenos, agentes patdégenos 0 componentes celulares anormales, esta
conformado por células y moléculas especializadas, las cuales requieren un
continuo aporte de recursos energéticos para tener un funcionamiento Optimo
(Nicholson, 2016). Es de caracter dicotomico, por lo que se clasifica de manera
general, en sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo, los cuales se
diferencian por la velocidad y especificidad de su respuesta contra patdgenos,
aunque es importante mencionar que existe una estrecha interaccion entre ambos.
Estudiar el sistema inmune es de suma importancia para poder comprender desde
un punto fisiolégico como ecoldgico, los cambios presentes dentro de un organismo
que pueden afectar su susceptibilidad a enfermedades, por consiguiente, su
supervivencia en el ambiente (Delves y Riott, 2000; Parkin y Cohen, 2001; Gomez-
Lucia et al., 2007; Ashley y Winfield, 2012).

La inmunidad innata esta conformada por barreras fisicas, quimicas vy
microbiolégicas, células fagociticas, células mediadoras de la inflamacién y células
inmunes denominadas “Natural killer”. También por componentes moleculares que
forman parte del sistema del complemento, proteinas y citocinas. Mientras que, la
inmunidad adaptativa, se puede dividir en: celular (mediada por linfocitos T) e
inmunidad humoral (mediada por anticuerpos derivados de los linfocitos B). La
principal diferencia que existe entre ambas categorias es la alta especificidad y
memoria que presenta la respuesta inmune adaptativa comparada con la respuesta
innata, la cual es inespecifica (Delves y Riott, 2000; Parkin y Cohen, 2001; Gémez-
Lucia et al., 2007).

Las respuestas inmunolégicas favorecen la mitigacion y neutralizacion de los
desafios continuos en contra de una gran variedad de patdégenos. Por lo que, la
necesidad de aporte y distribucion de recursos energéticos para estas respuestas
inmunes es dependiente del riesgo de enfermedad o muerte presente en el
ambiente, por ejemplo, existe un aumento en la demanda de recursos energéticos
durante los periodos de infeccidn, con un mayor gasto energético (Childs et al.,

2009). Asi, se presenta un mayor riesgo en la susceptibilidad del organismo hacia



patbgenos cuando no hay suficientes reservas energéticas disponibles para
mantener una optima inmunidad debido a que las células inmunolégicas requieren
de un aporte constante de recursos, algunas veces, de caracter muy especifico (ej.
la arginina es esencial para la generacion de o6xido nitrico por parte de los
macréfagos), los cuales, les permitan iniciar respuestas eficaces y rapidas contra
patdogenos cuando es necesario (Childs et al.,, 2009). En consecuencia, una
prediccion de la compensacion de los costos inmunoldgicos del organismo es que
este adapte mecanismos para aumentar la resistencia a estos patégenos a
expensas de la competencia fisiolégica de otros procesos como el reproductivo
(Casto et al., 2001; Oppliger et al., 2004; French y Moore, 2008; Huyghe et al., 2009;
Demas y Nelson, 2012).

Por otra parte, el sistema reproductivo es un sistema altamente costoso
energéticamente, tiene una gran demanda de recursos hacia la produccion de
caracteres sexuales secundarios y tacticas reproductivas. En la mayoria de las
especies, es durante las épocas reproductivas en donde los machos generan
mayores gastos energéticos debido a la exhibicion de comportamientos
caracteristicos del cortejo, agresiones intraespecificas y sintesis de hormonas
sexuales, especificamente testosterona, la cual es el andrégeno mas importante
involucrado en la reproduccion de individuos machos (Casto et al., 2001; Oppliger
et al., 2004; French y Moore, 2008; Huyghe et al., 2009; Demas y Nelson, 2012).

La testosterona es una hormona esteroidea, producida principalmente por las
células de Leydig. En los machos, su funcion es promover la espermatogenesis y el
funcionamiento de los dérganos reproductivos, es necesaria para que el macho
manifieste conductas sexuales, aumente la expresion de caracteres sexuales
secundarios, también provee cambios fisicos y conductuales, cuyo objetivo es poder
atraer y copular con las hembras. El aumento de esta hormona en sangre puede
proveer al macho de ciertas ventajas, por ejemplo, un incremento en el
comportamiento agresivo podra elevar su estatus jerarquico de dominancia dentro

del grupo, sin embargo, mantener estos niveles elevados de testosterona resulta



costoso para los organismos (Galina y Valencia, 2008; Huyghe et al., 2009; Demas
y Nelson, 2012).

Los caracteres sexuales secundarios son caracteristicas morfolégicas y de
comportamiento, dependientes de altas concentraciones de testosterona. Su
funcidén consiste en ser indicadores para las hembras de la condicion y calidad
genética de los machos, para de esta manera obtener los beneficios genéticos de
sobrevivencia en la descendencia (Zahavi, 1975).

Como ejemplo de estos caracteres sexuales secundarios se mencionan: 1) cambios
de coloracién anatémicos durante el cortejo, por ejemplo, el color del pico del macho
de gorrion comun (Passer domesticus) cambia entre temporadas, de un color palido
en la época no reproductiva a un color oscuro negruzco en la temporada
reproductiva (Laucht et al, 2010); 2) cambios anatomo-fisiol6gicos con efectos que
modifican el rendimiento de un animal durante la reproduccién, como el aumento de
la masa muscular y de la actividad enzimética de musculos y neuronas; 3) los
tamafios morfolégicos de individuos, por ejemplo, un mayor ancho de craneo y
didmetro de poros femorales esta correlacionado con un factor dominante en la
iguana verde (Iguana iguana) (Pratt et al., 1992), 4) la exhibicion de sefiales como
las danzas o vocalizaciones, y 5) el aumento de comportamientos dominantes como
la agresion, por ejemplo, en el cocodrilo de Nilo (Crocodylus niloticus), las
vocalizaciones y agresiones intraespecificas aumentan duante la época
reproductiva (Kofron, 1991). Algunas de estas caracteristicas, como los factores de
coloracion en algunas aves, han sido relacionadas con factores que demuestran la
inmunocompetencia de los individuos, por ejemplo, mayor resistencia a parasitos o

mayor produccion de anticuerpos (Oppliger et al., 2004; Huyghe et al., 2009).

Como se mencion6 anteriormente, la reproduccion es una etapa costosa de la
historia de vida de los organismos Yy, por lo tanto, los beneficios asociados con un
incremento en la inversion energética para la reproduccion pueden compensarse
con reducciones en los recursos destinados a la supervivencia de los organismos y

viceversa. El sistema inmune y el sistema reproductivo generan procesos criticos



en los organismos que afectan su éxito reproductivo o supervivencia. Ambos
sistemas estan interconectados directa y bidireccionalmente, para de esta manera,
favorecer el correcto cumplimiento de sus funciones especificas (Demas y Nelson,
2012).

El sistema inmune activa los mecanismos necesarios para combatir diversos
patégenos, aunque esto pueda resultar en serias desventajas durante la temporada
de reproduccién. Los machos pueden llegar a perder oportunidades importantes de
reproducirse si disminuyen su nivel de energia y actividad reproductiva como
resultado de alguna herida o de algun patégeno. En algunos casos, resulta una
estrategia el suprimir algunos componentes del sistema inmune con la finalidad de
continuar con las actividades de busqueda y defensa de pareja reproductiva, asi
como de territorio, aunque esto conlleve a poner en riesgo la supervivencia del

organismo, con el beneficio de una reproduccion exitosa (Ashley y Wingfield, 2012).

Aparentemente, parte de la regulacion y asignacion de recursos entre estos dos
sistemas fisiol6gicos esta mediada por interacciones de hormonas esteroides,
especificamente en machos la hormona testosterona. La testosterona produce,
induce y facilita los ajustes necesarios para regular tanto la cantidad de recursos
que se invierte en las estrategias reproductivas de la especie, como también en las
respuestas inmunitarias de la misma. Puede controlar la distribucion de la energia
por medio de un efecto estimulante o un efecto supresor, dependiente del estadio
reproductivo en que se encuentre algin ejemplar, aunado a los cambios en las
condiciones ambientales, interacciones sociales y calidad del habitat (Muehlenbein
y Bribiescas, 2005; De-Ledn-Nava et al., 2009; Hudson et al., 2020). La presencia
de receptores intracelulares o de membrana para esteroides en células del sistema
inmune es un indicador que estas hormonas ejercen efectos al unirse a estos
receptores, la testosterona de esta manera puede influir en las funciones de las
células inmunes, con efectos desde su activacion, maduracion, seleccion,
proliferacion y produccion (Da Silva, 1999; De-Le6n-Nava et al., 2009; Camacho et
al., 2011).



La Investigacion entre la relacion de la funcidon inmune y reproductiva tuvo sus
inicios con Zahavi (1975), quien sugirid que la seleccion sexual, por medio de los
caracteres sexuales, mejora la capacidad de los individuos (generalmente hembras)
de detectar la calidad de sus posibles parejas reproductivas; debido a que estos
caracteres requieren de una inversibn de tiempo, energia, recursos y
probablemente confieren una desventaja en la supervivencia del individuo
(“Handicap”), por lo que, los machos de mejor calidad serian aquellos capaces de
producir y mantener estos caracteres, demostrando asi su calidad genética y de
esta manera poder adquirir mas o mejores parejas reproductivas.

Posteriormente Hamilton y Zuk (1982), propusieron que los caracteres sexuales
secundarios, permiten a las hembras evaluar la calidad de los machos por medio de
su habilidad para resistir parasitos. Las hembras elegirian a sus parejas por su
resistencia genética a las enfermedades mediante el escrutinio de caracteres cuya
plena expresion depende de la salud y el vigor del macho.

Més adelante, en 1992, Folstad y Karter publicaron su teoria “Immunocompetence
handicap hypothesis”, donde se implica un componente endocrinolégico, formaliza
el concepto de una asociacion entre una estrategia de apareamiento y la reduccion
de la inmunocompetencia de un individuo, mediante un doble efecto de la
testosterona en el organismo. La testosterona tendria un efecto estimulante en el
desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias de los
machos y, al mismo tiempo, un efecto supresor en la inmunocompetencia de los
mismos, por lo tanto, sélo los machos de mejor calidad genética pueden permitirse
mostrar las caracteristicas sexuales sin sufrir grandes cargas de parasitos.
Posteriormente Wedekind y Folstad (1994) agregarian que una supresion al sistema
inmunoldgico por parte de la testosterona permitiria la reasignacion de energia a la

produccion de caracteristicas sexuales secundarias.

La mediacion entre la funcion del sistema inmune y el sistema reproductivo ha sido
documentada en diversas investigaciones, mediante diferentes enfoques de
estudio. En donde se consideran los siguientes aspectos: a) la correlacion directa o

indirecta de un elemento del sistema inmune con la testosterona en diferentes



estadios reproductivos; b) desafio experimental del sistema inmune mediante la
aplicacion de antigenos con diferentes concentraciones de testosterona y c) la
alteracion de los niveles plasmaticos de testosterona en el organismo para el estudio
de la respuesta inmune (Olsson et al., 2000; Roberts et al., 2004; Finger Jr et al.,
2013).

Entre las investigaciones realizadas entre la correlacion existente de testosterona
en diferentes estadios reproductivos con el sistema inmune de los individuos
machos, se mencionan aquellas donde se realizan andlisis de los niveles
hormonales de testosterona a lo largo de diferentes épocas, con el subsecuente
analisis de la respuesta indirecta o directa del sistema inmune de los organismos.
Entre los estudios en donde se analizan las respuestas inmunes indirectas, se
encuentran aquellos en donde se ha demostrado que, en algunas especies de aves
y reptiles, ejemplares con niveles mas elevados de testosterona en épocas
reproductivas, mostraron una mayor parasitosis, comparados con aquellos con
menores niveles de testosterona. Esta relacién, se debe a que los machos para
poder desarrollar y mantener los caracteres sexuales secundarios propios de la
especie, aumentan sus niveles de testosterona y en consecuencia reducen su
capacidad inmunitaria. Solo los machos con mayor calidad genética son aquellos
que pueden resistir a esta infeccion parasitaria, mantener los caracteres sexuales y
aun asi sobrevivir. Cabe mencionar, que esta relacidon no se ha detectado en todas
las especies de animales estudiadas, en algunas especies se han encontrado
efectos contradictorios, donde no se ha observado la correlacion entre los niveles
de testosterona y cargas parasitarias (Weatherhead et al., 1993; Saino et al., 1995;
Salvador et al., 1996; Roberts et al., 2004; Halliday et al., 2014).

Investigaciones relacionadas con el analisis directo de la respuesta inmune en
diferentes estadios reproductivos, estudian los conteos relativos o absolutos de
leucocitos, anticuerpos u otros componentes del sistema inmune en ejemplares con
diferentes niveles sanguineos de testosterona, en donde, en algunas ocasiones se

han observado efectos inmunosupresores de la misma (Salvador et al., 1996;



Buchanan et al., 2003; Roberts et al., 2004). Por ejemplo, en la especie de reptil
skink de cinco lineas (Plestiodon inexpectatus), aquellos machos que durante el
cortejo producen una mayor saturacion rojiza de la coloracion presente en su
cabeza, la cual es dependiente de altos niveles de testosterona y a su vez es una
sefal de calidad del macho para las hembras, presentan menor cantidad de
leucocitos circulantes, con lo que se demuestra una relacién negativa entre la

testosterona y el sistema inmune innato (Seddon y Klukowski, 2013).

Otro enfoque de investigacion es la aplicacién de antigenos a diferentes grupos
experimentales, para realizar un analisis y comparacion entre los niveles de
testosterona y algin componente del sistema inmune, por ejemplo, la produccion
de anticuerpos o la proliferaciéon celular linfocitaria. De este modo, se han realizado
estudios en la especie de gorribn comun macho (Passer domesticus), la cual
presenta una serie de plumas negras en la zona del pecho, indicador del estatus
social dominante entre las interacciones de machos durante época reproductiva y
que es mediado por los niveles séricos de testosterona; se demostré que aquellos
gorriones con mayor tamafio de estas insignias, después de realizar una inoculacién
con el antigeno de fitohemaglutinina (PHA), fueron los que presentaron menor
proliferacion de respuesta inmune mediada por linfocitos T (Gonzalez et al., 1999).
Otra especie que ha demostrado este mismo patrén de asociacion es la lagartija
mediterranea (Psammodromus algirus) (Belliure et al. 2004), con lo que se
demuestra que existe un posible costo y beneficio de los caracteres sexuales a
costa del sistema inmune.

Por dltimo, se encuentran las investigaciones con enfoque en la manipulacion
hormonal de los individuos machos, ya sea mediante esterilizacion o colocacion de
implantes de testosterona, para el subsecuente andlisis de la respuesta inmune.
Entre los resultados obtenidos de la respuesta inmune en donde se realiz6 la
aplicacion de implantes de testosterona se encuentran: 1) disminucion en la
inmunidad humoral y celular en época no reproductiva en especies como el gorrion
(Melospiza melodia) y la golondrina comun (Hirunda rustica) (Duffy et al., 2000:

Owen-Ashley et al., 2004); 2) disminucion en la respuesta inmune celular mediada



por linfocitos T, en especies como la lagartija roquera (Podarcis muralis) (Oppliger
et al.,, 2004); 3) disminucion en el titulo de anticuerpos como en el caso de
ejemplares de maluro soberbio (Malurus cyaneus) y junco ojioscuro (Junco
hyemalis) (Saino et al., 1995; Peters, 2000; Casto et al., 2001); 4) mayor viremia en
el curso de la infeccién tardia después de la inoculacion de patdgenos (Lindrtom et
al., 2001).

Finalmente, para ejemplificar aquellas investigaciones en donde se realiza la
manipulacion hormonal por medio de la castracion en machos, se puede mencionar
gue experimentalmente en ejemplares de gecko (Hemidactylus flaviviridis) se
observa una disminucién de los niveles de testosterona en suero, ademas de
observarse una elevacion en la capacidad fagocitaria de los macrofagos, con lo que
se demostré el posible efecto inmunosupresor de la actividad fagocitaria de la
hormona (Mondal y Rai, 1999).

En el presente estudio se utilizé6 como modelo de investigacion a dos especies de
crocodilianos, con diversas interacciones sociales relacionadas al comportamiento
reproductivo, competencia territorial y busqueda de alimento, con las que se
establecen jerarquias dentro de la poblacion, donde los individuos con mayor talla
morfométrica son probablemente los mas dominantes. Las interacciones agonistas
intraespecificas de dominancia entre ejemplares machos se presentan mas durante
las actividades de la época reproductiva, probablemente por efectos de la
testosterona. Su comportamiento sexual consiste en exhibiciones de cortejo,
apareamiento y defensa del ‘harem’, comportamientos que requieren de una gran
inversion energética por parte del individuo (Lang, 1987; Huchzermeyer, 2003;
Merchant et al., 2006; Milnes, 2011). Por otra parte, el estudio de su sistema inmune
es importante para descubrir los mecanismos y capacidades inmunes potentes que
poseen, principalmente por parte de su inmunidad innata (Merchant et al., 2006;
Finger e Iseberg., 2012). Debido a que la Clase Reptilia, es el grupo de vertebrados,
en donde mayor apoyo se ha encontrado acerca de un efecto inmunosupresor por

efecto de la testosterona (Roberts et al., 2004), asi como la evidencia de que la



proteccion innata puede resultar costosa, se explord si la hormona testosterona
favorece la asignacion de recursos a la reproduccion a costa de la respuesta inmune
en machos, de dos especies del Orden Crocodylia: el cocodrilo de pantano
(Crocodylus moreletii) y el caiman de anteojos (Caiman crocodilus chiapasius). Por
medio de un estudio observacional prospectivo, de tipo longitudinal, donde se
realizo la medicion por unidad a través de la época reproductiva y no reproductiva
de las varibales cuantitavas continuas, en consideracion de los factores:
testosterona, células inmunitarias (leucocitos), medidas morfométricas (factor de

dominancia) y eritrocitos.
I.I.- Hipotesis

Los niveles séricos de testosterona se incrementaran en machos de crocodilianos
con la subsecuente disminucion de eritrocitos y leucocitos, dependientes de la

época reproductiva y la talla morfométrica de los ejemplares.
I.Il.- Objetivo General

Analizar el efecto de la época reproductiva y tamafio de los ejemplares sobre los
niveles séricos de testosteronay su relacion con un componente del sistema inmune
innato celular (células leucocitarias) y células eritrocitarias en machos de cocodrilo
de pantano (Crocodylus moreletii) y caiman de anteojos (Caiman crocodilus

chiapasius).
I.Ill.- Objetivos especificos

e Determinar los niveles séricos de testosterona a lo largo del ciclo reproductivo
de los machos de cocodrilo de pantano y caiman.

e Determinar los niveles leucocitarios como evaluacion del sistema inmune
innato celular a lo largo del ciclo reproductivo de los machos de cocodrilo de
pantano y caiman.

e Determinar las células eritrocitarias a lo largo del ciclo reproductivo de los

machos de cocodrilo de pantano y caiman.
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e Determinar las medidas morfométricas de los machos de cocodrilo de
pantano y caiman.

e l|dentificar las relaciones entre la secrecion sérica de testosterona y las
medidas morfométricas de los machos de cocodrilo de pantano y caiman.

e Identificar las relaciones entre los niveles de leucocitos y las medidas
morfométricas de los machos de cocodrilo de pantano y caiman.

¢ Identificar las relaciones entre los niveles de eritrocitos y las medidas

morfométricas de los machos de cocodrilo de pantano y caiman.
Il.- Revisién bibliografica

A nivel mundial, actualmente se han reconocido un total de 27 especies de
crocodilianos en el mundo, divididos en 9 géneros y tres familias (Gavialidae,
Crocodylidae y Alligatoridae), sin embargo, este nimero puede variar segun la
literatura citada, por lo que es necesario realizar mayor cantidad de estudios
moleculares y morfologicos para establecer la cantidad de especies exactas que a
la fecha habitan en la Tierra (Grigg, 2015). Del total de especies reconocidas, en
México se distribuyen tres: el cocodrilo de pantano (Crocodylus moreletii),
distribuida en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz, Tabasco,
Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Querétaro, Nuevo Ledn, Chiapas y Oaxaca
(Dominguez—Laso, 2006); el cocodrilo de rio (Crocodylus acutus) y el caiman de
anteojos (Caiman crocodilus chiapasius), con distribucién en el estado de Chiapas
(Velasco et al., 2010; CONABIO, 2020).

Caracteristicas del sistema inmune en crocodilianos

El sistema inmune de los reptiles comprende un conjunto de células, moléculas,
organos y tejidos especializados. Los 6rganos en donde se generan, almacenan y
maduran las células responsables del sistema inmune se dividen principalmente en
dos categorias: los 6rganos principales, centrales o primarios, donde se han descrito
la médula 6seay el timo; y los érganos secundarios periféricos correspondientes al

bazo y al tejido linfoide asociado al intestino (GALT). Debido a que son animales
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ectotermos, el correcto funcionamiento de su sistema inmune esta muy relacionado
con variaciones referentes a la temperatura ambiental, asi como también a estados
fisiologicos y sexo (Gomez-Lucia et al, 2007; Finger e Isberg, 2012; Rios y
Zimmerman, 2015; Ghoral y Priyam, 2018).

De manera general, de acuerdo con la especificidad del reconocimiento hacia los
antigenos, presentan dos tipos de mecanismos de defensa: la inmunidad innata y
la inmunidad adquirida o adaptativa (Gomez-Lucia et al., 2007; Medzhitov y

Janeway, 2010; Finger e Isberg, 2012).

El sistema inmune innato es la linea de defensa primaria, no es especifica, no
presenta la capacidad de “memoria inmunolégica”, produce sefiales junto al
antigeno que estimulan a la respuesta inmune adaptativa. Entre los principales
componentes de la respuesta inmune innata se encuentran: las barreras
anatomicas (como la piel, osteodermos), las barreras fisicoquimicas y biologicas
(como la microbiota autdctona), células fagocitarias (heterofilos, monocitos),
mediadores de la inflamacion (ej. Basdfilos), entre otros componentes (Gémez-
Lucia et al., 2007; Shaw et al., 2010; Ghoral y Priyam, 2018).

Los crocodilianos presentan una serie de leucocitos o células blancas no
especificas, que se originan de células madre pluripotenciales hematopoyéticas, en
donde se dan origen a dos tipos de células progenitoras: la linea mielocitica y la
linea linfocitica. Las células mieloides incluyen a los eritrocitos, trombocitos,
granulocitos y monocitos. En cuanto a células linfoides tenemos a los linfocitos B y
T (Gomez-Lucia et al, 2007; Zimmerman et al., 2010; Finger e Isberg, 2012; Rios y
Zimmerman, 2015). Estudios acerca de valores hematologicos se han realizado en
varias especies de crocodilianos, sin embargo, estos estudios presentan diferentes
rangos de valores, atribuidos a localizacion, sexo, edad, dinAmica de la poblacion y

condiciones del ambiente (Zayas et al., 2011).

Dentro de los leucocitos presentes en crocodilianos se encuentran los heterdfilos,
basofilos, eosindfilos, monocitos y linfocitos. A continuacion, se hace un breve

resumen de la morfologia y funcion de estos:
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Heterdfilos: Son las células equivalentes a los neutrofilos en mamiferos, cuya
funcién principal es la fagocitosis y la produccion de proteinas antimicrobianas
(AMPs), asi mismo, tienen un papel importante en la respuesta de varios estimulos
inflamatorios en reptiles (Rios y Zimmerman, 2015). Son células redondas con
ndcleo oval, no nucleado y presentan granulos citoplasméticos de coloracion
eosinofilica de forma fusiforme y abundante, el cual se localiza en la periferia del
citoplasma. Comprenden aproximadamente el 50% de los leucocitos presentes en
circulacion (Zimmerman et al., 2010; Stacy et al., 2011; Finger e Isberg, 2012; Arikan
y Cicek, 2014; Eatwell et al., 2014).

Eosinofilos: Representan aproximadamente del 7% al 10% de leucocitos presentes
en crocodilianos, se relaciona su presencia a infecciones parasitarias, aunque es
muy poco conocida la funcién que llegan a presentar en reptiles. Parecidos a los
heterodfilos en forma y tamafo, los granulos citoplasmaticos en su nucleo son de
forma esférica y de un mayor tamafo (Sykes y Klaphake, 2008; Zimmerman et al.,
2010; Stacy et al., 2011; Finger e Isberg, 2012; Arikan y Cicek, 2014).

Basdfilos: Equivalen aproximadamente al 12% de leucocitos presentes en
crocodilianos, son mediadores proinflamatorios (Rios y Zimmerman, 2015). Tienen
un nucleo central, no lobulado, con granulos metacromaticos azul oscuro a morado.
Presentan un citoplasma de coloracién morado palido claro, cubierto por granulos
de coloracion metacromatica (Zimmerman et al., 2010; Stacy et al., 2011; Finger e
Isberg, 2013; Arikan y Cicek, 2014; Eatwell et al., 2014).

Monocitos: Derivan de progenitores mieloides (monoblastos), que se diferencian
primero en promonocitos y posteriormente en monocitos circulantes, los cuales son
los que se encuentran en el torrente sanguineo, antes de convertirse en macréfagos
en el tejido. Junto con los macréfagos una de sus funciones es la presentacion de
antigenos al sistema adaptativo y liberacion de citocinas y 6xido nitrico. Presentan
un nucleo con forma de rifidn, en la mayoria de las especies de reptiles, con

excepcion de lagartijas y serpientes, presentan granulos de coloracion azurofila, son
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de mayor tamafio que los linfocitos y representan aproximadamente el 10% del total
de leucocitos (Gomez-Lucia et al, 2007; Arikan y Cicek, 2014; Eatwell et al., 2014).

Linfocitos: Son de tamafio pequefio, con un nucleo cromofilico que ocupa casi el
total de la célula desplazando al citoplasma a una pequefia zona en la periferia, su
citoplasma es ligeramente basofilo (Sykes y Klaphake, 2008; Arikan y Cicek, 2014;
Eatwell et al., 2014).

La inmunidad adaptativa se desarrolla posterior a la inmunidad innata, es especifica,
dividida en inmunidad adaptativa celular (mediada por células Linfocitos T) e
inmunidad adaptativa humoral (mediada por anticuerpos) (Gémez-Lucia et al.,
2007; lwasak y Medzhitov, 2010).

Las investigaciones acerca del sistema inmune en crocodilianos han sido enfocadas
en: a) caracteristicas celulares del sistema inmune (Zayas et al., 2001; Finger Jr. e
Isberg; 2012); b) actividad antimicrobiana del suero de crocodilianos (Merchant et
al., 2006; Preecharram et al., 2008; Kommanee et al., 2012); c) respuesta inmune
contra un estimulo antigénico (Finger Jr. et al.,, 2016); d) inmunidad humoral:
aislamiento de anticuerpos de suero de cocodrilo y deteccién de anticuerpos a
diferentes patégenos, entre los que se encuentran Trichinella papuae, T.
zimbabwensis, Mycoplasma alligatoris (Brown et al., 2001; Ludovisi et al., 2013;
Abdool et al., 2020).

Es de importancia recalcar que la mayoria de los estudios realizados se han
enfocado en el entendimiento de la inmunidad innata, sin embargo, aln existen muy
pocos estudios en el topico, por lo que hace falta una mayor investigacion acerca

de la inmunidad en crocodilianos.
Generalidades reproductivas en machos de crocodilianos

Los crocodilianos son animales estacionales que presentan un marcado
comportamiento reproductivo, el cual consiste en la exhibiciébn de conductas de

cortejo (vocalizaciones y movimientos corporales de interaccion entre machos y
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hembras), apareamiento y comportamientos agonistas intraespecificos para la
defensa de parejas reproductivas y de territorio, lo cual les genera un costo de
energia durante la época reproductiva (Lang, 1987; Huchzermeyer, 2003). En
algunas especies se ha observado que presentan dimorfismo sexual en medidas y
formas craneales. Los machos presentan un 6rgano copulador “phallus”, con el cual
realizan la deposicion de semen en el tracto reproductivo de la hembra (Grigg, 2015;
Moore et al., 2019).

La edad en que alcanzan la madurez sexual es dependiente de factores como la
longitud del animal, disponibilidad de recursos y factores abi6ticos como es la
temperatura. También es especifica de especie, por ejemplo: en el caso del
cocodrilo de pantano (C. moreletii), en vida libre se ha reportado que alcanza la
madurez sexual con una longitud corporal promedio de 1.5 m y en cautiverio con
una longitud corporal promedio de 1.3 m (Dominguez—-Laso, 2006; Platt et al., 2010);
mientras que en el caso del caiman de anteojos (Caiman crocodilus) se ha descrito
un tamafio promedio de 1.2 m (Velasco et al., 2010), para la subespecie C.
crocodilus fuscus se ha mencionado una talla de 1.08 m (Staton y Dixon, 1977).

El ciclo reproductivo de los crocodilianos se divide en los eventos de la época
reproductiva, que consisten en: el cortejo y la copula; y los eventos de la época no
reproductiva, donde no existen comportamientos reproductivos (Balaguera-Reina et
al., 2015). Estudios realizados en diferentes especies indican que los meses en
donde se desarrollan los eventos reproductivos pueden ser ligeramente
asincronicos, dependientes de diversas condiciones del habitat como las
climatoldgicas. En México, especificamente en el caso del cocodrilo de pantano (C.
moreletii), existen registros donde los comportamientos de cortejo y apareamiento
comienzan en el mes de enero hasta el mes de abril. Mientras que los eventos
anidatorios inician a finales del mes de abril y principios de mayo, junio y julio
(Escobedo-Galvan et al., 2009; Platt et al., 2010; Casas-Andreu, Barrios-Quiroz y
Macip-Rios, 2011; Lépez-Luna et al., 2011; Barrios y Cremieux, 2018).
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Respecto al caiman de anteojos (Caiman c. chiapasius), en México, se han
realizado pocos estudios acerca de los meses en gque esta especie comienza con
los eventos reproductivos, se ha documentado que comienzan en el mes de marzo,
con el cortejo y el apareamiento, mientras que la construccion de sus nidos se
realiza en los meses de abril a septiembre (Casas-Andreu y Guzméan-Arroyo, 1970;
Gonzalez—Desales et al., 2016).

El esfuerzo reproductivo presente en machos consiste en cambios en el
comportamiento como la atraccién de parejas, por medio de vocalizaciones y
movimientos corporales, como el golpeteo del agua con la cabeza, competencia
intraespecifica y gastos fisioldgicos referentes a la espermatogénesis y tejidos
somaticos (Alvarez del Toro, 1974; Huchzermeyer, 2003; Hernandez-Hurtado et al.
2006). Ciertos caracteres sexuales secundarios, tales como la masa muscular,
pueden favorecer su probabilidad de éxito reproductivo, si se tiene como base que
estos caracteres son indicadores honestos que reflejan la salud y bienestar del
individuo, asi como su capacidad de supervivencia a patdogenos (Muehlenbein y
Bribiescas, 2005).

Los crocodilianos presentan una dominancia social entre machos, la cual se
encuentra mas acentuada durante el periodo de actividades reproductivas. En
donde la longitud total y la agresividad del individuo son los rasgos mas notables
acerca de la dominancia de un animal.

Pocos estudios se han realizado con relacion a las concentraciones plasmaticas de
testosterona en crocodilianos, los cuales se han concentrado principalmente en el
caiman americano (Alligator mississippiensis), con un rango de concentracion
plasmatica promedio desde 2 ng/ml a 100 ng/ml durante todo el ciclo anual (Lance
1989, 2003). Es necesario realizar mayores estudios en la descripcion de
concentraciones hormonales a través de los ciclos reproductivos de los machos
para conocer mejor el proceso reproductivo, aunado a la necesidad de tener datos
base (Huchzermeyer, 2003; Detoeuf-Boulade, 2006).
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lll.- Métodos
Manejo de los ejemplares

Para el caso del cocodrilo de pantano (C. moreletii), se realizé el muestreo de once
ejemplares de machos reproductores, los cuales fueron sexados mediante
palpacion cloacal. El criterio de inclusion fue su seleccion con base en el tamafio
minimo reportado de madurez sexual para la especie de 1.3 m en cautiverio (Platt
et al., 2010). Los ejemplares se encuentran en la UMA- “Centro de Investigacion
para la Conservacion de Especies Amenazadas” (CICEA), localizada en el campus
de la Divisibn Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco, en la carretera Villahermosa-Cardenas, entronque Bosque
de Saloya, Villahermosa, Tabasco.

La toma de muestras sanguineas de los cocodrilos de pantano (Crocodylus
moreletii) (Figura 1) se realizé a partir de las fechas registradas de inicio de los
eventos de cortejo en machos durante la época reproductiva en el mes de enero,
procediendo con los muestreos durante los primeros 15 dias de cada mes hasta el
mes de abril, donde los comportamientos reproductivos en machos estan proximos
a concluir.

Se continud con la toma de muestras en época no reproductiva en los meses de

mayo, agosto, septiembre y octubre.

Se realizaron diversos planes de manejo para el muestreo y recaptura de los

individuos, utilizando la siguiente metodologia y estrategias:

1. Localizacion de cocodrilos (a simple vista, atraccién por medio de sefiuelos
y cebos, localizacion de zonas de refugio).

2. Determinacion de método de captura (Captura con lazo de acero y pértiga 6
con cuerda).
Contencion e inmovilizacion fisica de los ejemplares para el muestreo.

4. Toma de muestras: Mediciones morfométricas (primera captura), toma de

muestras sang uineas.

17



5. Realizacion de marcaje: El método para la identificacion de los individuos es
por medio del sistema de marcaje de corte de quillas, reportado en el
Protocolo de Monitorio del Cocodrilo de Pantano (Crocodylus moreletii),
(Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
[CONABIO], 2011). Para dar un correcto seguimiento, siempre se utilizaron
los mismos ejemplares y para poder reconocer a distancia los individuos
muestreados para su posterior recaptura se utilizaron cinchos de plastico
color naranja fluorescente, los cuales se colocaron perforando el primer
osteodermo cervical. Durante los muestreos para evitar recapturar al mismo
ejemplar se realiz6 la marcacién con un pequefio distintivo realizado con

pintura fluorescente.

6. Finalmente se procedio a la liberacién de los ejemplares.
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Figura 1. Ejemplar de cocodrilo de pantano (Crocadylus moreletii), localizado en la UMA
“‘CICEA”, Tabasco.
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Para el caso del caiman de anteojos (Caiman c. chiapasius), se seleccionaron seis
ejemplares machos (Figura 2), sexados mediante palpacion cloacal y con el
fundamento de que la especie alcanza la madurez sexual alrededor de 1.2 m
(Velasco et al., 2010). Los individuos pertenecen a la UMA “El Caiman”, Puerto
Arista, Chiapas.

La toma de muestras sanguineas y medidas de época reproductiva se realizd a
finales del mes de marzo, continuando a finales de los meses de abril, mayo y junio;
posteriormente se prosiguioé con los muestreos en época no reproductiva en agosto,

septiembre, octubre y diciembre. De acuerdo con los datos registrados en la UMA.

La metodologia del manejo e identificacion de los caimanes fue similar a la

presentada anteriormente con los ejemplares de cocodrilo de pantano.

Figura 2. Ejemplar de Caiman de anteojos (Caiman crocodilus), localizado en la UMA “El
Caiméan”, Chiapas.
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Obtencion de muestras

1.- Muestras sanguineas: La toma de muestra sanguinea se realizé inmediatamente
después de la captura del ejemplar (2-5 min después de la sujecion del ejemplar),
por medio de venopuncion del seno post occipital. Se utilizaron jeringas de 5 ml con
aguja 21 G, para obtener un volumen minimo de 3 ml, las muestras obtenidas se
colocaron en tubos vacutainer estériles con anticoagulante de heparina y sin

anticoagulante, para posteriormente dejarlas aclimatar a temperatura ambiente.

Las muestras colocadas en los tubos vacutainer sin anticoagulante se centrifugaron
a 2500 rpm durante 5 minutos para la obtencion de suero sanguineo, el cual se
congeld a -20°C, para que una vez obtenidas todas las muestras se realizara la

determinacién hormonal.

Con las muestras que se colocaron en los tubos vacutainer con anticoagulante de
heparina se realiz6 el conteo total leucocitario y eritrocitario, asi como el diferencial

leucocitario en un periodo menor de 6 horas.

2.- Medidas morfométricas: Para el analisis de las medidas morfeométricas de los

crocodilianos se realizaron las siguientes mediciones con cinta métrica (Truper):

a) Dimensiones generales del cuerpo (longitudes en mm): Longitud total (LT),
longitud hocico — cloaca (LHC), longitud de la cola (LC).
b) Mediciones del crdneo: Longitud total del hocico (LH), ancho del hocico (AH).

c) Medicion de la circunferencia de la base de la cola (CC).
Anélisis de muestras
1) Conteo total y diferencial leucocitario:

Para el conteo total y estimar el diferencial de leucocitos y eritrocitos se utilizo la
sangre colectada en tubos vacutainer con anticoagulante heparina. Se procedio a
homogenizar e introducir la muestra en una pipeta Thoma (Pipeta Thoma para

glébulos rojos) hasta llegar a la marca de 0.5, la sangre restante de la punta y el
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exterior se limpid. Como diluyente se utilizé la solucién de Natt-Herricks hasta la
marca de 101 por encima del bulbo para obtener una dilucion final de 1:200. La pipeta
se agitd manualmente por un periodo de cinco minutos, previo el cubrimiento de
ambos extremos con papel parafilm. Una vez concluido el tiempo de agitacion, la
pipeta se dejo reposar horizontalmente durante veinte minutos para después volver
a agitar durante otros cincos minutos. Finalmente, se descartaron cinco gotas de la
pipeta y se colocd una gota de la muestra en la camara de Neubauer para poder
determinar el nidmero de células por microlitro. Se realizé la observacion al
microscopio con el cuadrante central para el conteo de eritrocitos (5 cuadros) y el
total de cuadrantes para el conteo de leucocitos (Mondragén, 2007; Nufiez, 2007;
Sykes et al., 2008; Sirois, 2014).

Se realizé un frotis sanguineo con ldminas de portaobjetos de microscopio con otra
fraccidn de cada muestra sanguinea presente en los tubos vacutainer con heparina,
para realizar el diferencial leucocitario por medio de su fijacién con metanol durante
un periodo de 20 segundos. Posteriormente, el portaobjetos se colocd en una
solucién de eosina amortiguada durante 30 segundos y finalmente en una solucion
de policromo amortiguada durante otros 30 segundos. Una vez que concluyé el

tiempo requerido, la lamina se enjuag6 con agua destilada y se dejo secar al aire.

El diferencial leucocitario se realizé mediante la observacién y conteo de 100 células
leucocitarias por cada una de las muestras obtenidas, mediante la férmula:
Célula de interés = (Leucocitos totales x Valor realtivo de la célula)/100
(Mondragdn, 2007; Nufiez, 2007; Sykes et al., 2008; Eatwell et al., 2014, Sirois,
2014).

2) Medicién hormonal de Testosterona:

a) Estandarizacion de la técnica de Inmunoensayo ligado a enzimas competitivo
(ELISA)

Con el fin de obtener las condiciones adecuadas para poder realizar el ensayo, se

procedié con la estandarizacion de la prueba, donde se utilizaron anticuerpos
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policlonales Anti-Testosterona producidos en conejos previamente inmunizados,
con una concentracion de 14.78 mg/ml. En el ensayo ELISA de tipo competitivo se
utilizaron placas MaxiSorp™ de 96 pozos y se probaron concentraciones de 0.5 ug,
1 pg, 2.5 pug y 5 pg/ pozo (50 pl) en la fase de sensibilizacion, usando solucion buffer
de carbonatos (0.05 M, pH 9.6). Se incluyeron pozos sin contenido de anticuerpos
para obtener las uniones no especificas (UNE’s) como control de ensayo. Las
placas se incubaron durante 18 h a 4°C. Concluido el tiempo de incubacion, se
descarto el contenido en un recipiente de plastico y se realizaron cuatro lavados con
solucién de lavado PBS Tween 20 1x, depositando 300 pl de solucién en cada uno
de los pozos. Las placas se decantaron y se secaron completamente. Para la
determinacién del esteroide, se utilizo testosterona HRP (producto comercial HRP-
Testosterona (Testosterone-3(E)-CMO HRP, Cosmo Bio Co)), donde se probaron
las concentraciones correspondientes de 1/5000, 1/10000 y 1/20000 en 50 ul de
solucion buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7). La hormona conjugada se coloco en el
mismo momento que los estandares, las muestras o las muestras control, dicha
inmunoreacciéon incubd por dos horas y se probaron diferentes gradientes de
temperatura (26°, 27°, 28°, 29° y 30° C). Cuando finalizé la incubacién, se realiz6 el
lavado de las placas con solucién de lavado como se menciono previamente y se
agregaron 100 pl por pozo de la solucibn de revelado Tetrametilbenzidina
(TMB/DMSO en solucion de citratos, pH 6.0). Se probaron diferentes periodos de
tiempo de incubacion correspondientes a 15, 20, 30 y 40 minutos en diferentes
grados de temperatura (26°, 27°, 28°, 29° y 30° C), correspondientes al ensayo
realizado. Para finalizar, se adicionaron 50 pl a cada uno de los pozos de solucién
de paro de acido sulfarico (H2SO4 2N) y se procedi6 a su lectura con el lector Biotech
a una longitud de onda de 450 nm. Con base al procedimiento anterior, se definié la
combinacion de variables correspondientes a diluciones de anticuerpo, conjugado y
temperatura donde la lectura fuera superior a una densidad éptica (Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-2013).
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b) Validacion de la técnica de Inmunoensayo ligado a enzimas competitivo (ELISA)

para la hormona Testosterona

Para confirmar que el método es apto y confiable para medir testosterona en suero
de crocodilianos, se procedio a realizar la validacion de la prueba utilizando los

siguientes parametros (Food and drug administration [FDA], 2018):

1.- Curva de calibracion: La curva de calibracion se realizdé con concentraciones
conocidas de testosterona, donde se colocaron diez concentraciones por triplicado,
correspondientes al rango esperado en el que se cuantifica la hormona en
crocodilianos (30 ng/ml-0.117ng/ml). Una vez obtenidas las densidades Opticas
(D.O) del ensayo, se realiz6 la interpolacién de datos con el programa AssayZap®
mediante un modelo de curva sigmoidea de cuatro parametros, con lo cual las
densidades Opticas obtenidas se transformaron en concentraciones de la hormona
(ng/ml). Se calculé el valor de la pendiente, la union maxima, unidon minima,
porcentajes de unién al 20, 50 y 80 % (ED20, ED50 y ED80), asi como el coeficiente
de correlacién para determinar la calidad de la curva y las concentraciones de
recuperacion de cada uno de los puntos de la curva estandar. La curva fue tomada
como valida cuando la pendiente fuera superior a 0.8, la union maxima mayor a 0.8,
uniéon minima menor a 0.1, el coeficiente de correlacién de la curva superior a 0.9y
el porcentaje de desviacion con respecto a las concentraciones recuperadas fuera
20 % de la concentracion esperada. Mientras que el % CV de cada punto de la curva

fuera menor o igual al 20 %.

2.- Elaboracion de muestras control: Se generaron muestras control para la
validacion del ensayo correspondiente a los valores de union ED80, ED50 y ED20
de la curva de testosterona realizada con valores de referencia. Se identificaron
como muestra control alta (MCA), muestra control media (MCM) y muestra control
baja (MCB).

3.- Repetibilidad (r): Para medir la variacion intraensayo de las muestras de forma
repetida bajo las mismas condiciones de ensayo, se utilizaron los controles MCA,

MCM y MCB, los cuales se colocaron en una placa por sextuplicado. Las
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concentraciones de las muestras se obtuvieron por medio del programa AssayZap
con la curva de calibracion. Se consideraron validas cuando el coeficiente de

variacion no fuera mayor al 15%.

4.- Reproducibildad (R): Para medir la variacion interensayo de las muestras de
forma repetida bajo las mismas condiciones de ensayo, se utilizaron los controles
MCA, MCM y MCB, los cuales se analizaron por sextuplicado en tres ensayos
diferentes, en tres dias distintos. Se calculé la concentracién obtenida en cada
ensayo y se consideraron como validas cuando el coeficiente de variacion no fuera

mayor al 15%.

5.- Exactitud: Para analizar los valores de recuperacion de las muestras control
obtenidos, se calcul6 la exactitud, dividiendo la concentracion obtenida menos la
adicionada entre la concentracion esperada. Se consider6 como método de

aceptacion cuando los porcentajes de recuperacion estuvieran entre el 80% y 120%.

6.-Integridad de la dilucion: Se realizaron diluciones de una muestra de
concentracion conocida con el diluyente buffer fosfatos. En las diluciones
correspondientes a 1/2, 1/4, 1/10, 1/50 y 1/60, que se realizaron por triplicado. Se
consideraron validas cuando el coeficiente de variacion de los porcentajes de
recuperacion se encontrara entre el 80% y 120% del valor nominal de la muestra

adicionada y con un %CV menor al 20%.

7.- Especificidad: La prueba de especificidad se realizo6 para verificar que no
existiera reactividad cruzada con otras hormonas estrechamente relacionadas. Las
hormonas que se utilizaron fueron: estradiol (E2), progesterona (P4), cortisol y
prolactina, con los parametros previamente establecidos en la estandarizacion.
Donde el criterio de aceptacion fue que para testosterona se obtuvieran densidades
Opticas superiores a 1, mientras que con las otras hormonas se obtuvieran

densidades 6pticas similares a las obtenidas con los UNE.

Una vez concluida las pruebas de estandarizacion y validacion se procedio a realizar

los inmunoensayos ligados a enzimas competitivos correspondientes a las muestras
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de suero sanguineo obtenidos de los ejemplares de cocodrilo de pantano y caiman
de anteojos en las diferentes épocas, con base en los lineamentos previamente

mencionados.

Analisis estadisticos

Para realizar el analisis de la relacion entre los resultados de las variables
estudiadas se emplearon modelos lineales generales. Para su estimacion se utilizé
el lenguaje de programacion R y el paquete Ime4 (Bates et al. 2015). Se evalud
cada una de las variables dependientes: “Testosterona (ng/ml)’, “Leucocitos
(x10%/L)", “Eritrocitos (x10'2/L)", “Heterofilos (x10°%/L)”, “Basofilos (x10°/L)”,
“Eosindfilos (x10°%/L)", “Linfocitos (x10°%/L)” y “Monocitos (x10°%/L)” como funciones de
las variables independientes: a) Epoca (reproductiva y no reproductiva) y b)
Especie: cocodrilo de pantano (Crocodilus moreletii) y caiman de anteojos (Caiman
crocodilus). Asi mismo, se evalué cada una de las variables dependientes, en cada
una de las épocas como funciones de las medidas morfométricas (LHC: largo
hocico-cloaca, LH: largo hocico y CC: circunferencia de la cola). Se incluy6 el efecto
aleatorio “Identificacion del individuo (ID)” para reducir los efectos de pseudoréplica,
asi como para cuantificar los efectos aleatorios de cada individuo. Se realizé la
seleccion de modelos para cada variable dependiente con base en el criterio de
informacion de Akaike, donde se seleccion6 aquel que tuviera el menor valor de
Akaike, entre los modelos: modelo aditivo (y~época + especie + (1|ID)), uno con
interaccion (y~ época x especie + ( 1|ID)) y un modelo nulo (y~(1|ID)). Se verifico
gue los modelos cumplieran con los supuestos de homocedasticidad, normalidad
de los residuales y evaluacion de valores de influencia (i.e. distancia de cook >1).
En caso de ser necesario se realiz6 la transformacion logaritmica de las variables

para el cumplimiento de los supuestos de los modelos.
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IV.- Resultados
Estandarizacion de la prueba de ELISA para la cuantificacion de testosterona

En el cuadro 1 se muestra los resultados obtenidos en la estandarizacion y las
mejores condiciones para la realizacion de un ELISA competitivo para la

cuantificacion de testosterona en suero de crocodilianos.

Cuadro 1. Condiciones 6ptimas para la estandarizacion de un ELISA competitivo para la
medicion de testosterona en suero de crocodilianos.

Estandarizacion ELISA competitivo

Concentracion del anticuerpo Anti-Testosterona 2.5 pg/ pozo en 50 ul de solucién de carbonatos

Primera incubacion 18 ha4°C

Dilucion del conjugado HRP-Testosterona 1/5000

Segunda incubacién 30°C durante 2 horas
Tiempo de incubacién con TMB/DMSO 20 minutos a 30°C
Solucién de paro 50 ul /pozo

Longitud de onda para lectura 450 nm

Validacion de la prueba de ELISA competitivo

Curva de calibracion: La curva de calibracion se realizé con concentraciones desde
30 ng/ml hasta 0.058ng/ml, con una interpolacion de los resultados en el programa
AssayZap®, con lo que se evalud la calidad de la curva con un resultado de 0.9997,
como se puede observar en la figura 3. Se realizaron los calculos para obtener los
porcentajes de recuperacion de cada uno de los puntos de la curva, los cuales se
encontraron dentro del 80% y 120% del valor nominal, como se muestra en el

cuadro 2.
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Figura 3. Curva de calibraciéon para la medicion de hormona testosterona en suero de

crocodilianos con concentraciones de 30 ng/ml hasta 0.058 ng/ml

Cuadro 2. Porcentajes de recuperacion obtenidos en la validacion de una prueba de ELISA
en cada uno de los puntos de la curva estandar para la cuantificacion de testosterona sérica
en crocodilianos.

Concentracion % Concentracion %
testosterona (ng/ml) recuperacion testosterona (ng/ml) recuperacion
30 90.43 0.937 94.62
15 96.13 0.468 104.35
7.5 93.73 0.234 104.35
3.75 98.38 0.117 118.18
1.875 109.09 0.058 No cuantificable

Repetibilidad: Se realiz6 la determinacién de repetibilidad para medir la variaciéon
intraensayo de las muestras control. En el cuadro 3 se muestra el promedio,
desviacion estandar (D.E.), porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) y
porcentaje de recuperacién de estas, se obtuvieron resultados dentro de los

pardmetros de aceptacioén previamente mencionados.
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Cuadro 3. Porcentajes de recuperacion obtenidos, promedio de las repeticiones, desviacion
estandar y porcentaje de coeficiente de variacion intraensayo para las muestras control alta,
media y baja en la validacién de una prueba de ELISA para medicion de testosterona.

Muestra Repeticiones Promedio % Recuperacion D.E % CV
MCA 6 11.37 94.8 0.3 2.6
MCM 6 7.24 96.5 0.4 55
MCB 6 3.64 96.97 0.27 7.4

Reproducibilidad: Se realiz6 la determinacién de reproducibilidad para medir la
variacion interensayo de las muestras control con tres ensayos independientes. En
el cuadro 4 se muestra el promedio, desviacion estandar (D.E.) y porcentaje de
coeficiente de variacion (% CV), los cuales estan dentro de los pardmetros de
aceptacion previamente mencionados.

Cuadro 4. Promedio de las repeticiones, desviacion estandar (D.E) y porcentaje de

coeficiente de variacién interensayo (% CV) para las muestras control alta, media y baja en
la validacion de una prueba de ELISA para medicion de testosterona.

Muestra Repeticiones Promedio D.E % CV
MCA 18 11.68 0.5 4.28
MCM 18 7.4 0.14 1.89
MCB 18 3.58 0.27 7.5

Integridad de la dilucién: A partir de una muestra con concentracion conocida de 35
ng/ml se realizaron 5 diluciones, en donde se obtuvieron porcentajes de
recuperacion entre el 80% y 120%, los cuales quedan dentro de los parametros de
aceptacion, como se demuestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Porcentajes de recuperacion, desviacion estdndar (D.E) y porcentaje de

coeficiente de variacion (% CV) para las diluciones realizadas a partir de una muestra con
concentracion de 35 ng/ml de testosterona.

Dilucion % Recuperacion Promedio D.E % CV
1/2 99.8 17.48 0.08 0.45
1/3 97.70 11.3 0.15 1.32
1/4 98.43 8.61 0.15 1.7
1/10 103.3 3.6 0.14 3.8

1/50 104.7 0.73 0.06 8.2
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Especificidad: Para testosterona se obtuvieron densidades épticas superiores a 1,
mientras que con las otras hormonas se obtuvieron densidades 6pticas similares a
las obtenidas con los UNE, con lo que se concuerda el criterio de aceptacion
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentajes de unién obtenidas con diferentes hormonas esteroides, analizadas
con los parametros y reactivos obtenidos en la estandarizacion de una prueba de ELISA
para prueba de especificidad en la medicion de testosterona en suero de crocodilianos

Hormona Repeticiones % De Unidn D.E % CV
Testosterona 6 100 0.04 2.84
Estradiol 6 3.44 0.003 6.11
Progesterona 6 55 0.005 7.14
Cortisol 6 6.85 0.004 4.01
Prolactina 6 4.13 0.01 18.4
UNE 6 2.75 0.0005 1.35

Con los resultados obtenidos se verifico que la metodologia analitica es valida para
la determinacion de testosterona sérica en sueros de cocodrilos, ya que demostré

ser exacta, precisa y especifica, con lo que se procedié al andlisis de las muestras.
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Modelos lineales generales de efectos mixtos

Hormona esteroide: Testosterona

El modelo de testosterona seleccionado correspondié al aditivo
(Testosterona~Epoca + Especie + (1|/ID)), en el que se encontr6 que
estadisticamente, en ambas especies de crocodilianos, los valores séricos de
testosterona son mayores en época reproductiva comparados con los encontrados
en época no reproductiva (Estimado=5.007, t= 3.72, p<0.01, Intervalo de Confianza
(IC)=95%). Es la especie de cocodrilo de pantano la que presenta mayores niveles
séricos cotejada con el caiman de anteojos (Estimado= 9.82, t= 2.48, p<0.05, IC
95%). La media estimada de testosterona del cocodrilo de pantano (C. moreletii) fue
de 15.9 ng/ml en época no reproductiva siendo significativamente menor a la
obtenida en época reproductiva de 20.9 ng/ml (Estimado= -5.01, t = 3.7, p<0.01, IC
95%). En tanto que la media estimada en época no reproductiva para el caiman de
anteojos (C.c.chiapasius) present6 un valor de 6.1 ng/ml, la cual es
significativamente menor a la obtenida en época reproductiva de 11.1 ng/ml

(Estimado=-5.01, t = 3.7, p<0.0, IC 95%), como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Medias Estimadas de los niveles séricos de testosterona (ng/ml) en funcién de las
diferentes épocas y especies de crocodilianos. Se representan los intervalos de confianza
+ 95%.

Sistema inmune innato: Leucocitos totales

El analisis de leucocitos totales fue mediante un modelo aditivo
(Leucocitos totales~ Epoca + Especie + (1|ID)), en el cual, como se puede
observar en la figura 5, se obtuvieron en época reproductiva significativamente
valores menores de leucocitos en las dos especies de crocodilianos (Estimado=
-1.01, t=-3.51, p<0.01, IC 95%). En el cocodrilo de pantano (C. moreletii) se obtuvo
una media estimada de 3.37x10°%L en época no reproductiva, significativamente
mayor a la obtenida en época reproductiva de 2.36x10°%L (Estimado= 1.016, t= 3.45,
p<0.01, IC 95%). Con relacién al caiman (C.c.chiapasius) en época no reproductiva
la media estimada fue de 3.15x10%L, la cual es significativamente mayor a la
obtenida en época reproductiva de 2.14x10°%L (Estimado= 1.01, t= 3.45, p<0.01, IC

95%). No se mostraron diferencias entre los valores de leucocitos totales
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encontrados entre las dos especies de crocodilianos en ninguna de las épocas
(Estimado=0.22, t= 0.72, p>0.05, IC 95%).
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Figura 5. Medias Estimadas de los valores de leucocitos totales (x10%L) en funcién de las
diferentes épocas y especies de crocodilianos. Se representan los estimados de confianza
+95

Diferencial de células leucocitarias

Hetero6filos

El analisis de heterdfilos totales se realizd6 mediante un modelo aditivo
(Heteréfilos~ Epoca + Especie + (1]ID)), en el cual se observa que en época
reproductiva los valores obtenidos de heterdfilos fueron significativamente menores
comparados con los de época no reproductiva (Estimado= -0.72, t= -3.51, p<0.01,
IC 95%) (Figura 6). Las medias estimadas para el cocodrilo de pantano en época
no reproductiva y reproductiva presentaron valores de 2.09x10%L y 1.3x10°L
respectivamente (Estimado= 0.72, t= 3.45, p<0.01, IC 95%). En tanto la obtenida
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para caiman de anteojos en época no reproductiva fue de 2.07x10°/L
significativamente mayor a la obtenida en época reproductiva de 1.35x10°%L
(Estimado= 0.72, t= 3.45, p<0.01, IC 95%). No se obtuvieron diferencias
significativas entre los niveles de heterdfilos totales encontrados entre las dos
especies de crocodilianos en ninguna de las épocas (Estimado= 0.02, t= 0.52,
p>0.05, IC 95%).
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Figura 6. Medias Estimadas de los valores de heterdfilos totales (x10%L) en funcion de las
diferentes épocas y especies de crocodilianos. Se representan los estimados de confianza

+ 95
Basofilos

Respecto al conteo de basofilos totales, el modelo nulo (Baséfilos~ + (1|1D)), fue
el seleccionado, en donde ni la época ni la especie explican los niveles de basofilos

Séricos.
Eosino6filos

El modelo seleccionado de eosinofilos corresponde al modelo aditivo

(Eosinéfilos~ Epoca + Especie + (1|ID)), no se encontraron diferencias
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significativas para los niveles totales de eosinofilos entre época reproductiva y no
reproductiva en ninguna de las dos especies de crocodilianos (Estimado= 0.001, t=
0.19, p>0.05, IC 95%). Tampoco existen diferencias significativas entre los niveles
totales de eosindfilos entre las dos especies de crocodilianos (Estimado=0.01, t=
1.6, p>0.05, IC 95%)).

Linfocitos

Para realizar el andlisis de los linfocitos totales se utilizO un modelo aditivo
((Linfocitos~Epoca + Especie + (1]ID)), en el que se encontraron diferencias
significativas para los niveles totales de linfocitos entre época reproductiva y no
reproductiva en las dos especies de crocodilianos, con valores menores en época
reproductiva (Estimado=-0.18, t= -2.81, p <0.01, IC 95%). En el caso de cocodrilo
de pantano se obtuvo una media estimada de 0.871x10°L en época no
reproductiva, la cual fue significativamente mayor a la obtenida en época
reproductiva con una media estimada de 0.691x10%L (Estimado= 0.18, t= 2.77,
p<0.05, IC 95%). La diferencia de linfocitos totales para caiman en época no
reproductiva tuvo una media estimada de 0.702x10°/L, significativamente mayor a
la obtenida en época reproductiva de 0.523x10°%/L (Estimado= 0.18, t= 2.77, p<0.05,
IC 95%) (Figura 7). No se obtuvieron diferencias significativas entre los niveles de
linfocitos totales encontrados entre las dos especies de crocodilianos en ninguna de
las épocas (Estimado= 0.16, t= 1.85, p>0.05, IC 95%).
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Figura 7. Medias Estimadas de los valores de linfocitos totales (x10%L) en funcién de las
diferentes épocas y especies de crocodilianos. Se representan los estimados de confianza
+95

Monocitos

Estadisticamente en el modelo de monocitos seleccionado correspondiente al
aditivo  (Monocitos~ Epoca + Especie + (1]ID) se encontraron diferencias
significativas, con valores menores en época reproductiva en las dos especies de
crocodilianos (Estimado= -0.1, t= 3.13, p<0.01). Respecto a la media estimada
obtenida en la especie de cocodrilo de pantano de 0.26x10°%L en época no
reproductiva fue significativamente mayor a la obtenida en época reproductiva con
una media estimada de 0.16x10°%L (Estimado= 0.1, t= 3.08, p<0.05, IC 95%), como
se muestra en la Figura 8. En el caso del conteo total de monocitos para caiman en
época no reproductiva se obtuvo una media estimada de 0.29x10%L,
significativamente mayor a la obtenida en época reproductiva de 0.19x10°%L

(Estimado= 0.1, t= 3.08, p<0.05, IC 95%). No se obtuvieron diferencias significativas
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entre los niveles de monocitos totales encontrados entre las dos especies de

crocodilianos en ninguna de las épocas (Estimado= 0.03, t= 1.2, p>0.05, IC 95%).
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Figura 8. Medias Estimadas de los valores de monocitos totales (x10%L) en funcion de las
diferentes épocas y especies de crocodilianos. Se representan los estimados de confianza
+95

Eritrocitos

Para el andlisis de eritrocitos totales se utilizO un modelo aditivo
(Eritrocitos~ Epoca + Especie + (1]ID), en el cual no se encontraron diferencias
significativas entre época reproductiva y no reproductiva en ninguna de las dos
especies de crocodilianos (Estimado= 0.09, t=-1.15, p>0.05, IC 95%). Sin embargo,
existen diferencias significativas entre los niveles totales de eritrocitos entre las dos
especies, en donde el cocodrilo de pantano presenta mayores niveles de eritrocitos
con una media estimada de 1.12x10'%/L, comparado con los niveles obtenidos de
caiman con una media estimada de 0.89x10%?/L (Estimado= 0.22, t= 2.68, p<0.05,

IC 95%), como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Medias Estimadas de los valores de eritrocitos totales (x10*?/L) en funcion de las
diferentes épocas y especies de crocodilianos. Se representan los estimados de confianza
+95

Medidas morfométricas

Se analizaron las variables dependientes previamente descritas (testosterona,
células leucocitarias y eritrocitos) en funcién de tres medidas morfométricas:
longitud hocico-cloaca (LHC), largo del hocico (LH) y circunferencia de la base de
la cola (CC), esta ultima se incluyé debido a que se ha observado que es una zona

de almacenamiento tisular de reserva energeética.

Largo hocico-cloaca, circunferencia cola, largo hocico

Se realizaron cada uno de modelos lineales generales (aditivo, interaccion y nulo)
de las variables dependientes en funcién de las medidas morfométricas LHC, LH y
CC, en donde se obtuvé diferencias significativas con los modelos de Testosterona
en funcién de LHC, LH y CC en época no reproductiva. Asi como también se
encontraron diferencias estadisticamente significativas de leucocitos en funcion de

LHC, como se observa en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Resultados de los estimados y significancia de las variables dependientes en

Largo hocico y CC:

largo hocico-cloaca, LH:

funcion de las medidas morfométricas LHC

circunferencia de cola. *Valores estadisticamente significativos
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Como se puede observar no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las medidas morfométricas y los niveles de testosterona en
época reproductiva. Sin embargo, en época no reproductiva existen diferencias
significativas con los niveles de testosterona obtenidos. Los animales con mayor
longitud hocico-cloaca son los que presentan mayores niveles séricos de
testosterona en las dos especies (Estimado=0.4, t= 2.7, p<0.05, IC 95%), como se

muestra en la figura 10.
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Figura 10. Media estimada de testosterona sérica (ng/ml) en época no reproductiva en
funcion de la medida morfométrica largo hocico-cloaca. Se representan los estimados de

confianza + 95

Asi mismo, con los modelos aditivos: (Testosterona~LH + Especie + (1|ID))y
(Testosterona~ CC + Especie + (1|ID)), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en donde animales con mayor longitud de hocico
(Estimado= 0.21, t= 2.6, p<0.05, IC 95%) (Figura 11) y circunferencia de la cola
(Estimado= 0.07, t= 2.7, p<0.05, IC 95%) (Figura 12) presentaron mayores niveles

de testosterona.
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Figura 11. Media estimada de testosterona sérica (ng/ml) en época no reproductiva en
funcion de la medida morfométrica largo hocico. Se representan los estimados de confianza
+95
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Figura 12. Media estimada de testosterona sérica (ng/ml) en época no reproductiva en
funcién de la medida morfométrica circunferencia de la cola. Se representan los estimados

de confianza + 95
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Con los modelos para la variable de leucocitos en época reproductiva no se
encontraron diferencias significativas con ninguna de las tres medidas
morfométricas. Mientras que en época no reproductiva con el modelo aditivo
(Leucocitos~LHC + Especie + (1|ID)), se encontraron diferencias significativas con
los niveles obtenidos de leucocitos, donde los animales con mayor longitud hocico-

cloaca son los que presentan mayores niveles de leucocitos totales (Estimado=
0.02, t= 2.07, p<0.05, IC 95%), como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Media estimada de leucocitos totales (x10°%L) en época no reproductiva en

funcion de la medida morfométrica Largo Hocico-cloaca. Se representan los estimados de
confianza + 95

Para los niveles de leucocitos en funcidon de las medidas largo-hocico y

circunferencia de la cola no existen diferencias significativas en ninguna de las
especies.

En época reproductiva, con los modelos de la variable linfocitos en funcién de las

tres medidas morfométricas no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, en el modelo aditivo (Linfocitos~LHC+Especie+

(1|1D)), en época no reproductiva, se encontraron estadisticamente diferencias
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significativas con los niveles obtenidos de linfocitos, donde los animales con mayor
longitud hocico-cloaca son los que presentan mayores niveles de linfocitos totales
(Estimado= 0.002, t= 2.33, p<0.05, IC 95%) (Figura 14). No existen diferencias
significativas para los valores de linfocitos obtenidos en funcién de las medidas de
largo-hocico y circunferencia de la cola.
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Figura 14. Media estimada de linfocitos totales (x10%L) en época no reproductiva en funcion
de la medida morfométrica Largo Hocico-cloaca. Se representan los estimados de

confianza + 95

Para las variables de heterofilos, basofilos, eosinéfilos y monocitos en funcion de
las tres medidas morfométricas no se encontraron diferencias significativas en

ninguna de las especies ni épocas.
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V.- Discusién

Es necesario estudiar con un enfoque integral los diferentes sistemas fisioldgicos
intrinsecos que forman parte de los organismos. La secrecion de testosterona en
estas especies presenta cambios en su fluctuacion durante las épocas reproductiva
y no reproductiva, como se observa en los resultados, un aumento de los niveles
séricos de testosterona se observd durante la época reproductiva en ambas
especies de crocodilianos. La especie de cocodrilo de pantano presentd una media
estimada de testosterona de 20.9 ng/ml en época reproductiva siendo
significativamente mayor a la obtenida en época no reproductiva de 15.9 ng/ml. En
tanto que la media estimada en época reproductiva para el caiman de anteojos
(C.c.chiapasius) presenté un valor de 11.1 ng/ml, la cual es significativamente mayor
a la obtenida en época no reproductiva de 6.1 ng/ml. Esta elevacién de testosterona
también se ha observado en ejemplares de caiman americano (Alligator
mississippiensis), donde Lance (2003) informé que los niveles mas altos de
testosterona en suero se han encontrado en época de cortejo con un pico de 75
ng/ml mientras que en los meses que no hay actividad reproductiva tienen una
media de 2 ng/ml. También en el caso del cocodrilo cubano (Crocodylus rhombifer),
los machos en época reproductiva presentaron mayores niveles de testosterona en
heces comparado con otras épocas, asi como las concentraciones de testosterona
encontradas en hembras de la misma especie (Augustine et al., 2020). Las
variaciones de los niveles de testosterona, independientemente del sexo y género
filogenético, se pueden explicar por los procesos evolutivos que han presentado las
diferentes especies, los cuales producen variaciones en las propiedades del sistema
reproductivo, con consecuencias en las necesidades y la jerarquia de distribucion
de recursos entre los sistemas fisiologicos, por ejemplo, se ha demostrado que los
atributos fisiol6gicos especificos varian debido a una segregacion espacial a lo largo
de diferentes gradientes ambientales en los que se han desarrollado los individuos
(Hau, 2007; Segner et al., 2017).

El preciso mecanismo de la regulacién de la funcién testicular y secreciéon hormonal

de testosterona en crocodilianos es de conocimiento limitado, se han aislado varias
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isoformas de la hormona hormona liberadora de gonadotropina (GnRH, cGnRH-I
and cGnRH-II en Alligator mississippiensis), asi como de dos gonadotropinas
similares a sus homologos de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona foliculo-
estimulante (FSH) en mamiferos, la LH parece tener un papel en el incremento y
produccion de andrégenos en machos, sin embargo, se ha reportado que la FSH de
mamiferos tiene un potente efecto en la regulacion de la esteroidogénesis en

tortugas y caimanes (Kumar et al., 2011).

El aumento de los niveles séricos de testosterona durante la época reproductiva es
dado por el posible resultado de la necesidad de los machos de desarrollar
conductas o sefiales sexuales, capaces de ser indicadores confiables de su calidad
genética para las hembras y asi poder lograr los beneficios asociados con un
incremento en la inversién energética para la reproduccion y con ello el éxito
reproductivo. Dentro de las conductas demostradas en el comportamiento
reproductivo de los crocodilianos machos, se encuentran las vocalizaciones y
posturas corporales, asociadas con establecer y mantener el estatus jerarquico,
donde los individuos més dominantes tienen mayor acceso a la copula (Budd et al.,
2015; Goldstein y Gray, 2018). En algunas especies de aves, por ejemplo, en el
grévol chino (Tetrastes sewerzowi), se demostr6 que aquellos machos que
presentaron un mayor aumento en los niveles séricos de testosterona, expusieron
una mayor coloracion rojiza de su cresta, una mejor condicion corporal y una mayor
cantidad de copulas comparados con los ejemplares con menores niveles de
testosterona, resultado consistente con la hipotesis de que el tamafio y la coloracion
de la cresta son sefales honestas de una mejor calidad genética del macho de estas

especies, sefales mediadas por testosterona (Yang et al., 2013).

En el caso de crocodilianos, el tamafo del ejemplar y el comportamiento agresivo,
son caracteristicas que parecen ser constantes en los ejemplares mas dominantes,
muchos investigadores han correlacionado positivamente a la testosterona con el
dominio social (Lang, 1987; De Barros, 2001; Da Silviera et al.,, 2011). Esta
informacion corresponde con los resultados obtenidos en este estudio, debido a que

los ejemplares con mayores longitudes fueron aquellos que presentaron los
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mayores niveles de testosterona, ya que son individuos mas competitivos, capaces
de tener los recursos energéticos relacionados a la sintesis de testosterona aun en
épocas no reproductivas. Este aumento de testosterona en funcion del tamafio del
individuo concuerda con los resultados obtenidos en el cocodrilo de Nilo (Crocodylus
niloticus), en donde niveles de testosterona basal mas elevados se encontraron en
los animales mas grandes (Individuos de longitud: >75 cm: 2344 +/- 16 pg/ml)
comparados con aquellos mas pequefios (Individuos de longitud <65 cm: 815 +/- 91
pg/ml) (Morpurgo et al., 1992). También en el caiman americano, donde los machos
mas largos presentaron mayores niveles de testosterona en época reproductiva

comparado con los machos mas pequefios (Milnes et al., 2002; Hamlin et al., 2011).

La relacion entre la longitud del individuo y los niveles séricos de testosterona
sintetizada, puede ser explicada por los siguientes factores: En primera instancia,
se conoce gue la hormona testosterona es una hormona relacionada con factores
anabalicos, los cuales incrementan la sintesis de proteina, asi como la estimulacion
de factores de crecimiento de la somatotropina (en especies de vertebrados con
dimorfismo sexual donde los machos son mas largos que las hembras), por lo que,
a mayor secrecién de testosterona mayor longitud del individuo (Rooney et al., 2004;
John-Alder et al., 2007). El segundo factor se relaciona directamente con la
subordinacion de los ejemplares, una reduccién en las concentraciones de
testosterona puede ser el resultado de las interacciones agonistas con machos mas
dominantes y largos, con lo que se produce una situacion de estrés en individuos
subordinados, con la consecuencia de la diminucion en la secrecion de testosterona
(Lance et al., 2004; Hamlin et al., 2011). El nivel de testosterona puede aumentar
en la fase inicial de un estrés agudo, factor que se ha observado prevalecer en
individuos que tienen mayor experiencia o han logrado triunfar en interraciones
agonistas, mientras que la disminucién de los niveles de testosterona en machos
subordinados esta dado por la hormona adrenocorticotropica, la cual a su vez
estimula la secrecion de glucocorticoides que a su vez ejercen un efecto negativo

en la produccion de testosterona (Chichinadze y Chichinadze, 2008).
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Finalmente, un factor que se debe de tener en consideracién es la nutricion,
animales mas dominantes tienen mayor acceso a recursos ambientales, se debe de
recordar que los recursos disponibles en el ambiente son de caracter limitado, por
lo que una mejor nutricion puede llegar a tener un efecto estimulante en las
gonadotropinas, que a su vez estimulan la produccion de testosterona como ha sido
demostrado en especies de mamiferos (Walkden-Brown,1994), sin embargo, faltan

mas estudios acerca de este Ultimo punto en especies de reptiles y crocodilianos.

El siguiente punto particular para analizar son los valores hematoldgicos que se
obtuvieron en las diferentes épocas. Es necesario realizar mayor investigacion para
establecer rangos de referencia de los diferentes analitos en las diferentes especies
de crocodilianos, donde se debe tomar en cuenta diferentes factores como la
localizacion geograéfica, variaciones genéticas, dieta, entre otras variables (Millan et
al., 1997; Zayas et al., 2011). Dentro de estas variables, se debe considerar el
estadio reproductivo en el que se encuentran los ejemplares, ya que como se
demostré en este estudio, en las dos especies de crocodilianos, se puede observar
que el total de leucocitos varia de acuerdo con la época en la que se encuentra el
individuo. Los resultados obtenidos demuestran una disminucion de leucocitos

totales, asi como una disminucién de heterofilos, linfocitos y monocitos.

La disminucion de los niveles de leucocitos totales en época reproductiva se puede
explicar de manera complementaria con otro sistema fisioldgico intrinseco de los
individuos, con el que probablemente comparta ciertos recursos metabdlicos por lo
que se indaga en una probable interaccion entre los sistemas reproductivo-
imnunoldgicos. Es importante mencionar que las hormonas sexuales esteroideas
regulan el crecimiento, diferenciacion y funcionamiento de varios tipos celulares del
sistema inmune. Parte de la regulacion de la testosterona hacia el sistema inmune
puede estar mediada por receptores de andrégenos (AR) presentes en algunas
células inmunoldgicas, tales como los linfocitos, lo que sugiere que la hormona
puede modular directamente su funcion. Los receptores de andrégenos son
regulados por uniones de ligando (agonistas y antagonistas), los cuales regulan la

transcripcion de los genes necesarios para la diferenciacion, crecimiento o
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sobrevivencia celular, aunque estos mecanismos todavia no son bien comprendidos
(Kovats et al., 2010).

Al tener en consideracion, que cuando los costos de reproduccibn son mas
elevados, por la asignacion de recursos para la completa expresion del
comportamiento reproductivo, la testosterona con un posible papel regulador podria
generar un efecto negativo sobre el sistema inmune. Este efecto negativo puede
causar supresion en ciertas células del sistema inmune innato con el fin de que los
individuos puedan asignar sus recursos metabdlicos necesarios a la completa
expresion de comportamientos sexuales (Grossman, 1985). Esta disminucion en los
niveles totales de leucocitos se ha encontrado en la lagartija colilarga
(Psammodromus algirus) en donde a mayor nivel de testosterona, menor el conteo
total de leucocitos, por reduccién de linfocitos. La inmunosupresion es uno de los
mecanismos en donde se puede elucidar los costos elevados que tiene el organismo
para mantener los niveles de testosterona altos (Puerta et al., 1996; Salvador et al.,
1996).

En el presente estudio, se demostré que, durante la época reproductiva, existié una
disminucién en la media de heter6filos en ambas especies de crocodilianos. No se
ha demostrado el efecto directo de la testosterona sobre los heterofilos en reptiles.
Sin embargo, las investigaciones en los efectos sobre los neutréfilos, homaologos
celulares en mamiferos, han demostrado que puede provocar una disminucién en
la cantidad de neutréfilos circulantes, efecto que se ha demostrado
experimentalmente por medio de la castracion de ratones macho (Camacho et al.,
2011). Asi mismo, la testosterona llega a aumentar la expresion de quimiocinas
locales, lo que lleva a una infiltracion excesiva a tejidos, pero con caracteristicas
disfuncionales que perpettan el proceso inflamatorio, el dafio tisular y la disfuncién
organica. Al mismo tiempo, esta infiltracion excesiva provoca que estas ceélulas
exhiban un fenotipo "similar a N2" (fenotipo pro tumoral) con una eficiencia reducida,
también reduce la produccion de especies reactivas de oxigeno y eleva la expresion

de moléculas inmunomoduladoras como la interleucina 10 y el factor de crecimiento
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transformante beta 1 (Lai et al., 2012; Klein y Flanagan; 2016; Scalerandi et al.,
2018).

Con relacién a los efectos de las diferentes épocas en los leucocitos: eosinofilos y
basdfilos, no se observaron diferencias significativas entre las medias de estos en
las diferentes épocas. Sin embargo, cabe mencionar que se ha estudiado que la
testosterona puede reducir la adhesién y viabilidad de los eosindéfilos en mamiferos
(Hamano et al., 1998).

Por otro lado, en el caso de los monocitos circulantes, se puede observar que existio
una disminucion en la circulacion en las dos especies de crocodilianos durante la
época reproductiva. Se ha estudiado que la testosterona puede tener un papel en
la regulacién de la apoptosis y crecimiento de las lineas celulares monociticas, con
un posible resultado de la disminucion de estos. La testosterona también modula el
factor de transcripcion nuclear NF-kB, interfiriendo en el crecimiento celular y en la
apoptosis de estas células, también regula positiva o negativamente la expresion y
produccion de la produccion de interleucina 6 y de prostaglandina E2 en monocitos
periféricos (Cutolo et al., 2005). Algo semejante sucede con los macrofagos, células
que proceden de los monocitos, experimentalmente se demostré un efecto
inmunosupresor hacia los macréfagos, a causa de la administracion de testosterona
exdgena a animales gonadectomizados (Kanda et al., 1996; Cutolo et al., 2005;
Camacho et al., 2011; Pergola et al., 2011).

Finalmente, por lo que se refiere a la media de linfocitos, se observé una
disminucién de los linfocitos en época reproductiva. Existen estudios que
demuestran que la testosterona, en algunas especies animales, puede influir en
receptores timicos, lo que puede provocar una supresion en la produccion de
linfocitos, aunque los mecanismos involucrados en estos efectos no estan
claramente identificados (Da Silva, 1999). En otras especies de reptiles, como es el
caso de la tortuga de Caspio (Mauremys caspica), se ha demostrado que la
administracion de testosterona, aplicada a una dosis maxima, equivalente a la que
esta especie de tortuga alcanza en época de cortejo, produce una ligera involucion

del timo y bazo, asi como linfopenia (Saad et al., 1991). En experimentacion con
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ratones BALB/c AnN, in vitro, se ha demostrado que la proliferacion de linfocitos T
obtenidos de hembras es mayor a la obtenida en machos (De Ledn-Nava, 2009).
Zuk et al. (1995) encontraron que manipulaciones experimentales de testosterona
en aves de corral (Gallus gallus) puede resultar en una disminucién de linfocitos

circulantes.

Este efecto en la disminucion de la inmunocompetencia en las dos especies de
crocodilianos no se observé en las épocas no reproductivas debido a que, este
periodo al ser menos demandante energéticamente (al no existir actividades
reproductivas), genera que los organismos reasignen sus reservas energéticas a la
produccion de células inmunes para combatir patbgenos y de esta manera los

organismos puedan estar presentes en la siguiente época reproductiva.

Es de importancia critica recalcar que estos patrones de inmunidad regulados por
hormonas esteroides no se han encontrado en todas las especies de reptiles o
vertebrados estudiados, posiblemente por las diferentes estrategias de
reproduccion de los individuos (Hudson et al., 2020). Se considera que en reptiles
la temperatura y el fotoperiodo podrian estar involucrados en estos cambios
inmunolégicos, sin embargo, en ambientes y condiciones controladas, estos
cambios también se han observado durante las diferentes épocas (Saad et al.,
1991).

La determinacién de las células inmunes blanco y la comprension de los
mecanismos por los cuales la testosterona modifica su produccion, maduracion y
funcién, es de importancia para develar las causas de las diferentes estrategias de
supervivencia. Al tomar en cuenta las evidencias de los efectos de la testosterona
sobre algunas células del sistema inmune, se debe considerar que, aunque se
sugiere de manera general una inmunosupresion, también se han encontrado

algunos efectos inmunopotenciadores (Camacho et al., 2011).

Se podria considerar que no solo se trataria de una inmunosupresion causada por
la testosterona, sino de una redistribucion temporal, en donde las células
inmunitarias se distribuyen a compartimentos donde es probable que sean de mayor

utilidad en ese momento, esto mediante la unién de la testosterona a receptores en
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los leucocitos, lo que desencadenaria su migracién a otros tejidos (Braude et al.,
1999).

Por otra parte, las diferencias significativas que se obtuvieron en época no
reproductiva donde los individuos con mayor LHC son aquellos que presentan
mayor cantidad de leucocitos totales, se pueden explicar debido a que estos
individuos al ser supuestamente los mas dominantes, tienen mayor acceso a los
recursos ambientales, por lo que pueden tener una mayor produccion de leucocitos
para asegurar su supervivencia inmediata. También como se comentd
anteriormente, son aquellos que tienen los recursos necesarios para mantener los

niveles basales del sistema reproductivo mas elevados.

Estos mayores niveles de leucocitos en funcion con el tamafio del ejemplar en época
no reproductiva, puede ser una ejemplificacion de la calidad de los machos
dominantes, debido a que probablemente los machos de menor calidad tengan
mayor demanda energética de otros sistemas fisioldgicos, incluyendo el
inmunoldgico, cuando se les compara con los individuos dominantes. Por lo que
animales mas dominantes y largos tendrian los recursos energéticos para producir
mayores niveles de leucocitos y de esta manera sobrevivir para la siguiente época
reproductiva (Saino et al., 1995). Este factor de dominancia relacionado con la
produccién de leucocitos también ha sido encontrado en estudios de golondrina
comun, en donde aquellos machos de golondrina con menor largo de cola (caracter
sexual secundario de la especie, donde animales mas dominantes presentan mayor
largo de cola), presentan mayor carga parasitaria y menor posibilidad de
supervivencia, a causa de una menor inmunocompetencia, comparados con
individuos mas dominantes. Asi mismo, estudios realizados con el cocodrilo de agua
salada (Crocodylus porosus), los animales con mayor largo de cabeza tuvieron una
mayor respuesta inmune cuando se estimularon con fitohemaglutinina (Finger Jr. et
al., 2016). Sin embargo, cabe mencionar que los resultados encontrados no
coinciden con los encontrados en el caiman del Orinoco (Crocodylus intermedius),
donde se obtuvo una correlacion negativa, aunque cabe recalcar que el estudio fue

realizado sin distinguir entre ambos sexos y durante todo el afio, sin tomar en cuenta
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una época en especifico (Fuentes et al., 2011). Se debe considerar que el largo de
un individuo puede estar correlacionado con diversos factores como las condiciones
ambientales, estrés, enfermedades; sin perder la perspectiva reproductiva donde
puede ser una sefal de ventaja o aptitud (Hudson et al., 2020). Una prediccion de
este estudio era que esta relacion también se presentara en época reproductiva,
con la explicacion de que los animales con mayor calidad son aquellos que pueden
pagar el costo de una inmunosupresion y aun asi pudieran mantener los
comportamientos sexuales secundarios para su reproduccion, posiblemente se

observaria esta relacién con un aumento en la muestra.

Finalmente, el dltimo valor hematologico a analizar es la cantidad de eritrocitos
totales, donde no se encontraron diferencias significativas entre las diferentes
épocas, sin embargo, se debe recalcar que se ha sefialado que los andrégenos
pueden alterar el desarrollo de la hematopoyesis en la médula 6ésea y aumentar el
suministro de globulos rojos, pocos estudios longitudinales se han realizado en este

aspecto fisiologico (Puerta et al., 1995; Kelani y Durotoye, 2002).

Es necesario recalcar que entender el mecanismo entre la relacion del sistema
inmune y reproductivo necesita una mayor investigacioén. Es preciso investigar la
respuesta inmunitaria de manera multifactorial (inmunidad innata y adaptativa). Asi
mismo, se debe tomar en consideracion que la testosterona también puede afectar
a otras hormonas y, por tanto, alterar indirectamente la funcion inmunitaria, por lo
gue es necesario realizar mediciones sanguineas de otras hormonas. Por ejemplo,
se ha observado una elevacion de corticosterona en estudios en donde la
testosterona altera la funcion inmunitaria, debido a su efecto inmunomodulador, por
lo que también podria estar involucrada (Greenman et al., 2005). Razo6n por la que

es de suma importancia realizar estudios hormonales complementarios.
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VI.- Conclusiones

La evidencia que se presenta en este trabajo explica la importancia de realizar
mayores investigaciones de los sistemas de retroalimentacion que existen entre el
sistema reproductivo y el inmunolégico en los diferentes estadios reproductivos en
los crocodilianos. Sin embargo, podemos concluir que existe un efecto referente a
la época en los niveles de testosterona, donde se observa un aumento de su media
en la época reproductiva, mientras que al mismo tiempo se observa una disminucién
en la media de leucocitos circulantes. Lo que probablemente sea una indicacion de
que los organismos, en época reproductiva, prefieren invertir los recursos
energéticos en los comportamientos y caracteres sexuales secundarios necesarios
para obtener el éxito reproductivo. Mientras que en época no reproductiva ocurre el
efecto inverso, ya que al no existir esta necesidad de manifestar estos caracteres
disminuye la media de testosterona, los costos reproductivos y por lo tanto el

aumento de leucocitos en las dos especies de crocodilianos estudiados.

Se demostr6 que existe un aumento en los niveles séricos de testosterona en
funcién de la longitud hocico-cloaca, largo de craneo y circunferencia de cola, asi
como una mayor produccion de leucocitos en funcién de LHC en época no
reproductiva. Esto debido a una posible ventaja de los animales mas largos en la
capacidad de competir por recursos, lo que les proporciona una vida Gtil mas larga,
con mayor éxito reproductivo comparado a machos mas pequefios con menor

capacidad de competencia.

Existe actualmente un debate en la comunidad cientifica con respecto al efecto
inmunosupresor de la testosterona. Algunos estudios demuestran este efecto
mientras que otros, parecen sugerir que la testosterona ayuda a los organimos a
combatir patégenos. Sin embargo, organismos de excelente calidad, son capaces
de realizar conductas de cortejo y competencia por parejas, mientras
simultAneamente combaten a patdgenos, a pesar de experimentar cierta supresion

inmune debido a niveles elevados de testosterona.
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El sistema inmune y reproductivo comparten muchos receptores, pero para un mejor
entendimiento de este proceso de comunicacion bilateral es necesario continuar con
el estudio de las funciones inmunes y reproductivas, mediados por la testosterona

durante diferentes épocas reproductivas en machos de crocodilianos.

Para finalizar, es importante el estudio de la reproduccién en crocodilianos,
especificamente el monitoreo hormonal, ya que nos permite conocer aspectos
relevantes e importantes para el éxito en su reproduccién, asi como también
profundizar en el estudio complementario del sistema inmunoldgico, tanto el sistema
innato como el adaptativo de estos ejemplares, para poder comprender mejor todos
los factores relativos a su inmunocompetencia y su relacién con el sistema

reproductivo.

53



VIl.- Referencias

Abdool, F. S., Coetzer, T. H. y Goldring, J. D. (2020). Isolation of Nile crocodile
(Crocodylus niloticus) serum immunoglobulin M and Y (IgM and 1gY). Journal of
immunological methods, 478, 112724.

Alvarez del Toro M. (1974). Los Crocodylia de México (Estudio Comparativo).
Instituto Mexicano de Recursos Naturales Renovables, México

Arikan H. y Cicek, K. (2014). Haematology of amphibians and reptiles: A
review. North-Western journal of zoology, 10(1).

Ashley N. T. y Wingfield J.C. (2012). Sickness behavior in vertebrates: Allostasis,
Life-HIstory modulation and hormonal regulation. Ecoimmunology. Demas, G. y

Nelson, R. (Eds.). Oxford University Press.

Augustine, L., Miller, K., Peters, A., Franklin, A. D., Steinbeiser, C. M., Brown, J. L.,
y Prado, N. A. (2020). Impacts of the season and reproductive status on fecal
reproductive and adrenocortical steroid metabolites in zoo Cuban crocodiles
(Crocodylus rhombifer). Zoo Biology, 39(6), 411-421.

Balaguera-Reina, S. A., Venegas-Anaya, M., Sanjur, O. |., Lessios, H. A., y
Densmore, L. D. (2015). Reproductive ecology and hatchling growth rates of the
American Crocodile (Crocodylus acutus) on Coiba Island, Panama. South American
Journal of Herpetology, 10(1), 10-22.

Barrios, G. y Cremieux, J. (2018). Protocolo de rancheo para cocodrilo de pantano
(Crocodylus moreletii) en México. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso

de la Biodiversidad (Conabio), México.

Barrios-Quiroz, G., Casas-Andreu, G. y Escobedo-Galvan, A. H. (2012). Sexual size
dimorphism and allometric growth of Morelet's crocodiles in captivity. Zoological
Science, 29(3), 198-203.

54



Bates, D., Maechler, M., Bolker, B. y Walker, S. (2015). Fitting Linear Mixed-Effects
Models Using Ime4. Journal of Statistical Software, 67(1), 1-48.

Baxter-Gilbert, J. H., Riley, J. L., Mastromonaco, G. F., Litzgus, J. D. y Lesbarréres,
D. (2014). A novel technique to measure chronic levels of corticosterone in turtles

living around a major roadway. Conservation physiology, 2(1).

Belliure, J., Smith, L. y Sorci, G. (2004). Effect of testosterone on T cell-mediated
immunity in two species of Mediterranean lacertid lizards. Journal of Experimental

Zoology Part A: Comparative Experimental Biology, 301(5), 411-418.

Berger, S., Martin Il, L. B., Wikelski, M., Romero, L. M., Kalko, E. K., Vitousek, M. N.
y Rodl, T. (2005). Corticosterone suppresses immune activity in territorial Galapagos

marine iguanas during reproduction. Hormones and Behavior, 47(4), 419-429.

Berkvens, C. N., Hyatt, C., Gilman, C., Pearl, D. L., Barker, I. K. y Mastromonaco,
G. F. (2013). Validation of a shed skin corticosterone enzyme immunoassay in the
African House Snake (Lamprophis fuliginosus) and its evaluation in the Eastern
Massasauga Rattlesnake (Sistrurus catenatus catenatus). General and comparative

endocrinology, 194, 1-9.

Braude, S., Tang-Martinez, Z. y Taylor, G. T. (1999). Stress, testosterone, and the
immunoredistribution hypothesis. Behavioral Ecology, 10(3), 345-350.

Brown, D. R., Schumacher, I. M., Nogueira, M. F., Richey, L. J., Zacher, L. A,,
Schoeb, T. R. y Brown, M. B. (2001). Detection of antibodies to a pathogenic
mycoplasma in American alligators (Alligator mississippiensis), broad-nosed
caimans (Caiman latirostris), and Siamese crocodiles (Crocodylus siamensis).

Journal of clinical microbiology, 39(1), 285-292.

Buchanan, K. L., Evans, M. R., y Goldsmith, A. R. (2003). Testosterone, dominance
signalling and immunosuppression in the house sparrow (Passer domesticus).

Behavioral Ecology and Sociobiology, 55(1), 50-59.

55



Budd, K. M., Spotila, J. R. y Mauger, L. A. (2015). Preliminary Mating Analysis of
American Crocodiles, Crocodylus acutus, in Las Baulas, Santa Rosa, and Palo
Verde National Parks, Guanacaste, Costa Rica. South American Journal of
Herpetology, 10(1), 4-9.

Camacho I., Morales J. y Velazquez J. (2011). Efectos no reproductivos de
hormonas esteroides. Sociedad Mexicana de Neuroinmunoendocrinologia.
Universidad Auténoma Metropolitana.

Casas-Andreu G. y Guzman-Arroyo M. (1970). Estado actual de las investigaciones
sobre cocodrilos mexicanos. Secretaria de Industria y Comercio. Instituto Nacional
de Investigaciones Bioldgico Pesqueras. Serie Divulgacion, 3, 1-52.

Casas-Andreu, G., Barrios-Quiroz, G. y Macip-Rios, R. (2011). Reproduccion en
cautiverio de Crocodylus moreletii en Tabasco, México. Revista mexicana de
biodiversidad, 82(1), 261-273.

Casto, J. M., Nolan, Jr, V. y Ketterson, E. D. (2001). Steroid hormones and immune
function: experimental studies in wild and captive dark-eyed juncos (Junco
hyemalis). The American Naturalist, 157(4), 408-420.

Chichinadze, K., y Chichinadze, N. (2008). Stress-induced increase of testosterone:
contributions of social status and sympathetic reactivity. Physiology & behavior,
94(4), 595-603.

Childs, C. E., Calder, P. C. y Miles, E. A. (2019). Diet and immune function. MDPI
AG: Nutrients, 11.

Comisién Nacional para el Uso y Conservacién de la Biodiversidad (CONABIO).
(2020). Cocodrilo de pantano (Crocodylus moreletii). En:

https://www.biodiversidad.gob.mx/planeta/cocodrilos_m/.

56



Cutolo, M., Capellino, S., Montagna, P., Ghiorzo, P., Sulli, A., y Villaggio, B. (2005).
Sex hormone modulation of cell growth and apoptosis of the human

monocytic/macrophage cell line. Arthritis research and therapy, 7(5), 1-9.

Da Silva, J. A. P. (1999). Sex hormones and glucocorticoids: interactions with the

immune system. Annals of the New York Academy of Sciences, 876(1), 102-118.

Da Silveira, R., Farias, I. P., Magnusson, W. E., Muniz, F. L., Hrbek, T. y Campos,
Z. (2011). Multiple paternity in the black caiman (Melanosuchus niger) population in
the Anavilhanas National Park, Brazilian Amazonia. Amphibia-Reptilia, 32(3), 428-
434.

De Barros, F. (2001). Class Reptilia, Order Crocodilia (Crocodilians): Caimans,
Crocodiles. Biology, Medicine, and Surgery of South American Wild Animals, 9-14.

De Ledn-Nava, M. A., Nava, K., Soldevila, G., L6pez-Griego, L., Chavez-Rios, J. R.,
Vargas-Villavicencio, J. A. y Morales-Montor, J. (2009). Immune sexual dimorphism:
effect of gonadal steroids on the expression of cytokines, sex steroid receptors, and
lymphocyte proliferation. The Journal of steroid biochemistry and molecular biology,
113(1-2), 57-64.

Delves, P. J. y Roitt, I. M. (2000). The immune system. New England journal of
medicine, 343(1), 37-49.

Demas, G. y Nelson, R. (Eds.). (2012). Ecoimmunology. Oxford University Press.

Detoeuf-Boulade, A. S. (2006). Reproductive cycle and sexual size dimorphism of
the Nile crocodile (Crocodylus niloticus) in the Okavango Delta, Botswana (Doctoral

dissertation, Stellenbosch: Stellenbosch University).

Dominguez-Laso, J. (2006). Determinacion del estado de las poblaciones silvestres
del cocodrilo de pantano (Crocodylus moreletii) en México y evaluaciéon de su
estatus en la CITES. Instituto de Historia Natural y Ecologia. Informe final SNIB—
CONABIO proyecto No. CS009. México D. F.

57



Duffy, D. L., Bentley, G. E., Drazen, D. L. y Ball, G. F. (2000). Effects of testosterone
on cell-mediated and humoral immunity in non-breeding adult European starlings.
Behavioral Ecology, 11(6), 654-662.

Eatwell, K., Hedley, J., y Barron, R. (2014). Reptile haematology and
biochemistry. In Practice, 36(1), 34-42.

Eikenaar, C., Husak, J., Escallon, C. y Moore, I. T. (2012). Variation in testosterone
and corticosterone in amphibians and reptiles: relationships with latitude, elevation,
and breeding season length. The American Naturalist, 180(5), 642-654.

Escobedo-Galvan, A. H., Padilla-Paz, S. E., Perera-Trejo, E. E., Gonzalez-Jauregui,
M. y Gémez-Duarte, J. O. (2009). Crocodylus moreletii (Morelet’s crocodile) nesting

ecology. Herpetological Review, 40, 211-212.

Evans, M. R., Goldsmith, A. R., y Norris, S. R. (2000). The effects of testosterone on
antibody production and plumage coloration in male house sparrows (Passer

domesticus). Behavioral Ecology and Sociobiology, 47(3), 156-163.

Finger Jr, J. e Isberg, S. R. (2012). A review of innate immune functions in

crocodilians. Animal Science Reviews, 7(7), 195.

Finger Jr, J. W., Adams, A. L., Thomson, P. C., Shilton, C. M., Brown, G. P., Moran,
C. e Isberg, S. R. (2013). Using phytohaemagglutinin to determine immune
responsiveness in saltwater crocodiles (Crocodylus porosus). Australian Journal of
Zoology, 61(4), 301-311.

Flatt, T. y Heyland, A. (Eds.). (2011). Mechanisms of life history evolution: the
genetics and physiology of life history traits and trade-offs. OUP Oxford.

Folstad, I. y Karter, A. J. (1992). Parasites, bright males, and the

immunocompetence handicap. The American Naturalist, 139(3), 603-622.

58



Food and drug administration (FDA). (2018). Bioanalytical Method validation.

Guidance for the industry. Biopharmaceutics

French, S. S., McLemore, R., Vernon, B., Johnston, G. |. y Moore, M. C. (2007).
Corticosterone modulation of reproductive and immune systems trade-offs in female
tree lizards: long-term corticosterone manipulations via injectable gelling material.
Journal of Experimental Biology, 210(16), 2859-2865.

French, S. S. y Moore, M. C. (2008). Immune function varies with reproductive stage
and context in female and male tree lizards, Urosaurus ornatus. General and

comparative endocrinology, 155(1), 148-156.

Fuentes, A. G. M., Seijas, A. E. y Rossini, M. (2011). Valores hematoldgicos en
ejemplares jovenes de caiman del Orinoco (Crocodylus intermedius) en Venezuela.
Revista Cientifica, 21(4), 360-364.

Fuxjager, M. J., Foufopoulos, J., Diaz-Uriarte, R. y Marler, C. A. (2011). Functionally
opposing effects of testosterone on two different types of parasite: implications for

the immunocompetence handicap hypothesis. Functional Ecology, 25(1), 132-138.

Galina, C. y Valencia, J. (2008). Reproduccioén de los animales domésticos. Limusa,

3).

Ghoral, S.M. y Priyam, M. (2018). Reptilia: Cellular immunity in reptiles: Perspective
on elemnts of evolution. In Cooper EL, editor. Advances in Comparative

Immunology. Springer International Publishing AG, 773-786

Goldstein, R. A. y Gray, P. M. (2018). Evolutionary GEM: Crocodilian Vocalizations.

Western Undergraduate Research Journal: Health and Natural Sciences, 9(1).

GoOmez-Lucia, E., Blanco, M. D. M. y Doménech, A. (2007). Manual de inmunologia

veterinaria. Pearson Prentice Hall.

59



Gonzalez, G., Sorci, G. y de Lope, F. (1999). Seasonal variation in the relationship
between cellular immune response and badge size in male house sparrows (Passer

domesticus). Behavioral Ecology and Sociobiology, 46(2), 117-122.

Gonzalez—-Desales, G. A., Monroy-Vilchis, O., Charruau, P. y Zarco—Gonzalez, M.
M. (2016). Aspectos ecoldgicos de la anidacion de Caiman crocodilus chiapasius
(Bocourt, 1876) en la reserva de la biosfera La Encrucijada, México. Animal
Biodiversity and Conservation, 39(2), 155-160.

Greenman, C. G., Martin Il, L. B. y Hau, M. (2005). Reproductive state, but not
testosterone, reduces immune function in male house sparrows (Passer

domesticus). Physiological and Biochemical Zoology, 78(1), 60-68.

Grigg, G. (2015). Biology and evolution of crocodylians. Clayton South: Csiro
Publishing.

Grossman, C. J. (1985). Interactions between the gonadal steroids and the immune
system. Science, 227(4684), 257-261.

Hall, J. E. y Hall, M. E. (2020). Guyton and Hall textbook of medical physiology e-

Book. Elsevier Health Sciences.

Halliday, W. D., Paterson, J. E., Patterson, L. D., Cooke, S. J., y Blouin-Demers, G.
(2014). Testosterone, body size, and sexual signals predict parasite load in Yarrow’s

Spiny Lizards (Sceloporus jarrovii). Canadian journal of zoology, 92(12), 1075-1082.

Hamano, N., Terada, N., Maesako, K. I., Numata, T. y Konno, A. (1998). Effect of
sex hormones on eosinophilic inflammation in nasal mucosa. Allergy and asthma

proceedings (Vol. 19, No. 5, p. 263). OceanSide Publications.

Hamilton, W. D. y Zuk, M. (1982). Heritable true fitness and bright birds: a role for
parasites?. Science, 218(4570), 384-387.

60



Hamilton, M. T., Finger Jr, J. W., Elsey, R. M., Mastromonaco, G. F. y Tuberville, T.
D. (2018). Corticosterone in American alligator (Alligator mississippiensis) tail
scutes: Evaluating the feasibility of using unconventional samples for investigating

environmental stressors. General and comparative endocrinology, 268, 7-13.

Hamlin, H. J., Lowers, R. H., y Guillette Jr, L. J. (2011). Seasonal androgen cycles
in adult male American alligators (Alligator mississippiensis) from a barrier island
population. Biology of reproduction, 85(6), 1108-1113.

Hau, M. (2007). Regulation of male traits by testosterone: implications for the

evolution of vertebrate life histories. BioEssays, 29(2), 133-144.

Hernandez-Hurtado, H., Garcia de Quevedo Machain, R., Hernandez-Hurtado, P.,
Jiménez-Quiroz, M. C., y Espino-Barr, E. (2006). Los cocodrilos de la costa Pacifico
occidental (Michoacén, Colima y Jalisco) de México. Los recursos pesqueros y
acuicolas de Jalisco, Colima y Michoacén. Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién. México, 375-389.

Huchzermeyer, F. W. (2003). Crocodiles: biology, husbandry and diseases. CABI
Publishing.

Hudson, S. B., Kluever, B. M., Webb, A. C. y French, S. S. (2020). Steroid hormones,
energetic state, and immunocompetence vary across reproductive contexts in a

parthenogenetic lizard. General and comparative endocrinology, 288, 113372.

Huyghe, K., Husak, J. F., Herrel, A., Tadi¢, Z., Moore, I. T., Van Damme, R., y
Vanhooydonck, B. (2009). Relationships between hormones, physiological
performance and immunocompetence in a color-polymorphic lizard species,

Podarcis melisellensis. Hormones and behavior, 55(4), 488-494.

Iwasaki, A., y Medzhitov, R. (2010). Regulation of adaptive immunity by the innate
immune system. Science, 327(5963), 291-295.

61



John-Alder, H. B., Cox, R. M. y Taylor, E. N. (2007). Proximate developmental
mediators of sexual dimorphism in size: case studies from squamate reptiles.

Integrative and Comparative Biology, 47(2), 258-271.

Kanda, N., Tsuchida, T., y Tamaki, K. (1996). Testosterone inhibits immunoglobulin
production by human peripheral blood mononuclear cells. Clinical and experimental
Immunology, 106(2), 410-415.

Kelani, O. L., y Durotoye, L. A. (2002). Haematological responses of the African giant
rat (Cricetomis gambianus) to castration and androgen replacement. Vet Arh, 72(1),
39-49.

Klein, S. L. (2000). The effects of hormones on sex differences in infection: from

genes to behavior. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 24(6), 627-638.

Klein, S. L., y Flanagan, K. L. (2016). Sex differences in immune responses. Nature
Reviews Immunology, 16(10), 626-638.

Kofron, C. P. (1990). The reproductive cycle of the Nile crocodile (Crocodylus
niloticus). Journal of Zoology, 221(3), 477-488.

Kofron, C. P. y Steiner, C. (1994). Observations on the African dwarf crocodile,
Osteolaemus tetraspis. Copeia, 1994(2), 533-535.

Kommanee, J., Preecharram, S., Daduang, S., Temsiripong, Y., Dhiravisit, A.,
Yamada, Y. y Thammasirirak, S. (2012). Antibacterial activity of plasma from
crocodile (Crocodylus siamensis) against pathogenic bacteria. Annals of clinical

microbiology and antimicrobials, 11(1), 1-8.

Kovats S., Carreras E., Agrawal H. (2010) Sex Steroid Receptors in Immune Cells.
In: Klein S., Roberts C. (eds) Sex Hormones and Immunity to Infection. Springer,
Berlin, Heidelberg. Doi: 10.1007/978-3-642-02155-8 3

62



Kumar, S., Roy, B. y Rai, U. (2011). Hormonal regulation of testicular functions in

reptiles. In Hormones and reproduction of vertebrates, pp. 63-88.

Lai, J. J., Lai, K. P., Zeng, W., Chuang, K. H., Altuwaijri, S. y Chang, C. (2012).
Androgen receptor influences on body defense system via modulation of innate and
adaptive immune systems: lessons from conditional AR knockout mice. The
American journal of pathology, 181(5), 1504-1512.

Lance, V. A. (1989). Reproductive cycle of the American alligator. American
Zoologist, 29(3), 999-1018.

Lance, V. A. (2003). Alligator physiology and life history: the importance of
temperature. Experimental gerontology, 38(7), 801-805.

Lance, V. A., Elsey, R. M., Butterstein, G. y Trosclair lii, P. L. (2004). Rapid
suppression of testosterone secretion after capture in male American alligators
(Alligator mississippiensis). General and Comparative Endocrinology, 135(2), 217-
222.

Lang, J. W. (1987). Crocodilian behaviour: implications for management. Wildlife

management: crocodiles and alligators, 1987, 273-294.

Laucht, S., Kempenaers, B., y Dale, J. (2010). Bill color, not badge size, indicates
testosterone-related information in house sparrows. Behavioral ecology and
sociobiology, 64(9), 1461-1471.

Lindstrém, K. M., Krakower, D., Lundstrom, J. O. y Silverin, B. (2001). The effects of
testosterone on a viral infection in greenfinches (Carduelis chloris): an experimental
test of the immunocompetence-handicap hypothesis. Proceedings of the Royal
Society of London. Series B: Biological Sciences, 268(1463), 207-211.

Lépez-Luna, M. A., Hidalgo-Mihart, M. G. y Aguirre-Leén, G. (2011). Descripcion de
los nidos del cocodrilo de pantano Crocodylus moreletii en un paisaje urbanizado en

el sureste de México. Acta zoologica mexicana, 27(1), 1-16.

63



Ludovisi, A., La Grange, L. J., Morales, M. A. G. y Pozio, E. (2013). Development of
an ELISA to detect the humoral immune response to Trichinella zimbabwensis in

Nile crocodiles (Crocodylus niloticus). Veterinary parasitology, 194(2-4), 189-192.

Macip-Rios, R., Fernandez-Aguilar, M., Barrios-Quiroz, G. y Casas-Andreu, G.
(2012). Indirect morphological measures to infer body size in a wild population of the
Chiapas spectacled caiman, Caiman crocodilus chiapasius (Bocourt, 1876).
Herpetological Conservation and Biology, 7(3), 367-375.

Medzhitov, R. y Janeway Jr, C. (2000). Innate immune recognition: mechanisms and

pathways. Immunological reviews, 173, 89.

Merchant, M. E., Mills, K., Leger, N., Jerkins, E., Vliet, K. A. y McDaniel, N. (2006).
Comparisons of innate immune activity of all known living crocodylian species.
Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular
Biology, 143(2), 133-137.

Millan, J. M., Janmaat, A., Richardson, K. C., Chambers, L. K. y Fomiatti, K. R.
(1997). Reference ranges for biochemical and haematological values in farmed
saltwater crocodile (Crocodylus porosus) yearlings. Australian Veterinary Journal,
75(11), 814-817.

Milnes, M. R., Woodward, A. R., Rooney, A. A., y Guillette Jr, L. J. (2002). Plasma
steroid concentrations in relation to size and age in juvenile alligators from two
Florida lakes. Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular and
Integrative Physiology, 131(4), 923-930.

Milnes, M. R. (2011). Hormones and reproductive cycles in crocodilians. Hormones
and Reproduction of Vertebrates, 305-319.

Mondal, S. y Rai, U. (1999). Sexual dimorphism in phagocytic activity of wall lizard's
splenic macrophages and its control by sex steroids. General and comparative
endocrinology, 116(2), 291-298.

64



Mondragdn RL. (2007). Disproteinemias. En Nufiez y Bouda J. Patologia clinica
veterinaria. UNAM, FMVZ.

Moore, B. C., Holliday, C. M., McMurry, S. T., Platt, S. G. y Rainwater, T. R. (2019).
Correlation between increased postpubertal phallic growth and the initiation of
cranial sexual dimorphisms in male Morelet's crocodile. Journal of Experimental

Zoology Part A: Ecological and Integrative Physiology, 331(10), 562-570.

Morpurgo, B., Gvaryahu, G. y Robinzon, B. (1992). Effects of population density,
size, and gender on plasma testosterone, thyroxine, hematocrit, and calcium in

juvenile Nile crocodiles (Crocodylus niloticus) in captivity. Copeia, 1023-1027.

Muehlenbein, M. P. y Bribiescas, R. G. (2005). Testosterone-mediated immune
functions and male life histories. American Journal of Human Biology: The Official
Journal of the Human Biology Association, 17(5), 527-558.

Nicholson, L. B. (2016). The immune system. Essays in biochemistry, 60(3), 275-
301.

Nufiez OL. (2007). Leucocitos. En Nufiez y Bouda J. Patologia clinica veterinaria.
UNAM, FMVZ.

Olsson, M., Wapstra, E., Madsen, T. y Silverin, B. (2000). Testosterone, ticks and
travels: a test of the immunocompetence-handicap hypothesis in free-ranging male
sand lizards. Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological
Sciences, 267(1459), 2339-2343.

O’Neal D. M. y Ketterson E.D. (2012). Life-history evolution, hormones and avian
immune function. Ecoimmunology. Demas, G. y Nelson, R. (Eds.). Oxford University

Press.

Oppliger, A., Giorgi, M. S., Conelli, A., Nembrini, M. y John-Alder, H. B. (2004). Effect

of testosterone on immunocompetence, parasite load, and metabolism in the

65



common wall lizard (Podarcis muralis). Canadian journal of zoology, 82(11), 1713-
17109.

Owen-Ashley, N. T., Hasselquist, D. y Wingfield, J. C. (2004). Androgens and the
immunocompetence handicap hypothesis: unraveling direct and indirect pathways

of immunosuppression in song sparrows. The American Naturalist, 164(4), 490-505.

Parkin, J. y Cohen, B. (2001). An overview of the immune system. The Lancet,
357(9270), 1777-1789.

Pergola, C., Rogge, A., Dodt, G., Northoff, H., Weinigel, C., Barz, D. y Werz, O.
(2011). Testosterone suppresses phospholipase D, causing sex differences in
leukotriene biosynthesis in human monocytes. The FASEB Journal, 25(10), 3377-
3387.

Preecharram, S., Daduang, S., Bunyatratchata, W., Araki, T., y Thammasirirak, S.
(2008). Antibacterial activity from Siamese crocodile (Crocodylus siamensis) serum.

African Journal of Biotechnology, 7(17).

Peters, A. (2000). Testosterone treatment is immunosuppressive in superb fairy—
wrens, yet free—living males with high testosterone are more immunocompetent.
Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences,
267(1446), 883-889.

Puerta, M., Nava, M. P., Venero, C., y Veiga, J. P. (1995). Hematology and plasma
chemistry of house sparrows (Passer domesticus) along the summer months and
after testosterone treatment. Comparative Biochemistry and Physiology Part A:
Physiology, 110(4), 303-307.

Puerta, M., Abelenda, M., Salvador, A., Martin, J., Lopez, P., y Veiga, J. P. (1996).
Haematology and plasma chemistry of male lizards, Psammodromus algirus. Effects

of testosterone treatment. Comparative Haematology International, 6(2), 102-106.

66



Platt, S. G., Sigler, L. y Rainwater, T. R. (2010). Morelet’s crocodile Crocodylus

moreletii. Crocodiles: Status survey and conservation action plan, 79-83.

Pratt, N. C., Alberts, A. C., Fulton-Medler, K. G. y Phillips, J. A. (1992). Behavioral,
physiological, and morphological components of dominance and mate attraction in
male green iguanas. Zoo Biology, 11(3), 153-163.

Rios, F. M., y Zimmerman, L. M. (2015). Immunology of reptiles. ELS, 1-7.

Roberts, M. L., Buchanan, K. L. y Evans, M. R. (2004). Testing the
immunocompetence handicap hypothesis: a review of the evidence. Animal
behaviour, 68(2), 227-239.

Rooney, A. A, Crain, D. A., Woodward, A. R. y Guillette Jr, L. J. (2004). Seasonal
variation in plasma sex steroid concentrations in juvenile American alligators.

General and comparative endocrinology, 135(1), 25-34.

Saad, A. H., Torroba, M., Varas, A. y Zapata, A. (1991). Testosterone induces
lymphopenia in turtles. Veterinary immunology and immunopathology, 28(2), 173-
180.

Saino, N., Mgller, A. P. y Bolzerna, A. M. (1995). Testosterone effects on the immune
system and parasite infestations in the barn swallow (Hirundo rustica): an
experimental test of the immunocompetence hypothesis. Behavioral Ecology, 6(4),
397-404.

Salvador, A., Veiga, J. P., Matrtin, J., Lopez, P., Abelenda, M. y Puerta, M. (1996).
The cost of producing a sexual signal: testosterone increases the susceptibility of

male lizards to ectoparasitic infestation. Behavioral Ecology, 7(2), 145-150.

Scalerandi, M. V., Peinetti, N., Leimgruber, C., Cuello Rubio, M. M., Nicola, J. P.,
Menezes, G. B. y Quintar, A. A. (2018). Inefficient N2-like neutrophils are promoted

by androgens during infection. Frontiers in immunology, 9, 1980.

67



Seddon, R. y Klukowski, M. (2013). Secondary sexual coloration is related to white
blood cell counts and testosterone in male southeastern five-lined skinks (Plestiodon
inexpectatus). Amphibia-Reptilia, 34(4), 585-589.

Segner, H., Verburg-van Kemenade, B. L. y Chadzinska, M. (2017). The
immunomodulatory role of the hypothalamus-pituitary-gonad axis: proximate
mechanism for reproduction-immune trade offs? Developmental and Comparative

Immunology, 66, 43-60.

Shaw, A. C., Joshi, S., Greenwood, H., Panda, A. y Lord, J. M. (2010). Aging of the

innate immune system. Current opinion in immunology, 22(4), 507-513.

Sirois, M. (2014). Laboratory Procedures for Veterinary Technicians-E-Book.

Elsevier Health Sciences.

Stacy, N. I., Alleman, A. R. y Sayler, K. A. (2011). Diagnostic hematology of reptiles.
Clinics in laboratory medicine, 31(1), 87-108.

Staton, M. A. y Dixon, J. R. (1977). Breeding biology of the spectacled caiman,
Caiman crocodilus crocodilus in the Venezuelan Llanos. US Department of the

Interior, Fish and Wildlife Service.

Sykes IV, J. M., y Klaphake, E. (2008). Reptile hematology. Veterinary Clinics of
North America: Exotic Animal Practice, 11(3), 481-500.

Velasco, A., Ayarzaguena, J., Manolis, S., y Stevenson, C. (2010). Spectacled
caiman Caiman crocodilus. Crocodiles, Status Survey and Conservation Action
Plan, 10-15.

Walkden-Brown, S. W., Restall, B. J., Norton, B. W., Scaramuzzi, R. J. y Martin, G.
B. (1994). Effect of nutrition on seasonal patterns of LH, FSH and testosterone
concentration, testicular mass, sebaceous gland volume and odour in Australian
cashmere goats. Reproduction, 102(2), 351-360.

68



Weatherhead, P. J., Metz, K. J., Bennett, G. F. e Irwin, R. E. (1993). Parasite faunas,
testosterone and secondary sexual traits in male red-winged blackbirds. Behavioral
Ecology and Sociobiology, 33(1), 13-23.

Wedekind, C. y Folstad, I. (1994). Adaptive or nonadaptive immunosuppression by
sex hormones? The American Naturalist, 143(5), 936-938.

Yang, C., Wang, J., Fang, Y.y Sun, Y. H. (2013). Is sexual ornamentation an honest
signal of male quality in the Chinese grouse (Tetrastes sewerzowi)? PLoS One,
8(12).

Zahavi, A. (1975). Mate selection a selection for a handicap. Journal of theoretical
Biology, 53(1), 205-214.

Zayas, M. A., Rodriguez, H. A., Galoppo, G. H., Stoker, C., Durando, M., Luque, E.
H. y Munoz-de-Toro, M. (2011). Hematology and blood biochemistry of young
healthy broad-snouted caimans (Caiman latirostris). Journal of Herpetology, 45(4),
516-524.

Zimmerman, L. M., Vogel, L. A. y Bowden, R. M. (2010). Understanding the
vertebrate immune system: insights from the reptilian perspective. Journal of
Experimental Biology, 213(5), 661-671.

Zuk M, Johnsen TS, MacLarty T (1995) Endocrine-immune interactions, ornaments

and mate choice in red jungle fowl. Proc RSoc Lond B, 260, 205-210.

69



	Portada
	Índice
	Abreviaturas y Siglas
	Resumen
	I. Introducción
	II. Revisión Bibliográfica
	III. Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Referencias

