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RESUMEN

En este trabajo se reporta la evaluacion de la produccion de hormonas esteroides e intermediarios a partir de la
biotransformacion de colesterol tritiado por las gonadas de machos y hembras del raton de las rocas -Peromyscus difficilis
Jfelipensis-. La sintesis de testosterona fue mayor en los testiculos de ratones adultos y menor tanto en los ratones
viejos como en los subadultos. En diestro 1 (metaestro) los ovarios producen mas progesterona (P4) que estradiol (E2).
Durante el diestro I1, la sintesis de P4 tendié a ser menor que la de E2, mientras que en el proestro, esta relacion se
invirtio. Estos datos constituyen la primera evidencia de la produccion in situ de esteroides sexuales en ambos sexos de esta
especie de Peromyscus sin haber estado en condiciones previas de laboratorio.

Palabras clave: hormonas esteroides, sintesis, ovarios, testiculos, Peromyscus difficilis.
ABSTRACT

We evaluated the synthesis of steroid hormones and intermediates in the rock-mouse -Peromyscus difficilis felipensis-,
using the testicles of males from different ages and ovaries of females in different stages of the estrous cycle. Testosterone
synthesis was higher in testicles of adult mice and lower in those of both older and subadult mice. In metestrus
{diestrus 1), the ovaries produce more progesterone (P4) than estradiol (E2). During diestrus II, P4 synthesis tended to
be lower than that of E2, while during proestrus, this relationship is inverted. These data constitute the first record of the
in situ sexual steroids production in both sexes of this species of Peromyscus.

Key words: steroid hormones, synthesis, ovaries, testis, Peromyscus difficilis.

INTRODUCCION (v. gr. progesterona), androgenos (v. gr. testosterona),
estrogenos (v. gr. estradiol), y corticosteroides
(glucocorticoides —cortisol- y mineralocorticoides -

aldosterona-) (Norman y Litwack, 1997).

La actividad reproductiva de las especies de
vertebrados esta relacionada con la produccion y accion
de las hormonas esteroides (HE) las cuales tanto en

las hembras como en los machos actian, por ejemplo,
en la gametogénesis y en la conducta de aparcamiento.
Su sintesis se lleva a cabo por vias biosintéticas bien
establecidas en tejidos extragonadales y gonadales de
diversas especies de vertebrados (Bentley, 1998;
Norris, 1997: Gorbman er al., 1983). Iniciandose con la
biotranstormacion del colesterol en pregnenolena (PS),
esteroide a partir del cual se producen las progestinas

En roedores la produccion de andrdgenos se lleva a
cabo por dos rutas de sintesis alternas: las vias A4 y
A5 (Hall, 1994), prevaleciendo la A4 en Ratius
norvegicus v Mus mus (Henricks, 1991; Lipsett, 1986).
Por su parte, los estroégenos se producen a partir de la
aromatizacion de androgenos (Akthar et al., 1997); de
la testosterona se produce el estradiol y de la
androstendiona la estrona.
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Por lo antes mencionado, conocer en una especie la
sintesis de las HE en tejidos diana como lo son las
gonadas, permite tener un parametro de su
endocrinologia reproductiva. Los eventos endocrinos
en especies de roedores silvestres principalmente han
sido realizados en condiciones experimentales
(v. gr. Good et al., 2003; Lapseritis y Havssen, 2001;
Perrot-Sinal ef af.. 1998). Aunque son importantes los
resultados de estos estudios, no necesariamente
documentan las condiciones fisioldgicas de los roedores
en vida libre. Razon por la cual, uno de los objetivos de
nuestro grupo de trabajo ha estado enfocado al estudio
de las estrategias reproductivas de roedores silvestres
en vida libre desde un punto de vista endocrino.

En este trabajo se describe en el raton de las rocas -
Peromyscus difficilis felipensis- la produccion
in vitro de HE ¢ intermediarios A4 por las génadas
de machos de diferente categoria de edad y de
hembras en tres etapas del ciclo estral. En ambos
casos, los ratones no permanecieron en condiciones
previas de acondicionamiento a un bioterio.

MATERIALES y METODOS

Material Biologico. Los individuos de Peronyscus
difficilis felipensis fueron
septiembre a noviembre de 1999 en el Parque Nacional
Cumbres del Ajusco, México D. F. (0.85 Km N,
s W Ectanil. 3180im; 19° 137 37" N;99° |.5° 37"
W). utilizando trampas Sherman cebadas con
hojuelas de avena. Los roedores colectados el mismo
dia se trasladaron al laboratorio de Mamiferos de
la UAM-Iztapalapa y se mataron por dislocacion
cervical. A cada especimen se le determinaron
sus medidas mastozooldégicas convencionales
(Romero—Almaraz e¢r al., 2000: Kunz e al., 1996)
y se les preparé como ejemplares de referencia
(Ramirez-Pulido et al.. 1989) siendo depositados en la
Coleccion de Mamiferos de la UAMI como craneo
v esqueleto. A las hembras se les realizé ademas. un
frotis exfoliativo vaginal para determinar la etapa
del ciclo estral; su descripeion se hizo segun lo reportado

recolectados de

por Olivera y col. (1986) para el raton de los volcanes
-Neotomodon alstoni-. Por su parte. la determinacion
de la categoria de edad de los ratones se hizo
considerando el desgaste de la superficie oclusal
de los molares sensu Hoffmeister (1951).

Andlisis de la Produccion de Esteroides Sexuales,
En testiculos de machos juveniles, adultos y viejos, y

ovarios de hembras en fres estadios del ciclo estral,
se evaluo la produccion de de los siguientes esteroides
sexuales (ES): 3p-hidroxi-5-pregnano-20-ona
(pregnenolona, P5):; 4-pregneno-3,20-diona
(progesterona, P4): 1 7cthidroxi-4-pregneno-3.20-diona
(17-hidroxiprogesterona, 17P4); 4-androsteno-3.17-
diona (androstendiona, A); 17p-hidroxi-4-androsteno-
3-ona (testosterona, T), v 1.3.5(10)-estratrieno-3,17f-
diol (estradiol, E2 —s6lo en los ovarios-).

A las hembras v a los machos se les extirpo su
gonada izquierda, y una vez eliminado el tejido
graso de los ovarios y desprendida la tinica albuginea
del testiculo, cada génada por separado se introdujo
en tubos Eppendorf que contenian una diselucion
tampon de Krebs-Ringer. bicarbonato, adicionado
con 2% de glucosa (KRBG, pH 7) y 20.000
cpm de colesterol tritiado (1,2-3H. actividad
especifica -ae- 47.7 Ci/mmol) (New England
Nuclear, Boston, MA) (C27°H) previamente purificado
por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando
como fase movil tolueno:acetato de etilo (2:1, v/v).
Cada tubo con su tejido, y otros sin tejido utilizados
como control, se incubaron a 36 °C por | hr;
deteniéndose las reacciones metabolicas
por congelaciéon y almacenandose cada tubo a
—70 °C hasta su previo analisis.

Los procedimientos de homogenizacion, determinacion
del contenido de proteinas, extraccion de esteroides
totales v la determinacion de la eficiencia de este
procedimiento, asi como los utilizados para separar
cada uno de los esteroides sexuales biosintetizados
a ser valorados, han sido descritos en previos
estudios (Salame-Méndez er af., 2004, 1998).
Brevemente, el tejido con su disolucion de incubacion
se homogeneiz6 manualmente. tomandose una
alicuota para evaluar la biotransformacion del
precursor (C27°H) en cada uno de los ES a analizar
v otra alicuota para determinar la concentracion
de proteinas por el método de Bradford (1976).
La extraccion de los esteroides totales (EET) contenidos
en las alicuotas de cada homogeneizado se hizo
por duplicado con éter dietilico. Para valorar el
porcentaje de eficiencia en la EET se utilizaron muestras
al azar y se les tomé una alicuota de 100 ml que se
transfirio a un tubo de ensaye, al cual se le agrego
como trazador »1.000 cpm de testosterona
tritiada (1.2,6,7,16,17-3H) (ae 139 Ci/mmol) (New
England Nuclear, Boston, MA) previamente purificada
por CCF, siendo el promedio de eficiencia total de
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Figura 1. Produccion de esteroides sexuales (ES) por los testiculos y ovarios del ratdn de las rocas -Peromyscus difficilis
felipensis-. En A se muestra el perfil de produccion de ES por los testiculos de ratones de diferente categoria de edad. y en
B los producidos por los ovarios en tres etapas del ciclo estral. La linea en cada barra representa la media = una desviacion
estandar. La produccion de cada ES estd referida como el porcentaje de biotransformacion in vitro de colesterol tritiado (C27-
‘H) por cada 100 mg de proteina gonadal durante una hora de incubacion a 36 °C.

extraccion del 98+0.8% vy los resultados de cada

una de las wvaloraciones de biotransformacion se
corrigieron a partir del porcentaje de recuperacion.

A cada tubo conteniendo su correspondiente EET.
asi como a cada tubo control, se le agregd una
disolucion de éter dietilico:metanol (2:1, v/v)
que se transfirio a cromatoplacas cubiertas con gel de
silice, separandose por CCF la PS5, P4, 17P4, T,
utilizando como fase movil tres sistemas
cromatograficos: 1) benceno: ii) benceno:acetato de
etilo (7:3. v/v) v iil) benceno:metanol (95:5, v/v).
LLa zona correspondiente a cada uno de los esteroides
de referencia aplicados en las cromatoplacas, se
visualizé con luz UV vy el reactivo de Oértel (acido
sulfurico:etanol, 2:1. v/v). El area del esteroide a
ser valorado y que coincidio con la distancia relativa
de separacion (Rf) de cada esteroide de referencia
se raspo, separandose el esteroide adsorbido al
silice con una disolucion de éter dietilico:metanol
(I1:1, v/v); elucion que se colectd en viales de
vidrio, cuantificandose el metabolito radiactivo en
un espectrofotdmetro de centelleo liquido (Beckman,
LS§-7000). La produccion de P5, de T y sus

intermediarios A4 se estimé a partir de valorar el
porcentaje de biotransformacion del precursor
(C27°H) en cada uno de los esteroides por cada
100 mg de proteina gonadal por hora de incubacion.

Analisis Estadisticos. Para determinar la
existencia de diferencias significativas entre cada
esteroide evaluado tanto por categoria de edad
en los machos y por cada etapa del ciclo estral
en las hembras, se realizaron andlisis de varianza
(ANOVA) de una via con pruebas a posteriori
de Tukey. Los analisis se hicieron con el
paquete estadistico GraphPrisma (Motulsky, 1999).

RESULTADOS

Sintesis de Esteroides Sexuales en los Machos.
Se analizaron 19 ratones: cuatro de la categoria
de edad -CE- edad Il (subadulto); 8 de la CE Ill
(adulto joven); 4 de la CE IV (adulto maduro)
v 3 de la CE V (viejo). Los testiculos de cada uno de
los ratones biotransformaron el precursor C27°H en
P5, P4, A, y T; sin embargo, la produccién de 17P4
estuvo por debajo del rango minimo de deteccion por

202




REV.SOC.MEX. HIST. NAT.

3*EPOCA VOL.IINUM.1(2005)

lo que no se considero su sintesis. La P5 fue el esteroide
de mayor produccion, seguido por el de T, P4 y A,
respectivamente (Fig. 1 A), sin embargo. la produccion
de P5 no cambid con la CE (P ¢ > 0.05) (Fig. 1A).
Al comparar por CE la produccion de P4 con la de A,
la progestina fue significativamente mayor
(P d<0.05) que el andrégeno en los ratones de la CE
Il v IV, respectivamente (Fig. 1A). Por otra parte, la
sintesis de ambos androgenos -A y T- de acuerdo a la
CE no presentd diferencias significativas (P d < 0.03).
pero entre los adultos jovenes y adultos maduros se
aprecia una tendencia de producirse mas T con
respecto a su precursor -A- (Fig. 1A).

Aunque no hubo diferencias significativas
(P d < 0.05) en la produccion de T entre cada uno
de los grupos de CE, se aprecia una tendencia
a incrementarse en los ratones adultos jovenes y
adultos maduros con respecto a los subadultos,
y disminuir su sintesis en los ratones viejos con
respecto a los adultos maduros (Fig. 1A).

Sintesis de Esteroides Sexuales en las Hembras.
De las 6 hembras analizadas, dos adultas (CE 1V)
estuvieron en diestro | (metaestro); dos adultas
jovenes (CE ) y una adulta (CE IV) estuvieron
en diestro I, y una adulta joven en proestro. Como en
el caso de los machos, la produccion de 17P4
tampoco fue posible evaluar.

En el diestro | la produccién de P35 fue
significativamente diferente (P d < 0.05) con
respecto a las de P4, A, T, y E2, respectivamente
(Fig. 1B). Al comparar la sintesis de P4, Ay T
no hubo diferencias significativas (P ¢ > 0.05),
y aunque tampoco hubo diferencias significativas entre
la sintesis de P4 y E2, la produccion de la progestina
tendio a ser mayor que la del estrogeno (Fig. 1B).

En las hembras en diestro Il la produccion de
P5 fue significativamente diferente (P d < 0.05) con
fespecto 2 las de P4, A, T. ¥ E2 (Fig. 1B).
Como en el caso del diestro I, la produccion de P4
no fue significativamente mayor (P ¢ > 0.05) que
la de Ay T. Sin embargo, la sintesis de T tendid

a ser mayor que la de A (Fig. 1B). Al comparar

la relacion entre la produccion de P4 con la de E2,
la del estrogeno tendid a ser mayor (Fig. 1B).

En el proestro, aunque no se pudo realizar

analisis estadistico alguno debido a que sélo se
analizé una hembra, se constatdo que la produccion

de P5, P4 y T fueron similares, siendo la de A
muy baja con respecto a los esteroides anteriores
(Fig. IB). Al comparar la relacion entre la produceion
de P4 con la de E2, la del estrogeno tendio a ser
mayor (Fig. 1B).

DISCUSION

En ambos sexos de Peromyscus difficilis felipensis.
como en los roedores de laboratorio (Hall, 1994:
Henricks, 1991; Lipsett, 1986), la produccion de
T e intermediarios se llevo a cabo por la viaA4. siendo
estos datos el primer reporte referente a su produccion
in situ en ratones de vida libre de esta especie.

Al ser la tendencia de la produccion de T mayor en
los testiculos de los adultos jovenes (CE- L)
con respecto a la de las gonadas de los roedores
viejos (CE V), muestra que la produccion del
androgeno disminuye pero no cesa de facto con
la edad. patréon que concuerda con lo reportado
tanto para roedores de laboratorio (vom Saal ef al..
1994), como para el raton de orejas oscuras -
P melanotis- (Salame-Méndez er al., 2004).

La produccion de T en los ratones jovenes
subadultos, al ser similar al de los adultos jovenes,
indica que estos ratones estan en transicion a su
madurez sexual y por ende podrian participar en la
reproduccion; sin embargo, su participacion
estaria condicionada tanto a su fenotipo como a
su conducta social (Nelson. 1995: Meisel y
Sachs, 1994). El incremento de la sintesis de este
andrégeno -siendo su pico en los adultos jovenes-
coincide con el hecho de que los ratones adultos
son los individuos mas activos en el proceso
reproductivo, y por ende en ellos recae el peso
de mantener su poblacion (Anderson, 1989). Por altimo,
la tendencia a disminuir la produccion de
T en los ratones viejos, sugeriria que estos individuos
podrian a un tener actividad reproductiva, aunque
su vigor biolégico fuese menor con respecto a
los ratones adultos (Chambers, 1995; Meites, 1995),

Long y Evans (1922) en las hembras de rata hicieron
la primera correlacion entre el frotis exfoliativo
vaginal con algunos cambios de su tracto reproductivo.
v lo mismo hizo Allen (1922) para las hembras de
raton. Posteriormente, Smith v col. (1975) durante
el ciclo estral de Ratius norvegicus, correlacionaron
la concentracion en el plasma de P4, E2 y prolactina
asi como de gonadotropinas (FSH y LH).
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El ciclo estral en roedores de laboratorio, en particular
de Rattus norvegicus v Mus sp. (Bentley, 1998;
Freeman, 1994; Rowlands y Weir, 1984; Gorbman er.
al., 1983) esta conformado por: diestro (también
nombrado metaestro Il, diestro 1, inicio del diestro,
final del mestaestro 11, diestro I, o diestro tardio);
proestro (diestro 1l o tardio. manana del proestro);
estro, y metaestro (metaestro [, diestro 1 o
diestro tardio). También se ha descrito dicho ciclo en
especies silvestres. previamente condicionadas
a un bioterio (v. gr. Olivera et. al., 1986; Conaway,
1971). pero sin considerar algiin estimado endocrino.
De tal manera que en nuestro estudio se pudo
correlacionar la informacion obtenida de los
frotis vaginales en hembras de P. difficilis felipensis
con la produccion de esteroides sexuales en
tres estadios de su ciclo estral (diestro 1. diestro Il
y proestro). sin que hubiesen estado en condiciones
previas de acondicionamiento en un bioterio, por lo
que esta evidencia endocrina, aunque preliminar,
es una primera contribucion a la biologia  reproductiva
de hembras de esta especie en condiciones lo
mas cercanas posible a su condicion silvestre.

El diestro 1 (metaestro) corresponde a la fase litea:
a esta etapa del ciclo se le considera ser el estadio
final del estro el cual se inicia al medio dia,
razon por la que se le denomina estro tardio, y
durante el cual se puede dar la ovulacion. Referente
a la relacion entre la concentracion de progeste-
rona y estradiol en el plasma. la P4 >> E2 (Bentley.
1998: Freeman. 1994:; Smith es af.. 1975); donde
el mayor contenido de la progesterona se debe a
que el ovario durante esta etapa del ciclo estral
tiene cuerpos luteos secretores, los cuales son
los principales productores de la progestina
(Niswender v Nett, 1988). Aunque no encontramos
diferencias significativas en la sintesis de ambas
hormonas esteroides sexuales, si hubo una
tendencia a ser mayor la produccion de P4 que E2.
lLa ausencia de una diferencia significativa pudo
deberse a que las dos hembras analizadas estuvies
en en transicion del estro al diestro 1. Una relacion
fisiologica que pudiera tener la elevada produccion
de la P4 durante el diestro [ seria que la hormona
provocara cambios en el endometrio para que este
estuviese apto para una posible implantacion de
blastocistos (Salame-Méndez ef af.. 2003). asi
como estimular en las glandulas mamarias el
desarrollo del sistema alveolar productor y secretor
de leche (Austin v Short, 1978).

Durante el diestro Il, que viene siendo el final
del diestro I, la P4 < E2 en el plasma; hecho que
se debe a la lutedlisis e inicio del desarrollo folicular
(Niswender y Nett, 1988; Freeman, 1994)., de
tal manera que la relacion en la produccion de P4 y
E2 encontrada en P. difficilis felipensis concordd
con ¢l hecho de la relacion de sus contenidos en
el plasma descrito para los roedores de laboratorio
(Freeman, 1994:; Smith et al., 1975).

Por ultimo, el proestro, que corresponde al final
del diestro I1, es el estadio de inicio del «calor» (estro)
que es el preambulo de la conducta sexual de
apareamiento. Este estadio se caracteriza por un
considerable desarrollo folicular en donde algunos
va alcanzan su madurez (foliculos de Graaf). asi
como por haber una conspicua baja en el contenido de
P4 v un notable aumento de E2 en el plasma.
La relacion anterior (P4 << E2) concordo con la
produccion de ambas hormonas esteroides sexuales
en los ovarios de P. difficilis felipensis en proestro,
por lo que en esta etapa del ciclo estral la
mayor produccion de E2, principalmente producido
por el tejido folicular (Norman y Litwack, 1997),
estimularia la proliferacion de las células del
endometrio para que este tejido pudiese estar
capacitado para wuna futura implantacion
(Salame-Méndez ef al., 2003; Austin y Short, 1978).

En conclusion, en ambos sexos del raton de las
rocas -Peromyscus difficilis felipensis- 1a produccion
de esteroides sexuales se lleva a cabo dependiendo
de la edad de los machos v la etapa del ciclo estral
en las hembras. En los machos, la sintesis de esteroides
sexuales, especialmente de T. se incrementa
conforme maduran, alcanzando su maxima produccion
durante la edad adulta vy disminuye en la vejez.
En las hembras, durante el diestro I la produccion
de P4 tiende a ser mayor que la de E2: y en el
diestro Il el estrogeno comienza a aumentar,
incrementandose aun mas en el proestro.
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