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Resumen

TITULO: DETERMINACION DE LOS NIVELES DE HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES EN PLASMA
DE HEMBRAS DE Mabuya sp. EN DIFERENTES ESTADOS DE ACTIVIDAD REPRODUCTIVA®

AUTOR: SALOME RODRIGUEZ CHAPARRO™

PALABRAS CLAVES: Viviparidad, hormonas esteroides sexuales (testosterona, estradiol, progesterona), ensayo
inmunoenzimatico.

Estudios han demostrado que la variacién de hormonas esteroides sexuales, principalmente estradiol (E2),
progesterona (P4) y testosterona (T) regulan el ciclo reproductivo de los vertebrados, presentandose diferencias en el
tiempo y en las concentraciones de produccion entre especies. Esta investigacion determina mediante ensayo
inmunoenzimatico las concentraciones de estas tres hormonas en el ciclo reproductivo de una especie vivipara
matrotrofica del género Mabuya. La cuantificacion de los niveles hormonales se realiz6 a partir de muestras de plasma
y el estado reproductivo de los individuos se determin6 mediante diseccion ventral. Los estados evaluados dentro del
ciclo de las hembras de esta especie incluyeron hembras previtelogénicas, vitelogénicas, recién prefiadas, en gestacion
temprana, media y avanzada. Las concentraciones plasmaticas de E2, P4 y T fueron comparadas entre los estados
reproductivos del total de hembras evaluadas de Mabuya sp. y posteriormente se compararon con niveles hormonales
reportados para otras especies oviparas y viviparas de reptiles y con mamiferos euterios. Se encontré que el E; tiene
las concentraciones mas altas en las hembras vitelogénicas en relacién con su funcién basica relacionada con la
maduracion de los foliculos ovaricos; su concentracion disminuye durante la gestacion, pero se incrementa en su
altima fase cuando se inicia un nuevo evento de vitelogénesis. La P4 se encuentra en concentraciones altas durante la
gestacion y tiene un pico en las hembras en gestacién temprana, este resultado se relaciona con su funcion de inhibir
la motilidad del miometrio para el mantenimiento de los embriones en desarrollo en el oviducto materno. La T se
encuentra en concentraciones mucho méas bajas que en los machos, sin embargo, aumenta cuando las hembras estan
en gestacion temprana. Los resultados de las concentraciones de hormonas esteroides sexuales en plasma obtenidos
para Mabuya sp. se asemejan a la fisiologia conocida y reportada en vertebrados, incluyendo reptiles y mamiferos.

* Proyecto de grado
™ Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologia Directora: Martha Patricia Ramirez Pinilla Tutor Heriberto
Barbosa Moyano
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Abstract

TITLE: DETERMINATION OF THE LEVELS OF SEXUAL STEROID HORMONES IN PLASMA OF Mabuya
sp. FEMALE IN DIFFERENT STATES OF REPRODUCTIVE ACTIVITY"

AUTHOR: SALOME RODRIGUEZ CHAPARRO™

KEYWORDS: Viviparity, sex steroid hormones, testosterone, estradiol, progesterone, immunoenzymatic assay.

Studies have shown that the variation of sex steroid hormones, mainly estradiol (E2), progesterone (P4) and
testosterone (T) regulate the reproductive cycle of vertebrates, showing differences in time and in production of
concentrations between species. Through an enzyme-linked immunoenzymatic assay (ELISA) this study determines
the concentrations of these three hormones throughout the reproductive cycle of a matrotrophic viviparous species of
a lizard of the genus Mabuya. The quantification of the hormonal levels was made from plasma samples and the
reproductive status of the individuals was determined by ventral dissection and observation at the macroscopic level.
The reproductive stages evaluated within the reproductive cycle of the females of this species included previtellogenic,
vitellogenic, newly pregnant females, and in early, middle and advanced gestation. Plasma concentrations of E2, P4
and T were compared between the reproductive stages of the total females evaluated from Mabuya sp. and then they
were compared with hormonal levels found in other oviparous and viviparous species of reptiles and eutherian
mammals. E; has the highest concentrations in vitellogenic females in relation to its basic function related to the
maturation of ovarian follicles; its concentration decreases during gestation but increases in its last phase when a new
vitellogenesis event begins. P4 is found in high concentrations during pregnancy and has a peak in females at early
gestation; this result is related to its function of inhibit myometrial motility for the maintenance of developing embryos
in the maternal oviduct. The T is found in concentrations much lower than in males, however, it increases when the
females are at early pregnancy. The results of plasma sex steroid hormone concentrations obtained for Mabuya sp. are
similar to known and reported physiology in vertebrates, including lizards and mammals.

* Project of grade
™ Faculty of Sciences Basics. School of Biology. Directora: Martha Patricia Ramirez Pinilla Tutor Heriberto Barbosa
Moyano
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Introduccion

Mabuya es un género de lagartos neotropicales perteneciente a la familia Scincidae; el género
exhibe caracteristicas reproductivas Unicas dentro de los escamados que convergen con los
mamiferos euterios, y que incluyen: viviparidad con una gestacién prolongada (entre 9 y 10
meses), un ovocito microlecito y la existencia de transferencia maternal de todos los nutrientes
durante el desarrollo embrionario intrauterino (matrotrofia) a través de la formacion de una
placenta (placentotrofia obligada) que es morfoldgica y fisiologicamente la mas compleja conocida
dentro de los reptiles (Blackburn & Beuchat, 1984, Blackburn & Vitt 1992, Jerez & Ramirez-
Pinilla 2001, 2003; Ramirez-Pinilla et al., 2006, 2011).

Las hormonas sexuales, testosterona (T), estradiol (E2) y progesterona (P4), son las encargadas
de regular la actividad reproductiva en vertebrados y pueden ser cuantificadas a partir de muestras
de sangre, proporcionando una medida de las concentraciones de esteroides sexuales circulantes
en plasma (Norris & Carr, 2013). Para reptiles se han realizado estudios de cuantificacion de dichas
hormonas en especies oviparas (p. ej. en Hemidactylus flaviviridis, Pogona barbata, Sphenodon
punctatus punctatus, Anolis carolinensis, Eublepharis macularius, Al-Amri et al., 2013; Amey &
Whittier, 2000; Brown et al., 1994; Lovern & Wade, 2003; Rhen et al., 2000) y en especies
viviparas lecitotroficas (p. ej. en Tiliqua nigrolutea y Sceloporus jarrovi, Edwards et al., 2002;
Painter et al., 2005). Sin embargo, se desconocen estudios sobre la estimacion de los niveles de
hormonas esteroides sexuales y su relacion con la actividad reproductiva en hembras de especies

de Mabuya. En este trabajo se analiza la variacion de la concentracion de hormonas esteroides
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sexuales circulantes en plasma durante el ciclo reproductivo de las hembras de una poblacion de

este clado.

1. Objetivos

1.1 General

- Determinar los niveles hormonales plasmaticos de testosterona (T), estradiol (E2) y

progesterona (P4) en diferentes estados reproductivos de hembras de Mabuya sp.

1.2 Especificos

- Determinar los estados reproductivos de los individuos colectados.

- Cuantificar las concentraciones a nivel plasmatico de estradiol (Ez), progesterona (Ps) y
testosterona (T) en cada uno de los estados reproductivos de las hembras de Mabuya sp.

- Comparar las concentraciones encontradas en cada estado reproductivo de las hembras de

Mabuya sp. con patrones conocidos para otros vertebrados viviparos.
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2. Marco Tedrico

2.1 Viviparidad en lagartos

Existe un nimero considerable de escamados viviparos, a pesar de que la mayoria ponen huevos.
La viviparidad se ha originado independientemente 108 veces en reptiles (Blackburn, 2006),
asociandose la evolucion de este modo reproductivo con la retencion del huevo y la pérdida gradual
de la cascara. Para unas pocas especies ademas, hay reduccién de la cantidad de yema del huevo
que se asocia con la transferencia de nutrientes para el desarrollo embrionario a través de la

placenta (Wooding et al., 2010).

2.2 Mabuya

El género Mabuya comprende lagartos viviparos con una alta complejidad placentaria que permite
la transferencia masiva, desde el oviducto materno, de todos los nutrientes necesarios para el
desarrollo de los embriones durante los 9-10 meses de gestacion (Blackburn & Vitt, 1992).

En Colombia, se conocen diez especies para el género Mabuya, 2 insulares y 8 continentales;
mediante analisis moleculares, se ha descubierto que existen al menos 4 candidatas a nuevas
especies de Mabuya (Pinto et al., 2015), por ello, estas tltimas se mantienen bajo la nominacion
de Mabuya sp. Para las poblaciones del valle del Magdalena (candidata a especie 1V, Pinto et al.,

2015), en todos los meses del afio se encuentran hembras prefiadas con embriones en diferentes
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estados de desarrollo, por tanto, se considera que su reproduccion es continua y asincronica

(Ramirez-Pinilla, 2014).

2.3 Hormonas esteroides en lagartos

Los lagartos constituyen un modelo interesante de investigacion para endocrindlogos
comparativos. Los estudios en ellos han conducido con frecuencia a nuevos conocimientos sobre
las vias de regulacion hormonal y asociaciones entre las variables fisiologicas de tipo endocrina 'y
comportamental (Lovern, 2011).

Varios estudios se han realizado para cuantificar las hormonas esteroides en lagartos hembras
a lo largo del ciclo reproductivo (Al-Amri et al., 2012; Amey & Whittier, 2000; Brown et al.,
1994; Girling & Jones, 2003; Rhen et al., 2000; Shanbhag et al., 2001). Los cerebros de reptiles
contienen muchas variantes de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) aunque todavia
no se ha identificado una hormona inhibidora de la liberacion de la misma. Se ha sugerido que los
escamados parecen tener s6lo una Unica gonadotropina (GTH) que combina la actividad de las
hormonas foliculo-estimulante (FSH) y luteinizante (LH), lo que representa una divergencia del

patron tipico en los vertebrados tetrapodos (Jones, 2011).

2.3.1 Estradiol (E2) Todos los reptiles, viviparos u oviparos, desarrollan verdaderos cuerpos
luteos secretorios. Por lo tanto, la ovulacion marca una transicion de la fase vitelogénica dominada
por estrégenos a la fase luteinica dominada por la progesterona (Albergotti & Guillette, 2011).

El desarrollo folicular implica tipicamente la deposicion de grandes cantidades de yema para la

nutricion embrionaria. En los reptiles oviparos, el estradiol (E2) producido por el foliculo maduro
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estimula la vitelogénesis y la actividad de las glandulas de la cascara en el oviducto. Por lo tanto,
se registran concentraciones plasmaticas altas de esta hormona durante la fase vitelogénica del
ciclo reproductivo (Jones, 2011; Ramirez-Pinilla et al., 2015).

Estudios comparativos entre hembras de Zootoca vivipara y Zootoca vivipara carniolica,
representantes de especies viviparas y oviparas, respectivamente, no han encontrado diferencias
significativas en la concentracion de estradiol, esta hormona durante la vitelogénesis tardia es
mayor que durante la gestacién temprana (Heulin et al., 2008).

La mayoria de los lagartos viviparos son lecitotroficos, producen huevos con gran cantidad de
yema que sustenta el desarrollo embrionario durante la gestacion. Sin embargo, en Mabuya, la
cantidad de yema acumulada durante la vitelogénesis es minima (Vieira et al., 2010),
produciéndose un huevo microlecito de manera que casi el 100% de los nutrientes necesarios para
el desarrollo embrionario son provistos por la madre gestante a través de la placenta (Ramirez-
Pinilla, 2006, Ramirez Pinilla et al., 2011). En los reptiles viviparos, la vitelogénesis se caracteriza
por el aumento de las concentraciones plasmaticas de E>. La vitelogénesis en Mabuya es muy
corta, lo que sugeriria que las concentraciones de E> son menores o se producen asimismo en un

corto periodo de tiempo durante su ciclo reproductivo.

2.3.2 Progesterona (P4) El papel que desempefia la progesterona (P4) esta relacionado con la
inhibicion de la movilidad uterina que permite la retencién del huevo/embrion durante la
gravidez/gestacion y, para algunas especies, la inhibicion de la sintesis de vitelogenina hepatica
asociada con la disminucién de la vitelogénesis y evolucion de la placentacion. También induce la

ovulacion y se relaciona con la embriogenesis y el desarrollo de la placenta (Callard et al., 1992).
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Los niveles altos de P4 plasmatica generalmente se relacionan con la actividad de los cuerpos
luteos (Bennett & Jones, 2002; Fergusson & Bradshaw, 1991; Fleming, 1994), sin embargo, la
produccion de P4 puede darse también por el tejido ovérico no luteal. Los foliculos ovaricos estan
limitados por la disponibilidad de precursores esteroides y los cuerpos IGteos, por su duracion
(inicio del proceso de lutedlisis) que varia entre especies. En ciertas especies viviparas, la
produccion de esta hormona por los tejidos placentarios puede reemplazar a la de los cuerpos liteos
(Guillette et al., 1981).

Después de la ovulacién en los escamados viviparos, la gestacion es soportada por la Pa, y los
cuerpos luteos permanecen activos durante mas tiempo que en los oviparos (Albergotti & Guillette,
2011). Los escamados oviparos presentan caracteristicamente un pico post ovulatorio de corta
duracion en las concentraciones plasmaticas de Pa. Las concentraciones disminuyen después de la
lutedlisis y la oviposicion, que ocurre tipicamente después de que aproximadamente un tercio o la
mitad del desarrollo embrionario haya tenido lugar en el utero (Albergotti & Guillette, 2011).

En Calotes versicolor se observo que después de la ovulacion, cuando los huevos tienen
cascara, la concentracion de P4 obtiene los valores méas altos comparados con los demas estados.
Adicionalmente, al tiempo de oviposicién la concentracion de P4 cae para facilitar el crecimiento
de un segundo conjunto de foliculos vitelogénicos y la postura (Shanbhag et al., 2001).

Para los escamados viviparos se ha demostrado que los picos de concentracion plasmatica de
P4 en las hembras permanecen altos durante la gestacion temprana (Girling & Jones 2003). Sin
embargo, la produccion de P4 durante la gestacion varia ampliamente entre especies viviparas de
escamados (Jones & Baxter, 1991). En Niveoscincus metallicus (Jones & Swain, 1996) y
Niveoscincus ocellatus (Jones et al., 1997) la concentracion plasmatica de P4 es alta durante la

gestacion temprana, disminuyendo a medida que se completa el desarrollo embrionario. En
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especies como Sceloporus jarrovi las concentraciones plasmaticas de P4 permanecen altas, incluso
después de la regresion del cuerpo Iuteo (Guillette et al., 1991), sugiriendo una fuente alternativa
de la hormona que sustenta el resto de la gestacion.

Ensayos in vitro han demostrado la produccién de P4 en presencia de pregnenolona en tejidos
uterinos, oviductales y en membranas extraembrionarias, sugiriendo la capacidad de estos tejidos

como fuentes alternativas para la produccion de P4 (Girling & Jones, 2003).

2.3.3 Testosterona La vitelogénesis tardia y la ovulacién se asocian con concentraciones
plasmaéticas altas de testosterona (T) en las hembras de escamados (Jones, 2011). Esta hormona es
sintetizada en el ovario de los reptiles (Edwards et al., 2001), y sus concentraciones plasmaticas
varian significativamente a través del ciclo reproductivo femenino (Callard & Ryan, 1978;
Edwards & Jones, 2001), proporcionando evidencia circunstancial de un papel fisioldgico para

esta hormona.

3. Materiales y métodos

3.1 Area de estudio

Se colectaron 26 hembras de Mabuya sp (candidata especie 1V de Pinto et al., 2015) en diferentes

estados reproductivos en los municipios de Floridablanca, Piedecuesta, Guapota, EI Hato y San
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Vicente de Chucuri (todos ubicados en el departamento Santander) mediante el método “Blsqueda

por encuentro visual” (Crump & Scott, 1994), entre los meses de enero y diciembre de 2017.

3.2 Individuos y toma de sangre

Los individuos se atraparon con la mano y se guardaron en bolsas de tela para ser transportados al
laboratorio. Los lagartos se midieron con un calibrador (0,02 mm de precision) para determinar la
longitud rostro-cloacal (LRC). Posteriormente, se les administré una inyeccion con dosis letal de
roxicaina al 2% en la cavidad ubicada entre las escamas parietales. Se extrajeron las muestras de
sangre mediante decapitacion, de acuerdo con la metodologia de extraccion de Al-Amri (com.
pers.), que permite la obtencion de un mayor volumen de sangre. Las muestras de sangre se
almacenaron en tubos microcapilares heparinizados; se realizo la centrifugacion a 2500 rpm
durante 5 minutos en una microcentrifuga de capilares de marca Aotucrit Ultra3, de esta forma se
obtuvo la fraccién del plasma. Este Gltimo se guardé en 2 tubos Eppendorf por hembra (uno con
200 pul para los ensayos inmunoenzimaticos y el otro con 20 pl para liofilizar). Las muestras de

plasma se mantuvieron en una nevera a -70°C para conservarlas hasta el momento de su uso.

3.3 Determinacion de estados reproductivos

Luego de la extraccion de sangre se procedio a realizar diseccion ventral en forma de bolsillo para

determinar a nivel macroscopico el estado del ciclo reproductivo en el que se encontraban

(siguiendo la clasificacion de Vrcibradic & Rocha, 1998). Se tomaron registros fotograficos y se
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contaron y midieron las camaras de incubacion. El estado de desarrollo embrionario en estas
camaras se determino siguiendo la tabla de desarrollo de Dufaure y Hubert (1961).

Las hembras se clasificaron como sigue: (1) no reproductivas o inmaduras, (2) vitelogénicas,
con foliculos con yema y sin huevos establecidos en los oviductos, (3) recien prefiadas, huevos
oviductales (1-2 mm de didmetro), (4) gestacion temprana, camaras embrionarias que miden entre
2 y 5 mm de diametro (5) gestacion avanzada, sacos embrionarios de mas de 5 mm, con embriones
en desarrollo avanzado y (6) gestantes preparto, fetos bien formados (variacion de la clasificacion
de Vrcibradic & Rocha, 1998).

Posteriormente, los cuerpos de las madres fueron fijados en formol 10% y preservados en etanol
70% e ingresaron a la Coleccion Herpetoldgica de la Universidad Industrial de Santander. Los
embriones, los ovarios y el resto de los tractos reproductivos se guardaron en paraformaldehido,

en RNAlater o fueron congelados para la realizacion de otros estudios.

3.4 Inmunoensayo enzimético (ELISA)

El kit con el que se hizo el ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) fue el Accu-Bind
ELISA Microwells (relaciona la absorbancia de forma inversamente proporcional a la
concentracion hormonal y tiene anticuerpos monoclonales de ratén 1gG) para cada una de las
hormonas a evaluar.

Se siguieron los pasos que se presentan en cada uno de sus manuales (ver referencias). Se
utilizaron 7 calibradores con concentracion conocida para cada una de las hormonas a evaluar con
el fin de hacer la curva de concentracion y extrapolarla con las absorbancias procedentes de las

muestras. Para cada pozo, se leyeron las absorbancias con una longitud de onda entre 450 y 595
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nm con el Microplate Reader (iMarkTM Bio-Rad) del Laboratorio Central de Investigaciones de
la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander. Se calculd la concentracion
hormonal en unidades de ng/ml de cada muestra.

Con las absorbancias y concentraciones de los calibradores obtenidas en cada pozo, se
realizaron graficas punto a punto para las tres hormonas, hallando sus respectivas ecuaciones
lineales para poder calcular la concentracion de las muestras. Después de ello, se reemplazé la
absorbancia de cada una de las muestras en la ecuacion en la que representara el valor de los dos
puntos dentro de los cuales estuviera el valor de la absorbancia a reemplazar.

Para hallar la concentracion hormonal de T, E2 y P4 en cada estado reproductivo, se realizaron
tres ensayos inmunoenzimaticos para cada hormona por individuo. Adicionalmente, se hicieron
ensayos de testosterona en machos juveniles y adultos para después comparar esos resultados con

los obtenidos en hembras para la misma hormona.

3.5 Analisis estadisticos

Los valores de las concentraciones hormonales en unidades de ng/ml de P4, E2y T determinados
por el método ELISA para cada estado reproductivo fueron expresados en valores de media con
su respectiva desviacion estandar (o).

Para cada hormona, se evalud si existian diferencias entre las medias de las concentraciones
obtenidas entre estados reproductivos mediante una prueba de Kruskal-Wallis a través del software
R studio V: 0.98.1103, seguidas por el test de Dunn que determind entre cuales grupos era que

existian las diferencias de las medias.
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Para los machos, las diferencias entre las medias de las concentraciones obtenidas entre estados

reproductivos, se obtuvieron mediante una prueba de t de Student a través del mismo software.

4, Resultados

Los estados reproductivos de las hembras de Mabuya sp. se observan en las figuras 1 y 2. Las
concentraciones de hormonas sexuales esteroideas por estado reproductivo se observan en las
figuras 3y 4.

Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de E» entre estados
reproductivos evidenciandose el nivel mas alto en las hembras vitelogénicas. La concentracion de
esta hormona en plasma aumenta con el trascurso de la gestacion, siendo alta al final de esta (Fig.
3a).

Existen diferencias significativas en las concentraciones de P4 entre los estados reproductivos
de las hembras (Fig. 3b). En las inmaduras y vitelogénicas el nivel de P4 es muy bajo, el pico en
la concentracion de esta hormona ocurre en la gestacion temprana, pero se mantienen
concentraciones durante toda la gestacion.

Los niveles de testosterona son muy bajos en las hembras durante todo el ciclo reproductivo
(menos de 1 ng/mL); sin embargo, se observan diferencias significativas entre los estados
reproductivos (Fig. 4a). Observando las concentraciones de T en machos se encuentra que éstas
son sustancialmente mayores a las de las hembras y que hay una diferencia significativa entre las

concentraciones plasmaticas de T entre machos inmaduros y maduros (Fig. 4b).
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Figura 1. Estados reproductivos de las hembras de Mabuya sp.

a. Hembra inmadura, los foliculos ovéricos no tienen yema y no existen huevos establecidos en
los oviductos. (ov) Ovario. Barra de escala: 1 mm; b. Hembra vitelogénica, los foliculos son
amarillos por la presencia de yema, tienen un didmetro entre 0,8 y 2 mm. No existen huevos
establecidos en los oviductos (ov) ovario, (om) ovocitos microlecitos de aprox. 2 mm, (ovi)
oviducto. Barra de escala: 2 mm; c. Hembra recién prefiada, en los ovarios los foliculos ovaricos
son pequefios y se observan cuerpos lateos, en los oviductos se encuentran los huevos oviductales
de 2 mm aproximadamente. (cl) cuerpos luteos, (h) huevos oviductales (ovi) oviducto. Barra de
escala: 2 mm. d. Hembra en gestacion temprana. Las camaras embrionarias que miden entre 3y 5
mm de diametro, contienen embriones en faringula y hasta el estado 29 de desarrollo embrionario.
(cl) cuerpo luteo, (ce) camaras embrionarias de aprox. 2.5 mm, (sy) gotas de lipidos en el saco de
la yema. Barra de escala: 1 mm.
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Figura 2. Gestacion avanzada y tardia en las hembras de Mabuya sp.

a. Hembra en gestacion media, las cdmaras embrionarias tienen mas de 5 mm de diametro, con
embriones en avanzado desarrollo embrionario (30-38). (ce) camaras embrionarias. Barra de
escala: 1 mm. A la derecha, embrién en estado 33 de desarrollo. b. Hembra en gestacion tardia.
Los fetos se encuentran en las Gltimas etapas de desarrollo, poseen pigmentacion, escamas y todas
sus extremidades bien formadas. (f) Fetos en estado 40 de desarrollo embrionario. Barra de escala:
50 mm. A la derecha, fetos extraidos de sus camaras embrionarias. Barra de escala: 1 mm.
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Figura 3. Concentraciones plasmaticas hormonales

diferentes estados reproductivos de Mabuya sp.
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(a) Estradiol; (b) Progesterona. Inm, inmadura; Vit, vitelogénica; Rpre; recién prefiada; Gtem,
gestacion temprana; Gava, gestacion avanzada; Gtar, gestacion tardia. Se muestra el valor de p
obtenido en el test de Kruskal-Wallis. Las distintas letras de cada caja indican las diferencias entre

estados halladas con el test de Dunn.
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Figura 4. Concentraciones plasmaticas hormonales de testosterona
En (a) hembras en diferentes estados reproductivos: Inm, inmadura; Vit, vitelogénica; Rpre; recién
prefiada; Gtem, gestacion temprana; Gava, gestacion avanzada; Gtar, gestacion tardia; y en (b)
machos inmaduros y maduros de Mabuya sp. a. Se muestra el valor de p obtenido en el test de
Kruskal-Wallis. Las distintas letras de cada caja indican las diferencias entre estados halladas con
el test de Dunn; b. Se muestra el valor de p obtenido en la prueba t de Student.
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5. Discusion

Las concentraciones plasmaticas de las hormonas esteroides sexuales (Ez, P4 y T) varian entre los
diferentes estados reproductivos de las hembras de Mabuya sp. reflejando un patrén comin a otros
vertebrados.

La concentracién mas alta de E> se evidencia en las hembras vitelogénicas, esta hormona esta
relacionada con el crecimiento folicular y precisamente es la encargada de estimular la
vitelogénesis (Bona-Gallo et al., 1980; Joss, 1985; Moore & Crews, 1986; Van Wyk, 1994; Jones
& Swain, 1997). A lo largo de la gestacion la concentracion de E> va aumentando, debido a que
en esta especie ocurre una vitelogénesis nuevamente durante la gestacion tardia (Ramirez-Pinilla
et al., 2002) quizé inducida por los niveles de esta hormona, indicando asi, que después de que las
hembras paren ya estan listas para la siguiente ovulacion (Fig 3a). La vitelogénesis en Mabuya sp.
es muy corta, lo que revela que las concentraciones de E» se producen en un periodo de tiempo
corto durante su ciclo reproductivo, para luego disminuir drasticamente cuando empieza el periodo
de gestacion.

Resultados similares se encontraron en el lagarto viviparo Tiliqua nigrolutea, especie en la que
se evidencia que durante el periodo vitelogénico la concentracion de estrégenos aumenta y alcanza
su punto maximo antes de la ovulacion (Edwards & Jones, 2001). Para esta especie, también se ha
postulado que existe un estrégeno alternativo, lo que sugiere que se necesita mas trabajo sobre
formas variantes de estrégenos plasmaticos en lagartos hembras (Edwards & Davies, 2002). Asi

por ejemplo, en Pogona barbata, lagarto oviparo, no se ha detectado E> en ninguna de las hembras,
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lo que quiere decir que la vitelogénesis no esta regulada por esta hormona en esta especie sino por
un estrogeno alternativo que aun no se ha identificado (Amey & Whittier, 2000). En Uromastix
hardwicki, las concentraciones de estradiol son méas altas en el tejido IGteo que en los tejidos
foliculares, lo que sugiere que los niveles plasmaticos de esteroides durante la gravidez se deben
principalmente a la actividad esteroidogénica del cuerpo lateo (Arslan et al., 1978).

Asimismo, en serpientes la concentracion de E> aumenta durante la fase vitelogenica y después
de la ovulacion disminuye (en la cobra Naja naja, Bona-Gallo et al., 1980 y en la serpiente Vipera
aspis, Bonnet et al., 1994).

La concentracion de progesterona en los dos primeros estados reproductivos (inmaduro y
vitelogénico) en Mabuya sp. es muy baja porque esta hormona aungue es producida en los ovarios
por los foliculos, es mayormente sintetizada en los cuerpos lGteos, y por tanto aumenta a partir de
la ovulacion, cuando inicia la prefiez. Su funcion es la retencion oviductal de los huevos/embriones
al inhibir la contraccion de la musculatura del oviducto (Guillette et al., 1981; Guillette & Jones,
1985). En Mabuya sp. el pico hormonal se observa en la gestacion temprana cuando los cuerpos
luteos estan activos o iniciando la lutedlisis. La concentracion de P4 se mantiene durante la
gestacion (Fig 3b) aunque los cuerpos luteos se degraden a partir de la gastrulacion (Gomez &
Ramirez-Pinilla, 2004), lo que sugiere un recurso alternativo de esta hormona, posiblemente
placentario como recientemente se ha evidenciado (Duarte et al., 2018).

Para escamados se ha observado que ademaés de los foliculos ovaricos, la P4 es principalmente
producida por el cuerpo luteo (Callard & Ryan, 1978, Chan et al., 1973, Klicka & Mahmoud,
1977; Callard et al., 1992; Xavier, 1987), sin embargo, en algunas especies las concentraciones
plasmaticas de esta hormona permanecen altas incluso después de la regresion de los cuerpos

luteos (Sceloporus jarrovi, Guillette et al., 1981) por lo cual, se postulan fuentes alternativas de
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esta hormona. En Sceloporus jarrovi se cree que la fuente alternativa son los foliculos atrésicos o
los tejidos placentales (Guillette et al., 1981) y en Chalcides chalcides se detectd a la placenta
como productora de progesterona en las tltimas etapas de gestacion (Guarino et al., 1998).

Los patrones de concentraciones plasmaticas de P4 asociados con la gestacion varian
ampliamente entre las especies de escamados viviparos (Jones & Baxter, 1991). En los lagartos
Tiliqua rugosa (Fergusson & Bradshaw, 1991; Bourne et al., 1986) y Tiliqua nigrolutea (Edwards
& Jones, 2001), los niveles de esta hormona son mas altos durante la gestacion media, sin embargo,
en Sceloporus jarrovi, el pico mayor de P4 ocurre al final de la gestacion, después de la degradacion
del cuerpo luteo (Guillette et al., 1981); mientras que en Niveoscincus microlepidotus, la
concentracion plasmatica de P4 alcanza su nivel maximo en las hembras preovulatorias y
permanece alta durante la gestacion temprana (Girling, 2003). En Niveoscincus metallicus, las
concentraciones plasmaticas aumentan marcadamente después de la ovulacion y se mantienen altas
a través de las etapas embrionarias cercanas al parto (Stewart & Thompson, 1994; Swain & Jones,
1997).

En cuanto a las serpientes viviparas, en Natrix sipedon pictiventris, esta hormona alcanza
niveles maximos al principio de la gestacion, cuando los foliculos estan pequefios (Chan et al.,
1973), mientras que en Thamnophis sirtalis parietalis, las concentraciones de P4 se mantienen
bajas 0 no detectables durante la gestacion (Whittier et al., 1987).

En mamiferos con gestacion prolongada, como la vaca (gestacion de 283 dias en promedio), se
ha encontrado que la placenta empieza a producir P4 después de la degradacion del cuerpo luteo,
durante el final de la gestacion tardia (Schuler & Hoffmann, 1994). Igualmente, en el caballo
(gestacion de 335 dias en promedio), la placenta produce esta hormona desde la mitad de la

gestacion hasta su final (Han et al., 1995). Sin embargo, para la cabra Capra aegagrus hircus
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(gestacion de 150 dias en promedio), la fuente principal de progesterona durante la gestacion es el
cuerpo lateo y no la placenta (Weng et al., 2005). Por lo que se podria decir que, en mamiferos
euterios con periodos de gestacion cortos, el cuerpo luteo es el principal tejido productor de P4y
no la placenta. Paralelamente, cuando la gestacion es mas larga que la fase luteal, se necesita una
fuente alternativa que produzca la progesterona, la placenta es la que se encarga de esta funcion
en los mamiferos (Ryan, 1971) y en Mabuya sp. (Duarte et al., 2018).

Igualmente, en algunos lagartos oviparos, como Uromastix hardwicki, se ha encontrado que el
contenido de progesterona de los cuerpos IUteos presentes en los ovarios de las hembras gréavidas
fue varias veces mayor que la concentracion de esta hormona en el tejido folicular preovulatorio
(Arslan et al., 1978). En cambio, en Pogona barbata, existe mayor concentracion de P4 en las
hembras vitelogénicas, comparadas con las hembras en gestacion, lo que evidencia la funcién de
esta hormona en la maduracion folicular y la ovulacion para esta especie (Amey & Whittier, 2000).

La T plasmatica no sélo es de origen ovarico, también se origina de las glandulas suprarrenales
(Wade, 1997) o su equivalente en reptiles (glandula interrenal). La testosterona es precursora en
la sintesis de estrogenos (Staub & De Beer, 1997). Se observo en Mabuya sp. que la concentracion
de testosterona es muy baja y variable significativamente entre estados reproductivos; es durante
la vitelogénesis cuando se elevan sustancialmente los niveles plasmaticos. Esto sugiere la
transformacion catalitica de la testosterona folicular en E>. Esta hormona aumenta sus
concentraciones después de la ovulacion y disminuye nuevamente al final de la gestacion cuando
inicia una nueva vitelogénesis sugiriendo de nuevo su transformacion en E». De cualquier manera,
en todos los estados del ciclo reproductivo de las hembras de Mabuya sp. la concentracion de esta
hormona es muy baja en comparacion con la de los machos, tanto de los inmaduros como de los

maduros y reproductivamente activos (Fig 4).
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En Tiliqua nigrolutea la concentracion de testosterona plasmatica en las hembras activas
reproductivamente alcanza su punto méximo en el periodo preovulatorio y vuelve a las
concentraciones basales dos semanas después (Edwards & Jones, 2001). Esta misma hormona,
aumenta durante el periodo de apareamiento en la serpiente vivipara Vipera aspis (Saint Girons et
al., 1993) y ocurre coincidiendo con la vitelogénesis tardia y el periodo de cortejo en los caimanes,
Alligator mississippiensis (Guillette et al., 1997). Adicionalmente, se sabe que la T actia de forma
sinérgica con la P4 para inhibir la vitelogénesis inducida por el E2 en reptiles (Ho et al., 1982; Ho,
1987), de manera que las concentraciones elevadas de T plasmatica pueden causar el cese de la
vitelogénesis (Ho et al., 1981).

En Naja naja, serpiente ovipara, el aumento de la concentracion de testosterona plasmatica se
evidencia durante la fase vitelogénica, luego, esta hormona se mantiene parcialmente elevada hasta
después de la oviposicion. Sus niveles indican que el cuerpo luteo permanece funcional hasta que
ocurre la oviposicién (Bona-Gallo et al., 1980).

La concentraciéon de T en machos de Mabuya sp. es mayor que en las hembras porque esta
hormona es la que induce su actividad reproductiva. Los machos sexualmente inmaduros tienen
una concentracion menor de T al compararse con los machos maduros y reproductivamente
activos, en estos la T es producida en los testiculos estimulando la espermatogénesis y el
crecimiento testicular.

Los datos endocrinos encontrados en reptiles viviparos y en este caso particular en Mabuya sp.,
han demostrado un control hormonal en la reproduccion similar en muchos aspectos al de los
mamiferos euterios exclusivamente viviparos (Callard & Ryan, 1978; Callard & Lance, 1977,

Klicka & Mahmoud, 1977). Por lo cual, se concluye que las observaciones de esta investigacion
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son consistentes y siguen los patrones conocidos del control fisiologico hormonal para otros

vertebrados y especies viviparas.

6. Conclusiones

Apoyados en los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) realizados a partir de plasma de Mabuya
sp. se encontrd que el estradiol tiene sus concentraciones mas altas en las hembras vitelogénicas,
lo que confirma su funcion en el estimulo de la vitelogénesis y preparacion del oviducto para
recibir al huevo durante la ovulacion.

La progesterona muestra su pico mas alto de concentracion plasmatica en las hembras que se
encuentran en gestacion temprana, cuando se inicia la lutedlisis y el relevo en su funcion por parte
de la placenta. La funcién endocrina en la produccion de esta hormona por parte de la placenta una
vez se da la lutedlisis converge con la de mamiferos euterios de gestacion prolongada.

La testosterona tiene baja concentracion a lo largo del ciclo reproductivo en hembras de esta
especie, sin embargo, se encuentra que su variacion esta relacionada con su papel como precursora
de la sintesis de estradiol. Adicionalmente, se demuestra que los machos poseen mayor
concentracion de T en cualquiera de sus estados reproductivos, comparados con las hembras.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se asemejan a los patrones conocidos de
variacion y funcion de las hormonas esteroides sexuales (E2, P4y T) durante el ciclo reproductivo

de las hembras de otros reptiles y otros vertebrados viviparos, como los mamiferos.
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