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RESUMEN

Se valoraron los contenidos de esteroides sexuales (IXS) en las gonadas de ratones juveniles con testiculos escrotados de
Peromyscus melanotis. Los ES cuantificados por radioinmunoanalisis (RIA) fueron pregnenolona (P3): progesterona (P4):
| 7a-hidexi-progesterona (17P4). androstendiona (A) v lestosterona (T). Las concentraciones de los ES fueron
significativamente diferentes (P <0.0001). La concentracion de T en relacion con la de cada uno de los esteroides analizados,
fue significativamente diferente (P <0.001)en 2, 8,26 y 1 1 veces mas alta que la concentracion de P35, P4, 17P4 y A. A su vez,
la concentracion de P5 fue significativamente mayor (P <0.001) que la de P4, 17P4 y A con una diferencia de 5, 16y 7 veces
mas, respectivamente. pero dos veces menor con respecto a la de T (P <0.001). En la concentracion de P4, 17P4 v A no se
encontraron diferencias significativas (P >0.05). Las concentraciones encontradas son similares a las de roedores de labora-
torio identificados como juveniles prepuberes; por ende, se concluve que el hecho de presentar testiculos escrotados no es
un criterio suficiente para considerar a los individuos juveniles de 2 melanotis como sexualmente activos.
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ABSTRACT

The conlents of sexual steroids (SS) were assessed in gonads of juvenile mice of Peromyscus melanotis with scrotal testes.
The S8 quantified. by radioimmunoassay (RIA), were pregnenolone (P5); progesterone (P4), 17o-hvdroxy-progesterone
(17P4); androstendione (A) and testosterone (T). Concentration of T was of 2, 8. 26, and 11 times thatof P35, P4. 17P4 and A,
respectively. Also, concentrations of P3 surpassed 5, 16, and 7 times that of P4, 17P4, and A, there were no significant
differences in the concentratios of the three latter steroids. These concentrations are very similar to those bored by prepuber

laboratory rodents; therefore. it is concluded that the presence of scrotal testes in juvenile P. melanotis 1s not a sufficient
criterion Lo consider them sexually mature.

Key words: Rodents, Peromyscus melanotis, testes, sexual steroids, juvenile, puberty, Mexico.
INTRODUCCION
de esteroides sexuales (ES). Los ES regulan la
La madurez sexual en el ciclo biologico de una especic  actividad reproductiva al producir cambios en diversos
implica ¢l establecimiento y mantenimiento de wna seric de  tejidos y en el comportamiento. De esta manera. se

procesos endogenos que permiten la regulacion y produccion  dice que los organismos que han alcanzado la
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madurez son aclivos sexualmente y por tanto, con

capacidad de reproducirse, siendo de quienes

dependera la perpetuacion de su especie.

En el campo de la Mastozoologia. es tradicional
considerar la presencia de testiculos escrotados en
roedores silvestres como un indicador de madurez
sexual v que. junto con su tamaiio y peso. establecen
una relacion directa con la madurez sexual (Layne,
1968). Pero estas interpretaciones al basarse solamente
en ¢l aumento de la masa tisular, son indirectas y por
tanto. no reflejan necesariamente los eventos

fisiologicos de las gonadas.

En otros casos. como efecto de la manipulacion de los
ndividuos se produce estrés. lo que ocasiona la retraccion de
los testiculos del escroto y por ello. se les clasificaria como
mmaduros sexualmente. Sin embargo, en otras especics como
Neotomodon alstoni en condiciones de bioterio no se
observaron machos con testiculos escrotados (Olivera ef al.,

1986). ain cuando la colonia se reprodujo exitosamente,

Por lo tanto. mas que la posicion, peso vy tamafo, la
funcionalidad de los testiculos depende de factores endocrinos
no bien explorados todavia (Eleftheriou, 1968). Se sabe que
en periodos bien definidos del ciclo de vida de los mamiferos.
las dos funciones principales de los testiculos son la
espermatogenesis vy la biosintesis de ES (Bronson. 1989).
destacando la produccion de androgenos que regulan

diversos procesos biologicos (van Tienhoven. 1983).

Tanto la produccion de espermatozoides como de
androgenos se coordinan con el sistema nervioso central
por medio del ¢je hipotalamo-hipofisis-testiculo (Hodgson
et al.. 1983). Androgenos como la testosterona (T)
provocan en el hipotalamo la secrecion del factor libera-
dor de gonadotropinas (GnRH. siglas en inglés) queen la
lipofisis regula la secrecion de la hormona foliculo esti-

mulante (HFE) v la hormona luteinizante (HL). La HFE
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y la T coordinan la espermatogénesis en las células de
Sertoli (McLachlan et al.. 1996) v la HL la produccion de
T en las células de Levdig (Ewing v Keeney. 1993).

La T producida por las células de Leydig tiene un
papel fundamental en la biologia reproductiva por sus
multiples funciones. Este androgeno participa cn la
espermiogénesis (Vornberger ef al., 1994). Actua en
el establecimiento de los drganos accesorios (Bardin y
Catteral, 1981: Russell ef al., 1987) v estimula el
crecimiento corporal. modulando el desarrollo
muscular (Joubert y Tobin, 1995; Sauerwein v Meyer.
1989) v dseo (Corvol ef al.. 1992 Kasperk ef al..
1990). Asimismo. la T regula la manifestacion de los
caracteres sexuales secundarios como el crecimiento
del pelo (Sawava. 1994): el contenido de grasa en la
piel (Desylpere ef al., 1985) v coadyuva al despliegue

de la conducta sexual (Mani ef al.. 1994).

machurez

sexual en los machos de especies de roedores silvestres, es

Para determinar con mayor precision el miciode la

necesario examinar los caracteres histomorfologicos y valo-
rar los contenidos de ES en las gonadas y en los tejidos acce-
sorios; ademas de consignar las caracteristicas externas de

los organos sexuales secundarios.

Al estudiar la reproduccion de Peromyseus melanotis en
la Sierra del Ajusco. D. F.. se ha observado que se
reproduce durante todo el afio (datos sin publicar) ¥ que
es frecuente encontrar individuos juveniles con los
testiculos escrotados. Estas dos observaciones plantean
la posibilidad de que esos individuos estén participando
activamente en la reproduccion de la poblacion si se les
considera sexualmente maduros. Pero tambien es posi-
ble que los testiculos en el escroto sean solo un signo de
que los individuos estin empezando a madurar v que aun
no producen suficientes espermatozoides (Layne. 1963:
Clarck. 1938) o androgenos (Ramaley y Schwarts. 1980)

para considerarse sexualmente maduros.
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Por lo antes mencionado, se decidio explorar la
relacion existente entre testiculos escrotados y la
madurez sexual mediante la cuantificacion de
pregnenolona, progesterona,l7o-hidroxi-progesterona,
androstendiona y testosterona en los testiculos de ratones
Juveniles de Peromyscus melanofis, informacion que se

documenta por primera vez para esta especie.
MATERIALES y METODOS

Recoleccion del Material Bioldgico. Se examinaron
machos juveniles (edad I) de P melanotis con los testiculos
escrotados recolectados en la Sierra del Ajusco, D. F. (0.85
Km. N. 3.5 Km. W Ecuanil. 3180 m; 19° 13" 37" N,
99° 15" 377 W). La captura se hizo de manera
selectiva con trampas Sherman, cebadas con hojuclas
de avena. En el laboratorio los ratones se mataron por
dislocacion cervical y se registraron las medidas
convencionales (Kunz et al., 1996; Ramirez-Pulido et
al.. 1989). La clasificacion de la edad se hizo de acuer-
do con el desgaste de la superficie oclusal de los molares
(Hoflmeister, 1951).

Valoracion del Contenido de Esteroides Sexuales.
Para la determinacion del contenido de esteroides sexuales
(ES) se utilizaron nueve pares de testiculos. Cada par de
testiculos extirpados se colocaron en tubos Eppendorfcon
solucion de Ringer isotonica y se almacenaron a —70°C.
El par de testiculos se homogeneizo por ultrasonido (Sonic
Dismembrator-50, Fisher) y se¢ le tomo una alicuota para
determinar la concentracion de proteinas por el método
de Bradford (1976); se utilizo albimina de suero de
bovino como estandar para la curva patron. El contenido
de ES se establecio por técnicas radioinmunoanaliticas como
sigue: 3 [3-hidroxi-5-pregneno-20-ona (pregnenolona, P5):
4-pregneno-3.20-diona (progesterona, P4); 17c-hidroxi-4-
pregneno-3.20-diona  (17-hidroxiprogesterona, 17P4); 4-
androsteno-3,17-diona (androstendiona, A); 17[-hidroxi-<4-
androsteno-3-ona (testosterona, T).

Separacion de los Esteroides. Para determinar ¢l
porcentaje de eficiencia en la extraccion y para la
cuantificacion de cada uno de los ES se utilizaron los
esteroides radiactivos [7-*H]-pregnenolona (actividad
especifica -ae- 27 Ci/mmol). [1.2.6.7-*H]-progesterona
(ae 83 Ci/mmol): [1.2-*H]-17progesterona (ae 44 Cv/
mmol). [1.2.6.7-*H]-androstendiona (ac 84 Ci/mmol).
[2.4.6.7.16.1 7-*H]-testosterona (ac 139 Ci/mmol). Cada
uno de los esteroides mencionados se obtuyieron de
New England Nuclear (Boston, MA) v se purificaron
previamente al uso por cromatografia en capa fina
(CCF), con una disolucion de tolueno:acetato de etilo
(2:1. v/v). La P5. P4, 17P4. A v T que se utilizaron
como referencia, se obtuvieron de Steraloids (Pawling,
N. Y.) v se purificaron antes de su uso por CCF. Los
reactivos y disolventes organicos utilizados fueron de grado

analitico procedentes de diversas casas comerciales.

La extraccion de los esteroides totales se hizo sobre
cada homogenizado con éter dietilico por duplicado,
siendo la eficiencia del 98.6 £ 0.6%. La separacion de
P5. P4, 17P4. Ay T en cada uno de los extractos que
contenian los esteroides totales se hizo por CCF. sobre
cromatoplacas cubiertas con gel de silice e indicador
de radiacion UV (Merck) y se utilizarcn tres sistemas
cromatograficos: benceno: benzeno:acetato de etilo (7:3.
v/v). v benzeno:metanol (95:5. v/v). La zona del
cromatograma que coincidio con la distancia relativa
de separacion (Rf) del esteroide de referencia se
raspo v el esteroide adsorbido al silice se separo con
una disolucion de éter etilico:metanol (1:1. v/v).
La disolucion con el esteroide a cuantificar se

recolectd en un tubo de ensaye y se evaporo a sequedad.

Cuantificacion de los Esteroides. La concentracion
de P5, P4, 17P4, A vy T se realizo por técnicas
radioinmunoanaliticas (RIA) previamente descritas

(Mendieta et al., 1991). A cada tubo con el ES a
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cuantificar, se le agregd solucion amortiguadora de
fosfatos (0.25 M pH 7, azida de sodio y gelatina al
1%), asi como una dilucion apropiada del antisuero
contra el esteroide a ser cuantificado (Bermudez et
al.. 1975) y fue incubado por 18 hrs a 4°C. El esteroide
unido al anticuerpo se separd con una disolucion de
carbon activado-dextran (6.25 mg % v 62.5 mg %
Dextran T-70:Norit A. p/p en agua bidestilada) por
centrifugacion a 3000 x g por 15 min a 4°C. El
sobrenadante se decanto en viales a los que se les
agregaron 5 ml de Instagel (Packard) y la cantidad del
esteroide radiactivo libre se determind en un
espectrometro de centelleo liquido (Beckman, LS-7000)
con una eficiencia del 53% para tritio. El método de
cada RIA fue validado por medio de curvas estandar
de manera paralela. con coeficientes de variacion
intraensayos menores del 4%. Para comparar la con-
centracion de los ES. se uso la prucba de Bartlett para
varianzas iguales y la prueba de comparacion multiple
de Tuckey (Zar. 1999).

RESULTADOS

de ES fueron
significativamente diferentes (Bartlett ANOVA, F -
=42.47, P <0.0001). De hecho, la concentracion de T

Las concentraciones los

fue significativamente mayor (P <0.001) a la de P35,
P4, 17P4 v A (Fig. 1) en 2, 8, 26 y 11 veces,
respectivamente. Asimismo. la concentracion de P3 fue
significativamente mayor (P <0.001) que lade P4, 17P4
v A (Fig. 1). superando la de estos esteroides por 5. 16
y 7 veces mas, respectivamente (P <0.001) (Fig. 1).
Finalmente. en la concentracion de P4, 17P4 v A no se

demostraron diferencias significativas (P > 0.035).
DISCUSION

La reproduccion es un proceso multifactorial (Bronson,

1985: Bronson v Perigo. 1987) que involucra aspectos

1000+

100
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10

P5 P4 17P4

A
ESTEROIDES SEXUALES

Fig. 1. Contenido de esteroides sexuales en los testiculos
escrotados de ratones juveniles (n = 9) de Peromyscus
melanotis de la Sierra del Ajusco. D. E Las barras represen-
tan la concentracion y la linea vertical + una desviacion
estandar. P5 (pregnenolona). P4 (progesterona). 17P4 (1 7ct-
hidroxi-progesterona), A (androstendiona) y T (testosterona).

ceologicos (estacionalidad. densidad de la poblacion
estructura de edades y proporcion de sexos) y etalogicos
(cortejo, territorialidad. seleccion sexual). asi como
procesos fisiologicos v endocrinos que se expresan en

diferentes etapas del ciclo biologico de una especie.

En los roedores como en otros grupos de mamiferos. para
que un ammal sea apto para reproducirse debe madurar
sexualmente y. para ello. debe pasar gradualmente por
las etapas neonatal. infantil, juvenil v adulta. De ahi que
en los estudios de la biologia reproductiva de una especie.

sea fundamental considerar la edad de los individuos.

En estudios mastozoologicos, la determinacion de
clases de edad en especies del género Feromyscus

puede ser subjetiva con los métodos convencionalmente
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utilizados (Hoffmeister, 1951; Hooper, 1952), va que el
desgaste de la superficic oclusal de los molares, asi
como la condicion, textura v color del pelaje. pueden
ser interpretados de manera distinta por diferentes
investigadores. De hecho. esto ha ocasionado que
algunos de cllos consideren tres. cuatro vy otros hasta
seis grupos de edad (Anderson. 1989).

Pero mas importante que esto, es que tales grupos de
edad se hacen corresponder intuitivamente con una
ctapa del ciclo biologico de la especie, a la cual se le
asocia un papel particular en el ciclo reproductivo. Asi,
por ejemplo. se dice que la edad I corresponde a
Juveniles, la I a subadultos, la III a adultos jovenes, la
IV a adultos de mediana edad, la V a adultos maduros
v la VI a individuos viejos (Anderson. 1989). En cam-
bio. otros identifican solamente tres tipos de edad: ju-

veniles, adultos y vigjos.

Anderson (1989) también indica que el término juvenil
¢s aplicado de manera variable, pero que en general se
refiere a individuos prepuberes y afiade que se trata de
individuos destetados, pero no menciona que
participen o no en la reproduccion. Aqui cabe destacar
que durante la etapa juvenil se da la transicion hacia la
pubertad, periodo en que se llevan a cabo los cambios
fisiologicos y etoldgicos que conllevan a la capacidad
reproductora (Bronson v Rissman. 1986); de hecho. al
inicio de la pubertad se reinicia la produccion de
androgenos (Russell ef al., 1987).

En particular, si se asume que ni los juveniles ni los
vigjos participan en la reproduccion de Peromysciis
melanotis, el éxito reproductivo de la especie
quedaria limitado a los adultos. de ahi la importancia
para cuantificar los contenidos de P5. P4, 17P4. Ay T
en los testiculos de individuos juveniles con testiculos
escrotados. Esto permitiria establecer la edad a partir de

la cual los animales participan en ventos reproductivos.

El perfil de las concentraciones de esteroides sexuales
muestran que los individuos analizados corresponden a
prepuberes, no obstante que al tiempo de su captura
presentaron los testiculos escrotados. De hecho. los
perfilesde la concent racion de P5. P4. 17P4, A w.
particularmente, el de T son muy similares a los de
ratones albinos (Mus musculus) de la cepa CDI
(Salame-Méndez,
(prepuberes) v de 42 dias de edad (puberes tempranos).

datos no publicados) de 35 dias

asi como a los descritos para individuos prepuberes v
puberes de la rata albina (Raffus norvegicns) (Clark v
Price, 1981; Ramaley, 1979; Ramaley v Schwarts. 1980).

Por otro lado, la concentracion de T en los juveniles de
P melanotis es un poco menor a la mitad (24.3 pg/mg)
de la concentracion que se encontro en los testiculos
de ratones subadultos (44 pg/mg) de la cepa CDI (Sa-
lame-Méndez. datos no publicados). Por ende. los re-
sultados obtenidos sugieren que en los juveniles de
P. melanotis, la esteroidogénesis se ha iniciado y
por tanto, se ha establecido el eje hipotalamo-

hipofisis-testiculo.

Cabe mencionar que la P4, 17P4 v A analizadas son
los ES que conforman la via A4 en la sintesis de T
(Lipsett, 1986). que junto con la via A3, constituyen las
dos rutas esteroidogénicas para la produccion de este
androgeno. La concentracion de P3. que es el precur-
sor ¢n la sintesis de hormonas esteroides. asi como la
de los esteroides C19 (P4. 17P4 y A) que conforman
la ruta esteroidogénica A4 (Lipsett. 1986). indican que
la sintesis de T en P melanotis puede seguir csta via.
Sin embargo. la ruta esteroidogénica precisa esta en

proceso de analisis.

La concentracion elevada de T con respecto a los de-
mas ES en los P melanotis analizados. permite eva-
luar que este androgeno participa en la regulacion de

los cambios en la transicion a la pubertad. De tal
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manera que su funcion estimula el crecimiento corpo-
ral (Joubert y Tobin, 1995; Corvol ef al., 1992), regula
el crecimiento v el color del pelo (Sawaya. 1994), asi
como la produccion y secrecidn de sebo (Desylpere ¢!
al.. 1983) v, junto con el estradiol, coadyuva al desplic-
gue del comportamiento sexual (Collado ef al., 1993).

Como desde el punto de vista de la endocrinologia. los
individuos examinados de P. melanotis, incluyen tanto
individuos prepuberes (categoria peripuberales o
puberes tempranos) como puberes propiamente,
estamos realizando estudios para conocer su conducta
sexual, asi como analisis histologicos de los testiculos y
epididimos para evaluar la presencia o no de
espermatozoides. estos trabajos nos permitiran
establecer si los animales juveniles participan o no en
los eventos reproductivos. Sin embargo, con los
resultados obtenidos en este trabajo. se fortalece el
argumento de que la sola presencia de testiculos
escrotados en los ratones de la categoria de edad I
(juveniles), es insuficiente para considerar que
participen en la reproduccion de la poblacion.
Condicion que por otra parte, no refleja la relacion en-
tre la edad supuesta y la condicion fisiologica de los
individuos y, por ende, se concluye que, a los ratones
juveniles de Peromyscus melanotis con testiculos

escrotados no se les puede considerar maduros
sexualmente.
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