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RK"UMEN

En (stto: trabajo se reporta la evaluación de la producción de hormonas esteroides e intermediarios a partir de la

hiotransformación de colesterol tritiado por las gónadas de machos y hembras del ratón de las rocas -Peromyscl/s d!fficilis

j('/ipensis-. La síntesis de tcstostcrona fue mayor en los testículos de ratones adultos y menor tanto en los ratoncs

viejos como en los subadultos. En diestro I (mctaestro) los ovarios producen más progcsterona (P4) que estradiol (El).

Durante el diestro 11, la síntesis de 1'4 tendió a ser mcnor que la de El, mientras que en el procstro. esta relación se

invirtió. Estos datos constituyen la primera evidencia de la producción in silU de esteroides sexuales en ambos sexos de esta

especie de Peromyscus sin haber estado en condiciones previas de laboratorio.

Palahras clave: hormonas esteroides, síntesis. ovarios. testículos. PeromysclIs dij]ici/is.

ABSTRAer

\Ve cvaluatcd lhe synthesis 01' steroid hormones and intenncdiates in the rock-mollse .Peromysclls d�Uicilis feli¡;eJlsis-.

llsing the tcsticles ofmalcs from dilTerent agcs and ovaries orfemales in dillcrellt stages ofthe estrolls cycle. Tcstosteronc

synlhesis was higher in testiclcs of adult mice and lowcr in those 01" botll older and subadult mice. In tllctestrus

(diestrus 1). the ovarics produce more progcsteronc (P4) tllan estradiol (E2). During diestrus 11, P4 synthesis tended to

be lower than that of E2. while during proestrus, this relationship is inverted. These data constitute the first record 01' the

il/ sil/1 sexual stcroids production in both sexes ofthis species 01' Pero/llysclIs.

Kcy words: steroid honnones, synthesis, ovaries, testis, Pi!rOIl1YSCllS d�ificilis.

INTRonUCCION

La actividad reproductiva dc las especies de

vertebrados está relacionada con la producción y acción

de las hormonas esteroides (HE) las cuales tanto en

las hembras como en los machos actúan. por ejemplo,

en la gal1lctogénesis y Cilla conducta dc aparcamiento.

Su síntesis se lleva a cabo por vías biosintéticas bien

establecidas en tejidos cxtragonadales y gonadales de

diversas especies de vertebrados (Iknlley, 1998;

Norris. 1997; Gorbman el al., 1983). Inieiúndose con la

hiotransl"rmaeión del colestcrol en pregnenolona (I'S),

cstcroid¡,: a pal1ir del cual se producell las progcstinas

(v. gr. progesterona), andrógenos (v. gr. tcstostcrona).

cstrógenos (v. gr. cstradiol), y corticosteroides

(glucocorticoidcs --eortisol- y mincralocorticoides ­

aldoslerona-) (Norman y Litwack. 1997).

En roedores la producción de andrógenos se lleva a

cabo por dos rutas de síntesis alternas: las vías ó.4 y

llS (1Iall, 1994). prevaleciendo la ll4 en Ral/lls

lIorvegiclls y Mlls I/l/IS (Henrieks. 1991; Lipsetl. 1986).

Por su parte. los cstrógcllos se producen a partir de la

aromatización de andrógenos (Akthar el al., 1997); de

la testosterona se produce el e'tradiol y de la

androstcndiona la cstrona.
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Por lo antes mencionado. conocer en una especie la

síntesis de las HE en tejidos diana como lo son las

gónadas. permite tener un parámetro de su

endocrinología reproductiva. Los eventos endocrinos

en especies de roedores silvestres principalmente han

sido realizados en condiciones experimentales

(v. gr. Good el al.. 2003: Lapseritis y lIayssen. 2001;

I'errot-Sinal el al .. 1998). Aunque son importantes los

resultados de estos estudios, no necesariamente

documcntan las condiciones fisiológicas dc los roedores

en vida libre. Razón por la cual. lll10 de los objetivos de

nuestro grupo de trabajo ha estado enfocado al estudio

de las estrategias reproductivas de roedores si I\'cstrcs

en ,"ida lihre desde un plinto dc vista endocrino.

En esle trabajo se describe en el ralón de las roeas ­

l'erolllysclIS dijficilis felipellsis- la producción

in vi/ro de IIE e intermediarios D,4 por las gónadas

de machos de diferente categoria de edad y de

IH:lllbras en tres ctapas del ciclo cslral. En ambos

casos. los ratones no permanecieron en condiciones

previas de acond icionam ¡cnto a un biotcrio.

:\IATEIHALES y METOIlOS

r\'latcrial Biológico. Los individuos de PerollJysclfS

dif.!icilis felipellsis fueron reeoleetados de

scpticmhn: a noviembre de 1999 en el Parque Nacional

Cumbres del Ajusco. Méxieo D. F. (0.85 Km N.

3.5 Km W Ecuanil.318ü m; 190 13' 37" K <)<)0 15' 37"

\\'). utilizando trampas Sherman cebadas con

hojuelas dc avena. Los roedores colectados c1mismo

día se trasladaron al laboratorio de �.tall1íferos de

la UAM-Iztapalapa y se mataron por dislocación

cervical. A cada especimen se le determinaron

sus medidas mastozoológicas convencionales

(Romero-Almaraz el al.. 2000: Kunz el al.. 1996)

y se les preparó como ejemplares de referencia

(Ramirez-I'ulido el al.. 1989) siendo depositados en la

Colección de 1vlamiferos de la LJAMI como cráneo

y esqueleto. A las hembras se les realizó además. un

frotis cxfoliati\o vaginal para determinar la etapa

del ciclo estral: su descripción se hizo según lo repOllado

por Olivera y col. (1986) para el ratón de los vokanes

-,VI!()/oll1odol1 al.\'/OIli-. Por su parte. la determinación

de la eategoria de edad de los ratones se hizo

considerando el desgastc de la supcrficie oclusal

de los molares S<'l/SI/ HolTmeisler (1951).

Anúlisis de la Producción de Esteroides Sexuales.

En testículos de machos juvcnilcs. adultos y viejos. y

ovarios dc hcmbras cn tres estadios del cielo cstral.

se cvaluó la producción tic de los siguientes csteroidcs

sexua les (ES): 3 r�-h i drox i-5-pregnano-20-ona

(pregncnolona. P5): 4-pregncno-3.20-diona

(progesterona. 1'-l): 1 7(.(h idroxi-'l-pregneno-3.20-diona

(17-hidroxiprogesterona. 171'-l): -l-androsteno-3.17­

diona (androstendiona. A): 171�-hidro\i--l-androsteno­

3-ona (testosterona. T). y IJ.5( 10)-estratrieno-3.17J\­

diol (esIradiol. E2 -sólo en los O\'arios-).

¡\ las hembras y a los machos sc les extirpó su

gónada izquierda. y una vez eliminado el tejido

graso de los ovarios y desprendida la túniea albuginea

del testiculo. cada gónada por separado se inlrodujo

en tubos Eppendorf que eol1lenian una disolución

tampón de Krebs-Ringer. bicarbonato. adicionado

con 2% de glueosa (KRIlG, 1'11 7) Y 20.000

epm de colesterol tritiado (1.2-311, aetividad

especifiea -ae- -l7.7 Ci/mmol) (New England

Nuclear. [loslon. MA) (C27'II) previamente purilieado

por eromatografia en capa lina (CCF) utilizando

como fase móvil tolueno:aeetato de elilo (2: 1, v/v).

Cada tubo con su tejido. y otros sin tejido utilizados

como eonlrol. se ineubaron a 36 OC por 1 hr:

dcteniéndose las reacciones metabólicas

por congelación y almacenúndosc cada tubo a

-70 oC hasta su prcvio anúlisis.

Los procedimientos de homogcnización. determinación

del contenido de proteínas. extracción de estcroides

totales y la determinación dc la cficicncia de este

proccdimiento. así como los utili,-ados para separar

cada UIlO de los esteroides scxualcs biosintetizados

a scr valorados. han sido descritos cn previos

estudios (Salame-Méndez el al .. 200-l. 1998).

Brevementc. cl tejido con su disolución dc incubación

se homogeneizó manualmcnte. tomtÍndosc una

alicuota para evaluar la biotransformación del

precursor (C27'II) en cada uno de los ES a anali/M

y otra alícuota para determinar la concentración

de proteinas por el método de Ilradford (1976).

La extracción de los esteroides totales (EET) contenidos

en las alícuotas de cada homogeneizado se hizo

por duplicado con éter dietilieo. Para valorar el

porcentaje de eficiencia en la EE"I' se L1til izaron Illuestras

al azar y se les tomó una alíclIota de 100 mi que se

transfirió a un tubo dc ensaye, al cual se le agregó

como trazador » 1.000 cpm de tcstosterona

tritiada (1.2.6.7.]6.17-311) (ae 139 Ci/mmol) (New

England Nuclear. Boston. MA) previamente purilicada

por CCF. siendo el promedio de eficiencia lotal de
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Figura 1. Producción de cstcroidt.:s sexuales (ES) por los testículos y ovarios oel ratón de las rocas -1't'I'Ol1I.VSCUS difficilis

felipensis-. En A se muestra el perOl de producción de ES por los testículos de ralones de diferente categoría de edad. y en

H los producidos por los ovarios en tres etapas del ciclo cstra!. La linca en cada barrll representa la media:f: una desviación

estándar. La producción de cada ES está referida como el porcentaje de biotransfonn<lción il1l'ilrO oc coh:sterol tritiado (C27­

�II) por cada 100 mg de proteína gonadal durante lIna hm3 de incubación a 36 oC.

cxtracción del 98100.8% y los resultados de cada

una de las valoracioncs de biotransformación se

corrigieron a partir del porcentaje dc recuperación.

A cada tubo contcniendo su eorrcspondiente EET.

asi comll a cada tubo control. se le agregó una

disolución de éter dietílico:mctanol (2: 1, v/v)

qlle se transfirió a cromatoplacas cuhiertas con gel de

silice, scparándosc por CC!' la 1'5, 1'4, 171'4, T,

utilizando como fase móvil tres sistemas

cromatogrúticos: i) henceno: ii) benceno:acetato de

ctilo (7:3, v/v) y iii) benceno:l11etanol (95:5, v/v).

La zona eorrcspond ¡ente a cada uno de los csteroides

de referencia aplicados cn las cromatoplacas. se

visualizó con luz UV y el rcactivo de Oerlcl (úcido

sulfúrico:ctanol, 2: l. v/v). El úrca del cstcroidc a

ser valorado y que coincidió con la distancia relativa

de separación (RI) de cada esteroidc dc referencia

se raspó. separándose el esteroide adsorbido al

sílice con una disolución de éter dietílico:mctanol

(1: 1, v/v): e1ución que se colectó en viales dc

\'idrio. cuantificándose el metaholito radiactivo en

1111 espcctrof('tómetro dc centelleo líquido (Ileckman,

I.S-7000). La producción dc 1'5, de T y sus

intermediarios il4 sc cstimó a partir dc valorar el

porcl.:ntaje de biotransl'ormación Jl.:1 prl.:cursor

(C27'11) en cada uno de los estcroides por cada

100 mg de proteina gonadaJ por hora de incubación.

Análisis Estadísticos. Para determinar la

l.:xistencia de diferencias significativas entre caJa

esteroidc cvaluado tanto por categoría de edad

en los machos y por cada ctapa del ciclo cstral

ell las hembras. sc realizaron análisis <J¡,: varianza

U,NOVA) de una via con pruebas a posteriori

de Tukey. Los anúlisis se hicieron con el

paquete cstadistico GraphPrisma (l\1ollllsky. 1999).

RESULTADOS

Sintcsis de [steroidcs Scxuales en los Machos.

Se analizaron 19 ratones: cuatro de la categoría

de edad -CE- edad JI (subadulto): 8 de la CE IJI

(adulto joven): 4 de la CE IV (adulto maduro)

y 3 dc la CE V (viejo). Los tcstículos dc cada uno de

los ratones hiotransformaron el prccursor C27.'11 en

1'5, 1'4. A, Y T: sin embargo, la producción de 171'4

estuvo por debajo del rango mínimo dc detección por
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lo que no se considero su síntesis. La PS fue el esteroide

de mayor producción, seguido por el de '1: 1'4 y A,

respectivamente (Fig. I A), sin embargo, la producción

de PS no cambió con la CE (1' <' > O.OS) (Fig. I Al.

Al comparar por CE la producción de 1'4 con la de A,

la progcstina fue significativamente mayor

(1' d < O.OS) que el andrógeno en los ratones de la CE

11 Y IV, respectivamente (fig. l A). Por olra parte, la

sin tesis de ambos andrógenos -A y T- de acuerdo a la

CE no presentó diferencias significativas (1' d < O.OS).

pero entre los adultos jóvenes y adultos maduros se

aprecia tina tendencia de producirse más T con

respecto a su precursor -A- (Fig. lA).

Aunque no hubo diferencias significativas

(1' d < O.OS) en la producción de T entre cada 1II10

de los grupos de CE, se aprecia una lendeneia

a incrementarse en los ratones adultos jóvenes y

adultos maduros con respecto a los subadultos,

y disminuir su síntesis en los ratones viejos con

respecto a los adultos maduros (Fig. lA).

Sintesis dc Esteroides Sexuales en las Hembras.

De las 6 hembras analizadas, dos adultas (CE IV)

estuvieron en diestro l (metaestro): dos adultas

jóvenes (CE 111) Y una adulta (CE IV) estuvieron

en diestro 11. y una adulta joven en proestro. Como en

el caso de los machos, la producción de 171'4

tampoco fue posible evaluar.

En el diestro 1 la producción de PS fue

significativamente diferente (1' d < O.OS) con

respecto a las de 1'4, A, T, Y E2, respectivamente

(Fig. 113). Al comparar la síntesis de 1'4, A Y T

no hubo diferencias significativas (1' c > O.OS),

y aunque tampoco hubo diferencias signilicati\'as entre

la sintesis de 1'4 y E2, la producción de la progestina

tendió a ser mayor que la del estrógeno (Fig. l fI).

En las hembras en diestro JI la producción de

PS fue significativamente diferente (1' d < O.OS) con

respecto a las de 1'4. A, T, Y E2 (Fig. I fI).

Como en el caso del diestro 1, la producción de 1'4

110 fue significativamente mayor (P (' > 0.05) que

la de A y T. Sin embargo, la síntesis de T tendió

a ser mayor que la de A (Fig. 113). Al comparar

la relación entre la producción de P4 con la de 102.

la del estrógeno tendió a ser mayor (Fig. 113).

En el proestro, aunque no se pudo realizar

análisis estadistieo alguno debido a que sólo se

analizó una hembra. se constató que la producción

de I'S, 1'4 y T fueron similares, siendo la de A

muy baja con respecto a los cstcroidcs anteriores

(Fig. 113). Al comparar la relación entre la producción

de 1'4 con la de E2, la del estrógeno tendió a ser

mayor (Fig. 113).

D1SClJSlüN

En ambos sexos de Pel'OlII.LVCIIS difficilis felipcmis,

como en los roedores de laboratorio (Hall, 1994:

HenricKs, J 99 1: Lipsetl, 1986), la producción de

T e intermediarios se IIcvó a cabo por la vía�4. siendo

estos datos el primer reporte refcrcntc a su producción

il1 si/u en ratones de vida libre de esta especie.

Al ser la tcndencia de la producción de T mayor cn

los testículos de los adultos jóvenes (CE- 111)

con respecto a la de las gónadas de los roedores

viejos (CE V), muestra que la producción del

andrógeno disminuye pcro no cesa de jliclo con

la edad, patrón que concuerda con lo reportado

tanto para roedores de laboratorio (vom Saal <'/ al..

1994), como para el ratón de orejas oscuras

P. I/lelal/o/is- (Salame-Méndez <'/ al.. 2(04).

La producción de T en los ratones jóvcnes

subadultos, al ser similar al de los adultos jóvenes.

indica que estos ratoncs están cn transición a su

madurez sexual y por ende podrían participar cn la

reproducción: sin embargo. su participación

estaría condicionada tanto a su fenotipo como a

su conducta social (Nelson, 1995: Meisel y

Saehs, 1994). El incremento de la síntesis de este

andrógcno -siendo su pico en los adultos jóvcllcs­

coincide con el hecho de que los ratones adultos

son los individuos más activos en el proceso

reproductivo, y por ende en ellos recae el peso

de mantener su población (Anderson, 1989). Por último,

la tendencia a disminuir la producción dc

T en los ratones viejos. sugeriría que estos individuos

podrían a un tener actividad reproductiva. aunque

su vigor biológico fuese menor con respecto a

los ratones adultos (Chambers, l 99S: Meites, 1995).

Long y Evans (1922) en las hembras de rala hicieron

la primera correlación entre el frotis cxfoliativo

vaginal con algunos cambios de su tracto reproductivo.

y lo mismo hizo Allen (1922) para las hembras de

ratón. Posteriormente, Smith y col. (1 97S) durante

el ciclo cstral de ROl/u.\' Ilorvegicus. correlacionaron

la eoucentraeión en el plasma de 1'4, E2 Y prolact ina

así como de gonadotropinas (FSH y U 1).
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r:J ciclo cstral en roedores de laboratorio. en p;:1I1icular

de NaffllS lIolTegiclIs y ,l/lIs sI'. (Uenlley. 1998;

Freeman. 1994; Ro\\'lands y \Veir. 1984; Gorbman ef.

al .. 1(83) estú conformado por: dicstro (también

nombrado metaestro 11. dicstro 1. inicio del dicstro.

linal del mestaestro 11. diestro 11. o diestro tardío):

proestro (diestro 11 o tardío, m311ana del proestro);

estro. ): llletacstro (lllctacstro 1, diestro I o

diestro tardío). También se ha descrito dicho ciclo en

especies silvestres, previamente condicionadas

a un bioterio (v. gr. Olivera ef. al.. 1986; Cona\\'ay.

1971). pero sin considerar algún estimado endocrino.

De tal manera que en nuestro estudio se pudo

corrl.:!acionar la información obtenida de los

frotis vaginales en hembras de I� di/ficilisfi'liflellsis

con la producción de esteroides sexuales en

tres estadios de sn ciclo estral (diestro 1. diestro 11

y proestro). sin que hubi�sen estado en condiciones

prcvias dc acondicionamiento cn un bioterio. por lo

que esta evidcncia endocrina. aunquc preliminar.

es una primera contribución a la biología reproductiva

de hembras de esta especie en condicioncs lo

mús cercanas posible a su condición silvcstre.

El diestro 1 (melaestro) corresponde a la fase lútea:

a esta etapa del ciclo se le considera ser cI estadío

final del eslro el cual se iníeía al medio dia.

razón por la que se le denomina estro tardío. y

durante el cual se puede dar la ovulación. Referente

a la relación entre la concentración de progeste­

nlna y eSlradiol en el plasma. la P4 » E2 (Iknlley.

1998: Freeman. 1994; Smith ef al .. 1975); donde

el mayor contenido de la prog,esterona se debe a

que el ovario durante esta etapa del ciclo estral

tiel1l.' cuerpos Illteos secretores, los cuales SOI1

los principales productores de la progestina

(Nis"ender y Nell. 1988). Aunque no encontramos

diferencias signilicativas cn la síntesis de ambas

hormonas esteroides sexuales. sí hubo una

tendencia a ser mayor la producción de P4 que E2.

La ausencia dc una diferencia sig.nilicativa pudo

deberse a que las dos hembras analizadas estuvies

en en transición del estro al diestro 1. Una relación

fisiológica que pudiera tener la elevada producción

dc la P-l durante el diestro I seria que la hormona

provocara cambios en el endometrio para que este

estu\ iese aptu para una posible implantación de

blastocistos (Salame-i\léndez ef al .. 2003). asi

como estimular en las glándulas mamarias el

desarrollo del sistema alveolar productor y secretor

de leche (Austin y Short. 1(18).

Durante el diestro 11. que viene siendo el final

del diestro l. la 1'4 < E2 en cI plasma; hecho que

se debe a la hoteólisis e inicio del desarrollo folicular

(Niswender y Nell. 1988; Freeman. 1(94) .. de

tal manera que la relación en la producción de 1'4 y

102 encontrada en P. difficilis felif'CIIsis eoneordó

con el hecho de la relación de sus contenidos en

el plasma deserito para los roedores de laboratorio

(Freeman. 1994: Sm i th ef al .. 1(75).

Por últímo. el proeslro, que eorresponde al tinal

del diestro 11. es el estadio de ínicio del «ea Ion> (estro)

que es el preúmbulo de la eonduela sexual de

aparcamiento. Este estadio se caracteriza por un

considerable desarrollo folicular en donde algunos

ya alcanzan su madurez (folículos de Graaf). asi

como por haber una conspicua baja en el eonlenido de

P4 y un notable aumento dc E2 en el plasma.

La relación amerior (1'4 « E2) concordó con la

producción de ambas hormonas esteroides sexuales

en los ovarios de P. difficilis fclil"'lISis en proestro.

por lo quc en esta etapa del ciclo estral la

mayor produec ión de 102, pri ne i pa Imcme prod ue ido

por el tcjido folicular (Norman y Litwaek. 1(97).

estimularia la proliferación de las células del

endomctrío para que este tcjído pudiese estar

capacitado para una futura implantación

(Salamc-i\léndez ef al.• 2003; Auslin y Sh0l1. 1(78).

En conclusión, en ambos sexos del ratón dc las

rocas -l'erolllyscl/S dijjicilisfclil'el/sis- la produce ión

de esteroidcs sexuales se lleva a eabo dependiendo

de la edad de los machos y la ctapa del cíclo estral

en las hembras. En los machos. la sintesis de esteroides

sexuales, especialmente de T. se incrementa

conforme maduran. alcanzando su máxima producción

durante la edad adulta y disminuye en la vejez.

En las hembras. durante el diestro I la producción

de 1'4 tíende a ser mayor quc la de E2: y en el

diestro 1I el estrógeno comienza a aUlllentar.

incrementándose aun más en el proestfo.
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