Unidad Iztapalapa

Division C.B.S

Grado Licenciatura
Nombre del participante

Nadia Suhail Sanchez Camacho
Nombre y firma del asesor

Dr. Arturo Salame Méndez,

Lugar de la realizacion del trabajo

Universidad Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa. San Rafael Atlixco 186, Col.
Vicentina. Iztapalapa, Méx. D, F.

Laboratorio de Biologia y Ecologia de Mamiferos AS-112. Departamento de Biologia, area
zoologia.

Laboratorio del Area de Reproduccién Animal Asistida S- 229.

Fecha de inicio: 07/10/2004
Fecha de terminacion: 4/05/2005



“VALORACION INTERANUAL DE LOS CONTENIDOS DE HORMONAS ESTEROIDES EN

HECES DE MACHOS DEL MURCIELAGO Corynorhinus mexicanus”.

Nombre: Sdnchez Camacho Nadia Suhail Matricula: 97224449
Registro: B.037.04 Fecha de entrega: 25/04/2005
Nadia S. Sanchez Camacho1, Dr. Ricardo Lépez Wilchisz, Dr. Arturo Salame Méndez®.

! Licenciatura en Biologia, CBS, UAMI; ?Zool., Biol., CBS, UAMI; * ARAA, Biol. Reprod. CBS, UAMI.

En este Servicio Social se determiné el contenido de hormonas esteroides: progesterona -P4-,
androstendiona -A-, testosterona -T-, y cortisol -C- en heces de machos adultos del murciélago
orejudo (Corynorhinus mexicanus), y asi establecer la correlacion con algunos de los eventos
reproductivos de esta especie de vespertilionido endémico de México. La P4 tuvo diferencias
significativas (P < 0.05) de enero a diciembre; de abril a mayo; mayo-junio (P < 0.001); junio-julio y
de julio a agosto. Los bajos contenidos se mantienen en cantidades basales (0.04+0.03 ng/gr =
40+30 pg/gr). Por estacion del afio, el maximo se encuentra en verano, sin embargo, no hubo
diferencias significativas (P > 0.05). La A tuvo diferencias significativas (P < 0.05) tan solo de abril a
mayo Yy de junio a julio (P < 0.001). Su concentracion basal fue de 0.12+0.12 ng/gr (121.8 pg/gr).
Por estacion del afo, el maximo se encontré en primavera pero no hubo diferencias significativas
(P > 0.05). Por su parte, la T presento diferencias significativas (P < 0.001) de mayo a junio y de
julio a agosto. Siendo su concentracion basal de septiembre a abril (0.020+£0.13 ng/gr = 20 pg/gr).
Estacionalmente tuvo diferencias significativas (P < 0.001) entre la primavera y el verano, asi como
entre el verano y el otofio. Teniendo su méximo en el verano. Para el contenido de C se tuvieron
diferencias significativas (P < 0.001) de abril a mayo, junio a julio, y julio a agosto. Siendo sus
concentraciones basales de 0.401+0.14 pug/gr (400£140 ng/gr). Por estacion del ano este
glucocorticoide presenté su maximo en primavera, sin embargo, no hubo diferencias significativas
(P > 0.05) entre estaciones. Los contenidos de P4, A, y T al incrementarse a partir de la primavera,
coincidieron con el tiempo durante el cual van saliendo de su torpor y se inicia el crecimiento del
tamafo testicular; siendo su maximo a inicios del verano, tiempo en el cual son abundantes los
espermatozoides. Por su parte, el cortisol uno de los principales glucorticoides, asi como ser
indicador del grado de estrés, al ser diferente a partir de finales de la primavera -abril y mayo- y
durante el verano -de junio a agosto-, sugiere que en este periodo los machos adultos de C.
mexicanus tienen un mayor gasto energético y por ende ser alto su estrés. Al quedarla P4, A,y T
en concentraciones basales a partir del otofio, aumenta el tamafio de las glandulas accesorias y el
de los epididimos. Concordando con las copulas que se dan durante el invierno, época en que se
estimula su libido. Ademas, de incrementarse el contenido de cortisol durante otofio-invierno hecho
que puede ser atribuido a que los machos adultos estan estresados debido a que se lleva a cabo el
apareamiento. Es decir, deben estar alertas para lograr la copula con el mayor niumero posible de
hembras en celo, y asi asegurar su reproduccion. En conclusién, las cuatro hormonas
cuantificadas, tres de las cuales estan relacionadas con la fisiologia reproductiva (A, T, y P4) y una
de ellas (C) relacionada con el metabolismo e indicador del estado de estrés, permitieron tener un
marco de referencia endocrino de la biologia de Corynorhinus mexicanus que se ajusta al modelo
reproductivo asincrénico descrito para esta familia de quirépteros. Por lo que, valorar el contenido
de hormonas esteroides en heces, es un método no invasivo debido a que, no provoca estrés ni la
muerte del individuo para valorar indicadores -v. gr. hormonas esteroides- de su fisiologia,
permitiendo ademas, correlacionar eventos endocrinos con procesos de la actividad reproductiva
tanto etoldgicos (apareamiento) como fisioldgicos (espermatogénesis).

Palabras clave: Vespertilionidos, Corynorhinus mexicanus, reproduccion, hormonas esteroides,
heces fecales.




“VALORACION INTERANUAL DE LOS CONTENIDOS DE HORMONAS ESTEROIDES EN

HECES DE MACHOS DEL MURCIELAGO Corynorhinus mexicanus”

INTRODUCCION

Los estudios referentes a la biologia de murciélagos (Galindo-Galindo et al., 2000;
Heideman y Powel, 1998; Gustafson, 1979) han permitido dilucidar diversos patrones
reproductivos. Por ejemplo, a partir de procesos fisiolégicos y endocrinos resumidos por
Martin y Bernard (2000), y Kwiecienski y Damassa (2000) se han establecido dos modelos
reproductivos. El primero es el sincronico en el que existe concordancia en la
espermatogénesis y el crecimiento de glandulas accesorias con la concentracion
circulante de andrégenos y proteinas acarreadoras de ellos y de otros esteroides (siglas
en inglés SBG) (Fig. 1), y el segundo es asincronico es decir, no existe una relacién entre
espermatogénesis y crecimiento de glandulas accesorias con los contenidos circulantes
de androgenos y las SBG (Fig. 1). El primer modelo se encuentra en filostomidos, por
ejemplo, en Macrotus californicus y el segundo en vespertilionidos, por ejemplo, Myoitis
lucifugus.

Macrotus californicus (Krutzsch et. al., 1976) que es un filostémido no hibernante la
actividad de las glandulas accesorias y la espermatogénesis coinciden con el pico maximo
de testosterona (T) plasmatica durante el verano, concordando con la actividad de las
células de Leydig. Pero al ir disminuyendo la concentracion plasmatica de T a finales del
verano, y estar en concentraciones basales durante el invierno, no hay una aparente
estimulacion de glandulas accesorias (Fig. 1).

Por su parte, el modelo asincrénico en vespertilionidos machos de Myotis lucifugus
(Gustafson y Shemesh, 1976); Nyclalus noctula (Racey, 1974); Vespadelus volturnos
(Tideman, 1993), y Nyctophilus geoffroy (Hosken et al., 1998) durante el invierno su libido

se estimula, y los epididimos y glandulas accesorias son activos, hipertrofiandose en las



subsecuentes estaciones del afo, coincidiendo con la disminucion en el tamafo y funcion
de las células de Leydig, por lo tanto, las concentraciones de T plasmaticas y las SBG
permanecen en cantidades basales. Pero durante la primavera, al salir de su torpor o
hibernacion, se inicia el crecimiento del tamano testicular, la espermatogénesis, y la
funcion de las células de Leydig; lo cual se ve reflejado con el incremento de T plasmatica
y de las SBG (Gustafson y Shemesh, 1976), sin embargo, es escaso o nulo el incremento
en el tamafo de las glandulas accesorias (Fig. 1).

Los murciélagos que almacenan espermatozoides en el epididimo y que tienen una
libido prolongada durante el invierno (Gustafson, 1979; Krutzsch, 1975, 1961; Racey y
Tam, 1974), pueden poseer uno de los dos modelos reproductivos dependiendo de la
actividad diferencial de las células de Leydig. Lo cual explicaria porque los
vespertilionidos tienen fertilizacion, implantacién, y desarrollo embrionario retardado,
procesos que a su vez estan relacionados con la altitud y latitud (Kunz, 1982; Wimsatt,
1979, 1960b), asi como con factores ambientales. Por ejemplo, la baja temperatura que
provoca en ellos torpor o hibernacion, favorece en las especies hibernantes el haber una
separacion temporal de la libido, la espermatogénesis, y el desarrollo de glandulas
accesorias (Wimsat, 1969, 1960). Sin embargo, en el murciélago orejudo Corynorhinus
mexicanus su patron reproductivo no se ajusta a ninguno de los dos patrones descritos
para los murciélagos hibernantes ni tampoco al de los vespertilionidos no hibernantes
(L6pez-Wilchis 1989). Mas bien se comporta como los murciélagos de zonas templadas
con periodos de bajas temperaturas (v. gr. Myotis velifer) (Lépez-Wilchis, 1989).

C. mexicanus es endémico de México, habita zonas templadas localizadas por
arriba de los 2000 m. Su distribucién abarca las partes mas altas y humedas de la Sierra
Madre Oriental, el Eje Volcanico Transverso y la Sierra Madre Occidental, asi como haber
registros para Yucatan y Quintana Roo (Hall, 1981; Koopman, 1974) (Fig. 2A). En los

machos la espermatogénesis se inicia a finales de la primavera cesando a partir de



mediados del otofio, lo cual se ve reflejado en la disminucién del diametro de los tubulos
seminiferos; siendo mas evidente a mediados del invierno, tiempo durante el cual se
aprecian procesos degenerativos hasta llegar a su constriccion a mediados de la
primavera (Lépez-Wilchis 1989) (Fig. 3). EI mayor desarrollo testicular se da a finales del
verano y va disminuyendo a principios del invierno (Fig. 3). Por su parte, el desarrollo de
los epididimos y las glandulas accesorias (v. gr. ampular y/o de Cowper) se inicia a
principios del otofio -tiempo durante el cual los epididimos ya tienen una abundante
cantidad de espermatozoides- teniendo su maximo crecimiento durante el invierno.
Estaciones durante las cuales se lleva a cabo el apareamiento -copulas- debido a que las
hembras estan en celo -estro- (Fig. 3). De tal manera, que en los machos de esta especie,
el almacenamiento de los espermatozoides practicamente no existe o se da por un lapso
de tiempo muy corto. Asi como, no tener fertilizacion retardada debido a que la ovulacion
y la fertilizacion estan relacionadas con el periodo de celo -estro- (Lopez-Wilchis, 1989).
Ademas de que las hembras tienen un periodo largo de almacenamiento de
espermatozoides -4 semanas- (Ledn-Galvan et. al.,1999). Por lo antes mencionado, C.
mexicanus no presenta una concordancia entre el desarrollo testicular con el desarrollo de
los epididimos y las glandulas accesorias; hechos que caracterizan a los patrones
reproductivos de los murciélagos no hibernantes (Krutzsch, 1979).

Durante el invierno, las hembras de C. mexicanus ya presentan implantacion y
embriones hasta en su segunda etapa de desarrollo; quedando la mayoria prefiadas a
finales de la estacion (Fig. 3). Su pico maximo de nacimientos se da a mediados de la
primavera (~90 dias de gestacion), coincidiendo su periodo de lactancia con el inicio del
periodo de lluvias (junio-julio), y efectuandose el destete durante la segunda mitad del
verano o continuarse hasta que las crias adquieren la capacidad de volar (Lopez-Wilchis,

1989) (Fig. 3).



Ahora bien, la reproduccion recae en los individuos sexualmente maduros en
quienes tanto la produccién de gametos como el despliegue de su conducta de
apareamiento, estan relacionadas con la accién de las hormonas esteroides sexuales
(HES) (Salame-Méndez et al., 2005). Estas son moléculas que al actuar como mensajeras
regulan diversos procesos de la fisiologia de los vertebrados. Entre la HES producidas por
el tejido intersticial o células de Leydig del testiculo, y que tiene una relevante importancia
en la biologia reproductiva es la testosterona. En mamiferos, asi como en algunas otras
especies de vertebrados este andrégeno (tomado de Salame-Méndez et al., 2005, 2003):
i) regula la espermatogénesis y la funcion de los érganos accesorios -v. gr. glandulas
seminales-; iii) estimula el crecimiento corporal modulando el desarrollo muscular y 6seo;
iv) participa en la manifestacion de los caracteres sexuales secundarios como lo es el
crecimiento y color del pelo; vi) regula el contenido de grasa en la piel, y vii) en conjunto
con la progesterona y el estradiol coadyuva al despliegue del patrén de la conducta sexual
de apareamiento. Su produccion se lleva a cabo por vias biosintéticas bien establecidas
en tejidos extragonadales y gonadales de diversas especies de vertebrados (Salame-
Méndez et al.,, 1998; Bentley, 1998; Gorbman et al., 1983). Iniciandose con la
biotransformacion del colesterol en pregnenolona (P5), esteroide a partir del cual se
producen las progestinas (v. gr. progesterona), androgenos (v. gr. androstendiona vy
testosterona), estrégenos (v. gr. estradiol), y corticosteroides (glucocorticoides -cortisol- y
mineralocorticoides -aldosterona-) (Norman y Litwack, 1997).

Con la finalidad de tener un parametro endocrino referente a la biologia
reproductiva de C. mexicanus, en este trabajo se determinaron intermensualmente las
concentraciones de progesterona, androstendiona, testosterona, y cortisol en heces de
machos adultos. Metodologia no invasiva a partir de la cual obtuvimos el perfil hormonal

durante diferentes etapas del ciclo reproductivo tales como la espermatogénesis y el



apareamiento. Lo que permitié dilucidar su concordancia con el modelo reproductivo
asincroénico en vespertilionidos.
MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio. “El Tunel” esta situado en el limite sur de la Regién Neartica enclavado
en la Sierra de Tlaxco que comprende a la provincia fisiografica del Eje Volcanico
Transverso. Fue construido a principios del siglo XX atravesando de norte a sur al Cerro
Huilapitzo, Tlaxco, Tlaxcala, México. Se localiza sobre la linea limitrofe entre los estados
de Puebla y Tlaxcala, a 10 Km al este de Tlaxco a 3220 msnm, a los 19° 37’ 14” de
longitud N y 98° 02’ 02” de longitud W (Fig. 2B).

El Tunel es una construccidon en linea recta con una orientacion norte-sur de
aproximadamente 700 m de largo, 4 de altura y 2.5 m de ancho (Fig. 2B). Presenta un
derrumbe aproximadamente en la parte media que obstruye el paso de un lado a otro,
conformando dos tuneles independientes: el “refugio principal” (lado sur) y el “refugio de
maternidad” (lado norte).

El lado norte tiene una longitud de 270 m, estando los primeros 150 m, inundados,
siendo el nivel del agua superior a los dos metros. Los 120 m restantes estan libres de
agua y derrumbes. Su lado sur tiene una longitud de 300 m que presenta un pequeino
derrumbe a los 180 m y otro mayor a los 220 m. Este ultimo practicamente aisla a las dos
camaras restantes y solo permite el paso a las mismas mediante un pequefio orificio a
través del cual con mucha dificultad puede pasar una persona. A los 180 m, a partir de la
entrada, se encuentra una grieta en el techo por donde escurre agua, formandose por la
accion de la misma, y por las filtraciones que se dan a todo lo largo, un par de canales
que corren pegados a las paredes (Lopez-Wilchis, 1989).

El clima del lugar en donde se encuentra El Tunel corresponde al tipo C(w2”) bi
que es el mas humedo de los templados sunhumedos, con lluvias en verano, con verano

fresco largo (Garcia, 1981). Siendo la temperatura media anual -del mes mas caliente-



entre 6.5° hasta y 22 °C; con una oscilacion isotermal menor a 5 °C (Secretaria de la
Presidencia, 1970). La marcha de la temperatura y la precipitacion a lo largo del afo
corresponde a la de la estacion climatologica de Tlaxco, Tlaxcala (Lépez-Wilchis, 1989).
La vegetacion circundante corresponde a un bosque de pino con oyamel,
predominando en el estrato arbdéreo Pinus sp; Abies religiosa, Cupressus lindleyi y
Arbutus sp; en el estrato arbustivo predomina Quercus rugosa y en el estrato herbaceo
Tripsacum sp; Oxalis sp; Salvia microphylla y Cheilantes lendigera (Lopez-Wilchis, 1989).
Material Bioldgico. Las muestras de heces fecales fueron provenientes de individuos
adultos de Corynorhinus mexicanus siendo recolectadas mensualmente (de febrero del
2003 a enero del 2004) en El Tunel. Para lo cual, a cada murciélago capturado y previo
registro de sus medidas convencionales -peso, condicion del epididimo (vacio o lleno,
retraido o distendido), posicion de los testiculos (abdominales o escrotados)- (Romero-
Almaraz et al.,, 2000; Kunz et al., 1996; Ramirez-Pulido et al., 1989), asi como la
asignacioén de su edad a partir del tamafio del brazo (Lopez-Wilchis, 1989), se introdujo en
un vaso de unicel al cual se le coloco una tapa perforada. Diez a quince minutos después
se liberd, colocando sus heces en tubos Eppendorf conteniendo etanol al 70 %. Los tubos
se almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta el procesamiento de las heces para la
valoracién de los contenidos de hormonas esteroides.
Valoracion de Hormonas Esteroides. Para determinar los contenidos en las heces de
progesterona -P4-, androstendiona -A-, testosterona -T-, y cortisol -C- se realizaron los
procedimientos descritos por Soto y col. (2004). Brevemente, de cada una de las
muestras se tomaron 300-600 mg de heces siendo transferidas a un tubo cdnico
conteniendo agua bidestilada, siendo homogeneizadas manualmente. De cada uno de
estos homogeneizados, se llevo a cabo la extracciéon total de esteroides (ETE). Este
procedimiento, asi como la valoracién de su porcentaje de recuperacion se hizo segun

Salame-Méndez y col. (2004). La ETE se llevo a cabo por duplicado con éter dietilico;



transfiriéndose la fase organica a tubos cénicos a los cuales se les evapord a sequedad el
disolvente organico. De muestras al azar de homogeneizados se les tomdé una alicuota
que se transfirié a un tubo conico al cual se le agregaron =1000-1500 cpm de testosterona
tritiada (1,2,6,7,16,17->H; actividad especifica 139 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston,
MA) previamente purificada por cromatografia en capa fina utilizando tolueno:acetato de
etilo (2:1, v/v). Este esteroide radiactivo fue utilizado como trazador para valorar el
porcentaje de eficiencia en la extraccion de los esteroides totales, siendo en promedio del
97.3+0.6 %.

A cada uno de los tubos con su respectivo ETE se les agregd una disolucion
etandlica, almacenandose en refrigeracion (4 °C). La cuantificaciéon de las cuatro
hormonas esteroides en cada muestra se hizo por inmunoensayo (siglas en inglés EIA)
utilizando kits (Diagnostic Systems Laboratorios, Inc®. Webster, Texas). Para lo cual se
siguieron las instrucciones mencionadas en cada uno, determinandose la concentracion
de cada hormona en un espectrofotocolorimetro (Microplate Reader, MR 600, Dynatech
Product®).

Para comparar el contenido en las heces de P4, A, T, y C se hicieron analisis de
varianza (ANDEVA) no paramétricas con una prueba de comparacion multiple de Tukey.
Posteriormente, los meses se agruparon para conformar las estaciones del afo: marzo,
abril y mayo para la primavera; junio, julio y agosto el verano; septiembre, octubre y
noviembre el otofio, y diciembre, enero y febrero para el invierno. Una vez conformadas
las estaciones del afio, se realizd la misma rutina que para los analisis intermensuales y
asi comparar cada hormona por estacion. Los analisis se realizaron con las rutinas de

GraphPrisma (Motulsky, 1999).



ACTIVIDADES REALIZADAS

e Recolecta mensual de las heces fecales de C. mexicanus en el Tunel, Tlaxco,
Estado de Tlaxcala, México, de febrero del 2003 a enero del 2004.

e Procesamiento de las muestras para la determinacion de los contenidos de
hormonas esteroides (HE).

e Cuantificacién de las HE en cada una de las muestras.

e Busqueda bibliografica relacionada con la biologia reproductiva de quirépteros.

o Analisis, revision, y discusion de los resultados.

e Revision del manuscrito de Servicio Social.

OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

El objetivo de este Servicio Social fue determinar intermensualmente los
contenidos de HE (testosterona, progesterona, androstendiona, y cortisol) en las heces de
machos adultos de C. mexicanus, especie de vespertilionido endémico de México. Lo cual
permitié correlacionar con un enfoque endocrino, procesos de la actividad reproductiva
tanto etoldgicos (apareamiento) como fisioldgicos (espermatogénesis) de este quirdptero.

Por cuanto a las metas alcanzadas, se obtuvo la capacitacién en la captura de
murciélagos, el registro de diferentes parametros tales como peso y edad, asi como la
recolecta de las heces. Ademas el procesamiento de estas para la extraccion y
cuantificacion de HE por la metodologia de inmunoensayo. Lo cual permitié aprender el
uso de los estuches y del equipo utilizado para tal efecto, como por ejemplo, del
espectrofotocolorimetro.

Cabe resaltar, que los resultados obtenidos referentes al contenido de
testosterona, fueron presentados en el VII Congreso Nacional de Mastozoologia
(ECOSUR, San Cristébal de las Casas, Chiapas celebrado del 8 al 12 de noviembre del

2004) evento en el cual se obtuvo el segundo premio en la modalidad de cartel.
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RESULTADOS

La P4 tuvo diferencias significativas (P < 0.05) de enero a diciembre; de abril a
mayo; mayo-junio (P < 0.001); junio-julio (P < 0.001), y de julio a agosto (P < 0.001)
(Fig.4). Siendo el perfil mensual de esta hormona como sigue. Alcanza su maximo en el
mes de junio; desciende de julio a agosto y tiende a incrementarse de septiembre a
noviembre. Baja nuevamente en diciembre y vuelve a aumentar en enero, y desciende de
febrero a abril, iniciando su incremento a partir del mes de mayo. Resaltando que los
bajos contenidos observados en el grafico (Fig. 4) se mantienen en cantidades
detectables es decir, en concentraciones basales (0.04+0.03 ng/gr = 40+30 pg/gr).

Por estacion del afio el maximo se encuentra en verano, descendiendo en otofio,
aumentando un poco para invierno y ascendiendo notablemente en primavera. Por
estacion del afio, esta progestina no tuvo diferencias significativas (P > 0.05) (Fig. 5).

La A tuvo diferencias significativas (P < 0.05) tan solo de abril a mayo y de junio a
julio (P < 0.001) (Fig. 4). Siendo su maximo en el mes de mayo descendiendo a partir de
junio. Posteriormente tendié a incrementarse de septiembre a octubre para disminuir
nuevamente en noviembre. Aumentando en enero y volver a descender de febrero a abril;
iniciandose su incremento a partir del mes de mayo (Fig. 4). Siendo los bajos contenidos
observados en el grafico su concentracion basal (0.12+0.12 ng/gr = 121.8 pg/gr).

El maximo se encuentra en primavera, disminuye de manera paulatina para verano
y otofio. Incrementandose de manera poco considerable para invierno. Este andréogeno no
tuvo diferencias significativas por estacion del afio (P > 0.05) (Fig. 5).

Por su parte, la T presentd diferencias significativas (P < 0.001) de mayo a junio y
de julio a agosto (Fig. 4). Teniendo su maximo en el mes de junio, descendiendo a partir
de julio, y manteniéndose en concentracion basal de septiembre a abril (0.020£0.13 ng/gr
= 20 pg/gr). Estacionalmente la T tuvo diferencias significativas (P < 0.001) entre la

primavera y el verano, asi como entre el verano y el otofo (Fig. 5). Teniendo su maximo
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en el verano, descendiendo para otofio y manteniéndose en cantidades basales en
invierno, esto hasta iniciar nuevamente el aumento en primavera.

Para el contenido de C se tuvieron diferencias significativas (P < 0.001) de abril a
mayo, junio a julio, y julio a agosto (Fig. 4). Presentando en el mes de junio su mayor
incremento, descendiendo en agosto, y volviendo a incrementarse de septiembre a
noviembre (1.38+0.27 pjg/gr = 13801270 ng/gr), descendiendo en diciembre para
aumentar en mayo (Fig. 4). Constatandose que los bajos contenidos de esta hormona en
el grafico corresponden a sus concentraciones basales (0.40£0.14 pg/gr = 400+£140 ng/gr)
(Fig. 5). Cabe resaltar, que el contenido de esta hormona esteroide fue significativamente
mayor (P > 0.05) que las otras tres hormonas esteroides tanto que estuvo en un rango de
magnitud mayor.

Por estacion del afo el cortisol presento su maximo en primavera, disminuyendo de
manera paulatina de primavera a verano, de verano a otofio y de otofio a invierno. No

habiendo diferencias significativas (P > 0.05) por estacion del afo (Fig. 5).

DISCUSION

En quirépteros el contenido de P4 ha sido reportado solamente para las hembras de
Myotis lucifugus y Miniopterus schreibersii, en donde se indica que las mayores fuentes
de la progestina son los cuerpos luteos y la placenta, seguidos por el tejido intersticial de
los ovarios, y las glandulas adrenales (Crichton y Krutzsch 2000). Por lo tanto, haber
detectado progesterona en las heces de los machos de C. mexicanus, es la primera
evidencia que se tiene de su presencia en este sexo. El ser diferente el contenido de esta
hormona a partir de abril y mayo, asi como de mayo a junio, coincide con el inicio de la
espermatogénesis y el crecimiento testicular, el cual se incrementa considerablemente de

junio a agosto, meses en los que también son altos los contenidos de la progestina.
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Referente al contenido de androstendiona, se sabe que en el plasma de Pteropus
policephalus este andrégeno es mayor que el de testosterona, siendo ambos elevados en
el verano tiempo durante el cual se incrementa el volumen de las glandulas accesorias.
Por su parte, en el plasma de Myotis septentrionalis y M. lucifugus el contenido de esta
hormona de baja androgenisidad es elevada durante la espermatogénesis, disminuyendo
durante la hibernacién y el almacenamiento de los espermatozoides. Por lo tanto, haber
constatado en C. mexicanus que la androstendiona tuvo diferencias de abril a mayo, y de
junio a julio, concuerda con el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis, asi como
con el crecimiento testicular.

Por su parte, el contenido de testosterona al incrementarse a partir de mayo,
coincide con el inicio de la espermatogénesis y el crecimiento testicular. Alcanzando su
mayor concentracion en junio, mes en el que se da el incremento en el crecimiento
testicular, el cual se mantiene asi hasta el mes de agosto; mes en el que se registra el
mayor crecimiento gonadal. Ademas durante este mes los espermatozoides ya se
localizan en el epididimo. Al iniciarse el descenso de la concentracion de T a partir de julio
coincide con la disminucion en el tamafio de los testiculos y sus tubulos seminiferos.
Estos alcanzan su menor tamafio en el mes de noviembre tiempo en el cual también se
da una baja en el contenido de T la cual se mantiene en niveles basales en los
subsiguientes meses. Este patron ha sido constatado en Myotis lucifugus, Nyctalus
noctula, Rhinolophus capensis, Etesicus vulturnus (in Crichton, 2000). Por lo tanto, el que
estacionalmente este andrégeno fuese diferente de primavera a verano y de verano a
otofio, sugiere que el verano es un parte aguas en la fisiologia reproductiva de C.
mexicanus. Durante la primavera se da el inicio del crecimiento testicular y la
espermatogénesis, y durante el otofio se da la disminucién de tamafo y cese de la

espermatogénesis para dar paso a su actividad reproductiva.
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Los contenidos de androgenos tales como Ay T en las heces de los machos de C.
mexicanus pueden ser tanto de origen testicular como adrenal. En este sentido, se ha
propuesto que los contenidos plasmaticos de androgenos en megaquirdpteros pueden ser
de origen adrenal (Bardin et al., 1988; Coffey, 1988) pero no asi para microquirépteros
(Racey y Tam, 1974; Racey 1974). Sin embargo, no se puede descartar que las adrenales
sean una importante fuente de androégenos tales como Ay T, y de progestinas como la P4
que es el esteroide precursor para la biosintesis de novo de Ay T como se da en las
glandulas suprarrenales (Norman y Litwack 1997). Lo anterior puede quedar demostrado
a partir del hecho de que en Pteropus policephalus el contenido de T adrenal es
significativamente mayor que el testicular (McGuckin y Blackshaw, 1991a). Ademas,
cuando las concentraciones de esteroides son inusuales en murciélagos es decir, sus
contenidos estan muy por arriba de los denominados como rangos fisioldgicos,
posiblemente su fuente sean las glandulas suprarrenales (Pakes y Deanesley, 1965), por
ejemplo, en un macho de Myotis licifugus se constatdé una concentracion tan alta como de
2.2 ug/mg (pp 310 in Crichton, 2000). Esto ultimo, podria explicar la razén por la cual la
androstenediona fue el segundo esteroide con la mayor concentracion en las heces de C.
mexicanus.

El cortisol uno de los principales glucorticoides, asi como ser indicador del grado
de estrés permitié constatar que durante finales de la primavera -abril y mayo- y durante el
verano -de junio a agosto- su concentracion tuvo diferencias significativas. Lo anterior
sugiere que durante este tiempo los machos adultos de C. mexicanus tienen un mayor
gasto energético y por ende ser alto su estrés. Lo anterior se postula, ya que durante este
tiempo salen de su torpor, y se inicia tanto la esperamatogénesis como el crecimiento
testicular, que en conjunto implica un alto gasto energético. Por ejemplo, al salir de su
estado de torpor tiene que cambiar su tasa metabdlica debido a que inician a forrajear, asi

como su crecimiento tisular constatado a nivel gonadal. Por otro lado, el darse de
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septiembre a noviembre incremento en la concentracion de C la cual esta en una
concentracion muy considerable (1.38+0.27 ug/gr = 13801270 ng/gr), asi como en
diciembre y febrero (0.48+0.07 ug/gr = 480+70.71 ng/gr) puede atribuirse a que los
machos adultos estan estresados debido a que durante finales del otofio y el invierno se
lleva a cabo el apareamiento. Por lo tanto, los machos deben estar alertas para lograr la
copula con el mayor numero posible de hembras en celo y asi asegurar su reproduccion.
Por ultimo, desde el punto de vista fisiolégico y endocrino, el modelo reproductivo
asincronico descrito en vespertilionidos machos de Myotis lucifugus; Nyclalus noctula;
Vespadelus volturnos, y Nyctophilus geoffroy también se constata en C. mexicanus.
Especie en la cual los contenidos de P4, A, y T se incrementan a partir de la primavera,
tiempo durante el cual van saliendo de su torpor y se inicia el crecimiento del tamarfio
testicular; siendo su maximo a inicios del verano, tiempo en el cual son abundantes los
espermatozoides, pero las glandulas accesorias aun no inician su crecimiento. Pero al
disminuir los contenidos de las tres hormonas esteroides, quedando en concentraciones
basales a partir del otofio, aumenta el tamafio de las glandulas accesorias y el de los
epididimos. Ademas de concordar estas bajas concentraciones con las cépulas que se
dan durante el invierno, tiempo en que se estimula su libido (Fig. 6). Por lo tanto, C.
mexicanus al tener un corto tiempo de almacenar espermatozoides en el epididimo y
tener una libido prolongada durante el invierno, asi como ser diferentes los contenidos de
hormonas esteroides en particular el de los andréogenos durante el desarrollo testicular y
de las glandulas accesorias, apoyaria el que posee uno de los dos modelos reproductivos
a partir de la actividad diferencial de las células de Leydig, que corresponde al modelo
asincronico (Gustafson, 1979; Krutzsch, 1975, 1961; Racey, 1974 y Tam, 1974) (Fig. 7).
Una explicacion para el modelo asincrénico la dan Gustafson y Damassa (1987,
1984), quienes argumentan que durante la espermatogénesis las concentraciones de las

SBG se incrementan reduciéndose asi la cantidad de T libre. Mientras que cuando se da
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el desarrollo de las glandulas accesorias disminuyen las SBG, resultando el que se
incremente la T libre la cual estimularia el desarrollo de las glandulas accesorias. Sin
embargo, una de las funciones de la testosterona es regular etapas de la
espermatogénesis tales como la meiosis y el inicio de la espermiogénesis, por lo que si no
hay T libre durante estas etapas ¢entonces como se explicarian estos procesos? Una
explicacion seria que la SBG con su esteroide ligado, por ejemplo testosterona, puede
actuar como mensajero por medio de interaccionar con receptores membranales y asi
ejercer su accion por medio de un segundo mensajero tal como lo es el AMPc (Nakhla y
Rosner, 1996; Fortunati et al., 1996). Referente al desarrollo de las glandulas accesorias,
puede deberse a otras moléculas de tipo androgénico tales como la dihidrotestosterona -
DHT- que es una hormona proveniente de la reduccion de la T, la cual actua en la
virilizacion de tejidos accesorios tales como las vesiculas seminales (Salame-Méndez y
Villapando-Fierro, 1998).

En conclusién, las cuatro hormonas cuantificadas, tres de las cuales estan
relacionadas con la fisiologia reproductiva (A, T, y P4) y una de ellas (C) relacionada con
el metabolismo e indicador del estado de estrés, permitieron tener un marco de referencia
endocrino de la biologia de Corynorhinus mexicanus especie de vespertilionido endémico
de nuestro pais, el cual se ajusta al modelo reproductivo asincrénico descrito para esta
familia de quirdpteros. Por lo tanto, valorar el contenido de hormonas esteroides en heces,
es un método no invasivo es decir, no provoca estrés ni la muerte del individuo para
valorar indicadores -v. gr. hormonas esteroides- de su fisiologia, permitiendo ademas,
correlacionar eventos endocrinos con procesos de la actividad reproductiva tanto

etolégicos (apareamiento) como fisiolégicos (espermatogénesis).
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CRITERIOS DE EVALUACION

A partir de este Servicio Social se obtuvo capacitacion en diferentes técnicas de
campo y de laboratorio, lo cual permitié estudiar la biologia reproductiva de un
vespetilionido: Corynorhinus mexicanus especie endémica de México. Siendo evaluada a
partir de presentar los avances para cumplir con las metas propuestas durante este
trabajo, asi como durante la discusién del material bibliografico analizado. Lo anterior
permitio presentar parte del trabajo en un foro académico (VII Congreso Nacional de
Mastozoologia), y se espera que con los datos obtenidos formen parte de publicaciones

técnicas referentes a la biologia reproductiva de la especie de estudio.
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Fig. 4. Contenido intermensual de hormonas esteroides en las heces de machos adultos de
Corynorhinus mexicanus. Las lineas verticales representan + una desviacion estandar, y la n
corresponde al nimero de individuos analizados.
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Fig. 1. Representacién de los modelos reproductivos descritos para filostomidos y
vespertilionidos a partir de correlacionar eventos de su fisiologia reproductiva con el
contenido de testosterona en el plasma. La direccién de las flechas indican aumento o
decremento (Basado en L. Martin y R. T. F. Bernard, 2000; G. G. Kwiecinski y D. A.
Damassa, 2000) .
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adultos de Corynorhinus mexicanus con sus eventos reproductivos en la localidad de “El Tunel”, Tlaxcala, México.
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