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RESUMEN

St.: analizó por radioinmunoanálisis (RIA) el contenido de esteroides sexuales (ES). dos hormonas (progesternna -1'4-1'

tt.:slosterolla -'1'-) Y tres intermediarios (pregnenolona -P5.; 17a.-hidroxi-progcsterona -17P4-1' androslelldiona -A-). en

cuatro categorías de edad de PeromysclIs melaflo/Ú'. así como la histología dc sus testículos y cpidídimos. Cuando se

compararon las concentraciones de los ES entre su correspondicnte catcgoría de edad (CE) se enconlraron dif't.:n.:ncias

signilicalivas (/' < 0.000 1), pero cuando la comparación sc hizo entre P5. P�. 17P4 Y A en las cuatro CE no hubo diferencias

(1' > 0.05). Al comparar el contenido de T entre subadulios (CE 11) Y adulios jóvenes (CE 111) la di fereneia fue signi liealiva (1, 7

= 30.80. P < 0.000 1). pero entre adultosjóvelles y adultos maduros (CE III Y IV, respectivamcnte) no hubo difacncias (/'>

0.05); en cambio si exislieron (117 = 14.05.1' < 0.000 1) cuando la comparación se bizo entre adulios (CE IV) Y viejos (CE V). El

,ido ontogénico de la testosterona. así como la espennatogénesis aumentan a partir de la pubertad. alcanzando sumáxirno

t.:n la edad adulta y decrecen progresivamcnlc con el envejecimiento.

P<llahra� ('1;.I\'c: roedorcs. I'erom):w.:us me/aHo/;s. honnonas esteroides. testículos. madurez sexual. vejez. México.

AIISTRACf

In lestes of subadult. young adult. adult. and old Peromyscus me/mw/;s ¡nice. the conlents 01' sexual steroids (SS)

werc valucd by radioinmunoaassay (RIA). 1\\0 hormones (progesterone-P4-testosteronc -T-) and three illlcnncJiates

(pregnenolone .P5-: 17o.-hidroxi-progesterone-17P4-androstendione-A-) werc mcasllrcd; and the histology of their

leslides and epididymis \\as dctennined. When all the SS concenlralions were compared between the different agc

categories (AC). significant ditTcrcnccs \\'cre found (1' < 0.000 1). but v. hen the comparison \\ as made between P5. P..L

17P�. and A in the 4 AC. no difTerences were found (P > 0.(5). \Vhen T contents \Vcre comparcd hctwecn suoadults

(¡\C 11) and YOllng adults (AC 111). signilicant dilTerenccs \\cre found (1.7 = 30.80, P < 0.0001). hut none \\ere present

(t' > O.OS) oelwccn young and mature adults (AC 111 and IV. respcctivdy): however. when Ihe comparison was madc

oCI"cen adults (AC IV) and old animals (AC V). therc v.'cre significant diOcrcnccs (/1.7 = 14.05. l' < 0.000 1). lhe ontogcnic

paltcrn orT cOIH.:entralions. as well as spennatogencsis. incrc<lse from puberty. reaching Ihcir maxiI11ull1 in the adult age.

and progrcssivcly dccrcasing Ihrough Ihl: aging pron:ss.

Kcy wunls: rodcnts. Perolll.l,'sC/fS me/ano/;s. steroid honnones. testes. scxualmaturity. agc. Mcxico.
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INTRODUCCiÓN

En los roedores, como en otros l11í.l111íferos, la actividad

reproductiva se inicia C-Il la puhertad. se mantiene en la

edad adulta y disminuye parcial o totalmente en la vejez.

A cada lIlla de estas etapa� corresponde UIl incremento

y paulatino descenso posterior en la producción de

gametos. de esteroides sexuales y de la conducta sexual.

Los procesos fisiológicos. endocrinos y ctológicos

que se llevan a cabo durante la madurez sexual

y el envejecimiento en los roedores de laboratorio

est<Ín bien documentados (Meites. 1995; Ojeda

y Urbanski. 1994). Pero. en el easo de los roedores

silvestres en vida libre, algunos de los procesos

antes mencionados han sido poco explorados todavía

(Salame-Méndez et al.. 2004. 2003a. b).

En el campo de la maslozoologia. la actividad

reproductiva de los machos de las especies silvestres

en "ida libre se intiere la mayoria de las veces a partir

de evidencias indirectas como lo son la posición y

tamalio de los testículos; el desarrollo de las vesículas

seminales. así como la masa corporal y las

características morfológicas del pelaje (Romero­

;\lmara7. et al.. 2000; Kunz et al.. 1996; Ramire7.­

Pulido et al.. 1989). Por otra parte, dentro de los

clcmcntos tradicionalmente utilizados para identificar

la edad (categoria de edad: CE) de los roedores.

se encuentran el grado de sutura de los huesos del

crúneo y el desgaste de la superlieie oelusal de los

molares. De esta manera. tanto la determinación de la

edad como de la condición reproductiva en las especies

de roedores silvestres son insuficientes y subjeli\'os.

Por lo antes mencionado. es importante documentar

hecllos fisiológicos y endocrinos que penllitan conocer

de manera precisa los procesos de la biologia

reproductiva de estas especies en condiciones de

vida libre. Con el objelivo de investigar los procesos

fisiológicos y endocrinos involucrados en la biología

reproductiva de roedores silvestres en vida libre.

en este lrabajo se describe la histología del epitelio

seminífero. así como el perfil de los contenidos

de hormonas esteroides sexuales y algullos de

sus intermediarios en testículos de !'cro/JIYscus

/JIeltll1o/i,\' de ratones de las siguientes CE: subadultos.

adultos jóvenes. adultos maduros y viejos.

�IATERIALES y i\IÉTODOS

Los ratolles de Pcro/JIysclIs me/allvlis fueron

3'ÉPOCA VüL.lINUM.l (2005)

recolectados a 0.85 Km N. 3.5 Km W Eeuanil. 3180

m; 19° 13' 37" N. 99° 15' 37" W. en la Sierm del Ajusco.

D. F. Se utilizaron trampas Sherman cebadas con

hojuelas de avena, Los ratones lileron trasladados el

mismo día de su captura al laboratorio de jvlamífcros

de la UAr-.lI. y se les saeritieó por dislocación cervical.

A cada uno se le registraron sus medidas

convencionales (Romero-Almaraz et al.. 2000; Kunl

el al,. 1996) y se les preparó como ejemplares de

referencia (Ramíre7.-Pulido et al,. 1989). siendu

depositados en la Colección de Mamíferos de la LJAM

como crúneo y esqueleto. La designación de l� CE

se hizo dc acuerdo con el desgaste de la superficie

oelusal de los molares. sensu Iloffmeister (1951).

Biopsias del par de testículos y epidídimos

correspondientes a 8 ratones de la CE I Uuvenil); 9 de

la 11 Uuvenil subadulto); 8 de la 111 (adultojoV'en); 8 de

la IV (adulto maduro). y 7 de la categoría V (viejo).

fueron fijadas en formol al 10% en solución

amortiguadora dc fosfatos. y procesados para ser

incluidos en paratina, De cada tejido se obtuvieron

cortes de 3-5 mm dc grosor siendo teñidos con

hematoxilina-eosina. Con el objetivo de tener un

parámetro de comparación referente a la

histomorl,)logía de los testiculos y los epidídimos de

los ratones silvestres. se proceSarOllmtlestras de ambos

tejidos de cinco ratones de la cepa CD 1 con una edad

conocida de I a 10 semanas. de acuerdo a la fecha

registrada dc su nacimiento.

Una "el. tomada la muestra de tejido para el análisis

histológico. el par de gónadas correspondientes a los

ratones dc las CE 11 a V se colocaron en un tubo

Eppendorf que contenía una dísolueión de Ringer

isotónica y se almacenaron a -70 oC. Posteriormcnte

los testículos se descongelaron y se homogeneizaron

por ultrasonido (Sonic Dismembrator-50. Fisher).

Del homogeneizado se tomó una alícuota para

determinar la concentración de proteínas por c1método

de I3radtilrd (1976) utilizando para la curva est<Índar

albúmina de SUCI'O de bovino. Una segunda alícuota

lile utilizada para evaluar el contenido de: 311-hidroxi­

5-pregnano-20-ona (pregnenolona. 1'5); 4-pregneno­

3.20-diona (progesterona. 1'4); 17u-hidroxi-4-pregneno­

3.20-diona (17-hidroxiprogesterona. 171'4);

4-androsteno-3.I 7-diona (androstendiona. A); 171�­

hidroxi-4-androsteno-3-ona (testosterona. T).

Los procedimientos de extracción de los esteroides

totales y la determinación de la eficiencia de este
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procedimiento. así como los utiliJ'..ados para la separación

dc cada uno de los esteroides sexuales para su posterior

cuantificación por técnicas radioinmul1oanalíticas

(RIA) han sido descritos en previos estudios (Salame­

Méndez el al., 2003a, b).

Brevcmcnte, la extracción de los esteroidcs totales

(EET) se hizo con éter dietilieo por duplicado,

detcrminándose el porcentaje de eficiencia en cada

c\tracción a pal1ir de valorar la recuperación de los

ES marcados con tritio. siendo la eficiencia de

extracción en cada EET del 98.6 � 0.6%. La separación

de 1'5, 1'4, l 7P4, ¡\ Y T se hizo por cromato¡;ralla en

capa fina (CCF), utilizando tres sistemas

crolllatogrúficos (benceno� bcnceno:acctato de etilo y

oenceno:mctanol). Posteriormente, a cada tubo con el

cstcroide sexual a cuantificar. se le agregó solución

tampón de fosfatos. así como una dilución apropiada

del 3ntisucro contra el esteroide a ser cuantificado.

incubándose por 18 hrs a 4 oc. El csteroidc unido al

anticucrpo se separó al agregar a cada tubo una

disolución de carbón activado-de\tnín. centrifugúnuose

a 3000 x ¡; por 15 min a 4 oc. La cantidad del esteroide

radiactivo libre se detcrminó en UIl especlrómetro de

centelleo liquido (Beekman, LS-7000) con una

e1icieneia del 53% para tritio. Con cl objetivo de validar

cl método de cada RI¡\ realizado se hicieron de manera

paralela curvas estándar. siendo los coeficientes de

variación intra ensayos menores al 4%.

Aluílisis Estadístico. Para la comparación de

la concentración de cada ES por grupo de categoría

de cdad. se utilizó el anúlisis de varianza (¡\NOVA)

de Bartlett para variallzas iguales y para la comparación

de esteroides por grupo de edad se utilizó la prueba

de comparación múltiple de Tukey. Para comparar

la concentración de cada ES entre dos grupos ue

categoría de edad se utilizó el análisis de regresión.

pero siendo el interés probar si la diferencia entre

categorías de edad era similar. se probó la hipótesis de

pendiente tillO (Zar, 1999). Todos los cálculos se

hicieron con las rutinas de GraphPrisma (Motnlsky,

1999) y SYST¡\T (2000).

RESULTADOS

IIjsl"I,,�ja, 1'1 comparar la histolo¡;ia de los testieu)os

y epidídimos de los ratones de PerolllysclIS lIlelllJlOlis

con la de los ratones de la ccpa CDI, permitió

establecer con más precisión la edad en que se inició

la cspeflllalogénesis. así como su paulatino cese en los

ratones silvestres. En los ratones juveniles d� la CE L

las imágenes histológicas de ambos tejidos fueron

similares a la de los ratones CI) l de 4 semanas de

edad (Fi¡;. l A Y 11); ¡osjuvenilcs subadultos d� la CE

11 a los ratones de la misma cepa de 7 selllallas de

edad (Fi¡;. I C), y tanto los adultos jóvenes (CE 111)

como los adultos maduros (CE IV) fueron similares a

los ratones CDI de 9-10 semanas de edad (Fi¡;. l E Y

F). En los túbulos seminiferos de los ratonesju\'eníles

de la CE 1 se observaron abundantes espermatoeitos y

cspermátides elongadas (Fig. 1 i\ Y 13). En los ratones

juveniles subadultos. sus túbulos seminíferos ya tenían

espermatocitos. espermátides eJongadas y

espermatozoides: por lo tanto. en estos ratones se inicia

la espenniogénesis. apreciándose espeflllatozoidcs en

la re¡;ión caudal dcl cpididímo (Fi¡;. l C y D). Por otra

p"'1e, tanto los ratones adultos jóvenes (CE 111) como

los adultos maduros (CE IV) presentan una mayor

abundancia de los tipos celulares mencionados para

losjuveniles subadultos, resaltando los cspcnnato/J.li,Jcs,

los cuales también fueron muy abundantes en la cauda

del epididimo (Fi¡;. l E y F). Por último, en los ratones

viejos (CE V), tanto el epitelio ¡;enninativo como la

región caudal del epidídimo mostraron procesos

de¡;cnerativos, por ejemplo, vacuoli/"eión (Fi¡;. 1 G).

Sin embargo. en cuatro de estos ratones. ambos órganos

presentaron espermatozoid�s.

Contenidu de Estl'rnides Se:\uah.'s. La comparación

d� las concentraciones de 1'5, 1'4, 171'4 Y ¡\ del ¡;rupo

de CE 11 (subadultos) mostraron diferencias

si¡;nilieativas �ntre sí (F"o = 66.96, !' < 0.000 1),

diferencias que también se prescntaron en la CE 111

(adulto joven) (1""'0 = 64.5, !' < 0.0001), la CE IV

(adulto maduro) (F"o= 55.99,f' < 0.0001) y la CE V

(viejos)(F"o= 4 7. 11: !' < 0.000 1). Sin embar¡;o. cuando

la comparación se hizo para P5 en los cuatro grupos

de categorías de edad. la diferencia no fue significativa

(F,." = 0.652, l' = 0.885), diferencia qu� tampoco se

pr�s�ntó para P4 (F,." = 0.653, l' = 0.885). 17P4 (F,."

= 1.258, !' = 0.990), ¡\ (F,,, = 1.289. l' = 0.732), Y T

(F, 'N = 0.255, l' = 0.9(8) (Fi¡;. 2).

En los testículos de I()� ratones subadultos y adultos

jóvenes, el contenido de T fue diferente entre si (l1.7 =

30.80,!' < 0.000 1); cuando la comparación se hizo entre

adultos jóvenes y adultos maduros, CE 111 y IV,

respectivamente, no se encontraron diferencias cntre

ellos (f' > 0.05), pero con la prueba de pendiente uno sí

las hubo (t, 7 = 86.68. !' < 0.0001). Cuando la

comparación .ose hizo entre los adultos maduros y los
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Figll ra l. M krofotogralias tille Illuestran la histología de tcsticulos y cpidídimos de PerOlllysCl/S meluoo/i,\" de diferente cah:goria

de t'dad (;\. e E y G). así corno de ratones de la cepa el) 1 de edad conocida (B, () Y F). Tanto en los testículos de tos ratones

juveniles de la categoría de edad -CE- 1 (A) como en los ralones de 4 semanas de edad (B) se apn:cian cspcnnatocilos y

cspcnnúlkk:s tClllprdllaS (lkcha) (100:'\). Por su parte. la región caudal dt.:1 cpidídimo (rcl.:uadros. 400x) aún no tiene csrcnnatozoidcs.

En los subadultos de la CE 11 (e) y en los ratones de 7 semanas (D). sus ¡úbulos seminíferos (100:\) tienen cspcrmátides (flechas)

y cspcnnalozoides.los cuales se aprecian en el cpidídimo (punta de flecha) (recuadro. 400x). Los ratones adultosjóvenes de la CE

111 (E) Y los de <) �emanas de edad (F) su epitelio seminíl"i:ro (100\.) tiene ciclos cspennatogénicos comph:tos y en diferentes

estadios (Clennont. 1(72). Porejcmplo, en los ratones silvestres se muestran los estadios VIII y IX. yen losde la cepa los estadios

VI y VIII. Por su parte. en ambos casos, la región caudal del epidídimo (recuadro, 400x) tiene lIna conspicua abundancia de

espcnnalOzoidcs. Por último, en los túbulos seminíferos de ratones silvestres de la CE V o viejos (G), se aprl'cian signos de

degeneración tales comú vactlolas grandes (punta de lkcha) y células Ilccrótieas (lleeha) (ambas en el recu3dro izquierdo. -lOO,).

Por �u parte. los túbulos dd epidídimo están vacíos y su epitelio ticne vacuolas (V) (recuadro derecho, -loox).
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Fil!.. 2. Concentración de esteroides sexuales en los testiculos de PeromysclIs me/,mOlis de diferente catcgoria de edad,

prmcnientcs de la Sierra del Ajuseo. Distrito Federal. Catcgllría de edad 11. subadulto (n = 9); 111, aduilo joven (n - 8): IV.

adulto maduro (n = 8) Y V. vicjo (n = 7). La barra rl'presenta la media 1: lIna desviación estándar"

vicjos (CE V), tal1lhi�n se pn:sclltaron diferencias

signilieativas (1,.7= 14.0S. l' < 0.000 1) (rig. 2).

I)ISCIJSIÚ\'

La producción de esteroidc� scxuaks sc inicia con la

biolransformación del colesterol en P5. ¡\ partir de este

cstcroidc st: sintetizan las prog,eslinas (v. gr. P4).

andrúgcnos (v. gr. '1") y cstrúgellos (v. gr. E2), así C0ll10

los glucocorticoides (eortisol) y mineralocorticoides

(eorticoslerona) (Nonnan y Lit"aeh. 1997). El hecho

de que en individuos subadultos (categoría de edad.

CE- JI). adultos jóvenes (CE IJI). adultos madums

(el' IV) y viejos (CE V) de P mell/l/()Iis. el contenido

de P5 haya sido similar. sugeriría que en esta especie,

independientemente de su edad. el contenido

de: este prt:cursor es constante.

[ntrt: los estt:roidcs :'icxu�dcs producidos por el tejido

intcrsticial dd testículo y que tiene tina relevante

importancia en la biología reproductiva se encuentra la

T. En mamíferos, así COIllO en algunas otras especies

dt: vertebrados, este andrógeno coordina diversos

procesos implicados c.:n su biología reproductiva.

¡I{)I' ejemplo. n.:gula la cspcrmiogénesis. la funt:ión dc

los órganos accesorios. rt:pcrcllticlldo C'n la

manifestación de los caracteres sexuales secundarios

C0l110 lo es el crccimil.'lIto del pelo y su color. estimula

el crecimiento corporal. l1lodulando el desarrollo ÓSl:O

y lI1uscular, y coadyuva al desplieglJl: <.11.: la conducla

sexual (Iknt ley. l <)<)X: No,-ris. 1<)1)7: Non""" y Lim "ek

1 <)<)7: Griflin y Ojeda. 1<)1)2).

La producción dc T se lleva a cabo en las células dc

Leydig por la via de los intermediarios .:'.S y ,',4.

Esta IHllllcnclalura se refiere a la posición dd t:lllace

insaturado de los estero id es intermcdiarios que se

biotrallsforman durante la síntesis del andrúg('no.

Los esteroides intermediarios dc la da doS son la

I'S. la 17a.hidroxi.pregnenolona (17I'S). la

dehidmepiandrosterona (DI lA) y el androstendiol.

En la vía ,14 los esteroides intermcdiarios son la p.t

la 171'4 y la A. El que una via predomine sohre la

otra depl.:llde dc In especie quc se estudie.

En rocdorc�. por ejemplo t:n ratones y rata", de

laboratorio. predomina la via "'4 (lIenrieks. 1991:

Lipsett. 1(86). En este sentido. ht:l1ws dClllostrado

prc,"ialllt:1l1c que en P melwlOlis esta última ,oía e:-.tú

presente: sin embargo. no se pUt:de decir que sea la

prevaleciente, ya que cn este modelo 110 se han

valorado los esleroides de la vía "'S (Salame­

l'v1éndez el l/l.. 2(04).

Los resultados de cste trahajo apoyan el hecho dt:

que en esta espt:cic de Pel'omysclis se enClh.:ntran.

en efccto t:1l los ratones dc las categorías dc edad

suhadllltos, adultos jtH'Cnes. adultos maduros
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y viejos. eant idades deteetables tanto de la

P5 como d� los cstcroides illterll1�diarios de la vía

D4 para la produeeión de T.

El an,;lisis del conlenido de T. así eomo sus

intermediarios 04. cuantificados en los testículos

de cada ulla de las categorías de edad analizadas.

permitió dilucidar su perfil ontogénico. iniciúndosc

su incremento en los ratones de la CE 11 o ju\cnilcs

subadultos. siendo este incremento mayor en los

adultos jóvcnes (CE 111) e inicíando posteriormente

su deseenso en los ralones adultos maduros (CE IV).

siendo éste más evidente en los ratones de la CE V o

viejos. Este pcrlil de aumento-descenso en el contenido

intratcsticlIlar de T concordó cualitativamente

con los cambios en la cspcnniogéncsis. la cual se inició

en los ratones juveniles subadultos. siendo muy

evidente en los adultos -jóvenes y maduros- y disminuyó,

casi totalmente. en los ratones viejos. Ambos perfiles

constatados cn este trabajo. coinciden con los

reportados para los roedores de lahoratorio. es

decir. conforme avanza su edad. disminuye tanto

la producción como d contenido del andrógeno.

así como la cspennatogénesis (vom Saal t>1 al .. 1994�

lIalez. 1970).

El eontenido de T en los ratones de la CE 11 eomparado

eon el de los ralones juveniles de la CE I (Salame­

M0ndez ('/ 11/ .. 2003b). asi como con los ratones

adultosjúvones (CE 111). indiea que los ratones de la

CE 11 denominados subadultos son pÍJberes y estún

en transición a slImadurez sexual. Lo anterior se apoya

con d hecho de que alln cuando su espermiogénesis

ya se inició. son escasos los espermatozoides

tanto en los tllhulos seminíferos como en la región

eaudal dd cpididimo. Por su parte. al no haber

difen:ncias en la concentración de T entre los ratones

adultos jóvenes y adultos maduros. podelllos sugerir

queambas categorías de edad. morfológicamente

difcrentes a pal1ir del desgaste de la superficie oelnsal

de los molares. no lo son desde el punto de

\ ista hormonal. lo cual concuerda con la evidencia dc

que ambas edades tienen una activa espermiogénesis.

Por último. en los ratones de la categoría de

edad V (víejos). al descender el contenido gonadal

de T y la espermatogénesis con respecto a los ratones

adnltos maduros de la CE IV. se inieia el tlnal

de la clapa reproductiva de los ratones dc esta especie

de Pc!rolll,\',\"cllS. a tal grado que en algunos ratones

de la CE V su epitelio seminífero ya presenta

procesos degcnerativos.

Lo descrito en este trab�lio permite confirmar quela

edad identificada por métodos convcncionales en

I� lile/alIOli'\" Y mcdiante los cuales se han propuesto

hasta seis categorías de edad (Anderson. 1989) podría

corresponder hormonal mente. de acuerdo al contenido

intratcsticular de cstcroides sexuales. reforzado

por cl análisis del epitelio seminífero (espcrmato­

génesis) y del epidídimo. a sólo tres categorías de

edad: jnveniles. adullos. y viejos. I.os juvcniles

quedarían rcprescntados por las catcgorías dc edad

1 y 11. los aduhos por la 111 y IV. Y los viejos por la V.

Por lo tanto. estos resultados permiten concluir que en

los machos de P. melanOli,\'. la concentración

inlratesticular de 1'5 y en particular la de T y sus

intermcdiarios D..f. así como su espermatogéncsis. se

incrementan conforme se alcanza la madurez sexual

y decrecen proporcionalmentc con el envejecimiento.
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