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RESUMEN

En México se tiene escaso conocimiento de la biologia reproductiva de especies de
mamiferos silvestres, siendo importante estudiarlas ya que su composicion es amplia tanto
que ocupa el segundo lugar mundial, que corresponde a un tercio de todas las especies
registradas. Siendo el orden Rodentia uno de los mas grandes. Dentro de la biologia
reproductiva del macho la secrecion de hormonas esteroides es importante para conocer
desde un punto de vista fisiologico aspectos reproductivos. En este sentido se considero a la
testosterona hormona esteroide que durante la vida postnatal regula el desarrollo de varias
caracteristicas corporales y funcionales; ademas inicia y mantiene la espermatogénesis entre
otras muchas funciones. Los anteriores procesos estan bien documentados en roedores de
laboratorio pero no en los silvestres. Con el objetivo de estudiar la endocrinologia
reproductiva del raton endémico Peromyscus melanotis en este trabajo se describe el patrén
mensual y estacional de testosterona testicular de machos de diferente edad. Esta especie
se recolecté de junio de 1996 a febrero del 2000 en los Parques Nacionales Cumbres del
Ajusco y Desierto de los Leones, México, D. F. En el laboratorio se mataron por dislocacion
cervical y registrando sus medidas mastozoologicas convencionales. Los testiculos se
extirparon colocandose en una solucién Ringer isotdénica, almacenandose a -70°C. La edad
de los roedores se estimo por el desgaste oclusal de los molares; agrupandose en cinco
categorias de edad: edad ! (juvenil); edad Il (subadulto); edad Ill (adulto joven); edad IV
(adulto), y edad V (viejo). La cuantificacion de testosterona se hizo por radioinmunoanalisis
(RIA). La distribucion estacional de los machos recolectados fue similar en primavera y
otofio, siendo mayor en invierno. Las tendencias del patron mensual y estacional del
contenido de testosterona testicular de P. melanotis. permitieron dilucidar que este fue menor
en roedores de edad |, intermedio en los de edad |l y V, y mayor en los de edad 1l y IV,
respectivamente. Siendo su concentracion mas alta en junio y julio y la mas baja en los
meses de diciembre y enero. Resultados que permitieron demostrar que P. melanotis
produce testosterona todo el afio siendo su pic!o en el verano, asi como ser su patrén
ontogenético similar en cada una de las estaciones del afio. Por lo que endocrinamente los
machos de este roedor endémico se pueden agrupar en tres edades reproductivas: juveniles
(edad I-1l), adultos (edad I11-1V) y viejos (edad V).
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INTRODUCCION

La composicidn mastofaunistica terrestre de nuestro pais es amplia y variada (450
especies) tanto que ocupa el segundo lugar a nivel mundial. Teniendo un alto nimero de
especies endémicas (33%) que, junto con las especies que ocupan areas geograficas
reducidas, son mas susceptibles de ver alterado su estado de conservacion (Ceballos y
Navarro, 1991; Ceballos y Rodriguez, 1993; Ramirez-Pulido y Castro-Campillo, 1993). A
pesar de esto es notable el escaso conocimiento que se tiene sobre su biologia reproductiva
(Ramirez-Pulido y Mudespacher, 1987; Ramirez-Pulido y Castro Campillo, 1993).

Para coadyuvar al conocimiento de la biologia reproductiva de estas especies se
requiere estudiar, por ejemplo, la produccion y regulacion de hormonas implicadas en su
reproduccion, hecho importante a considerar, ya que la mayoria de los estudios que se han
publicado sobre la biologia reproductiva de mamiferos silvestres se han enfocado en su
ecologia poblacional (Terman, 1968; Bowles, 1972; Helm, 1975, Smolen et al. 1980;
Hodischek y Best, 1983; Myers y Master, 1983; Bronson, 1989; Hilton, 1992; Sanchez-
Cordero, 1993; Chavez-Tapia y Gallardo Villegas, 1993, entre otros), y unos cuantos trabajos
hacen referencia a algun aspecto fisiologico (Eleftherius, 1968; Gustafson y Weir, 1979;
Lombardi y Whitsett, 1980; Martin y Alvarez, 1982; Jeniolo, 1983; Cushing, 1985; Miller et al
1987; Olivera et. al. 1986; Bronson, 1989; Heideman y Powell, 1998).

El Orden Rodentia es uno de los mas grandes dentro de los mamiferos terrestres
tanto en términos de numero de géneros como de especies. Tiene aproximadamente 1/3 de
todas las especies de mamiferos del mundo; estado en México 110 especies endémicas de
roedores (Ramirez-Pulido y Castro campillo, 1993; Villa y Whisson, 1995).

Otros aspectos importantes para estudiar a los roedores urbanos y de campo, es el
economico y sanitario, ya que afectan bienes inmuebles, cosechas y la salud. La FAO ha

estimado que el 20% de la produccion agricola se pierde antes o después de las cosechas.
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Por ejemplo, en la cafia de azUcar, por cada délar invertido en su control, se evitan pérdidas
por 10 ddlares. En el caso del maiz en el afio 1990 durante la precosecha fue necesario
derogar 25 millones de délares para su control, asi como de registrarse pérdidas hasta de un
50% en mercancias almacenadas. Ademas, los roedores tienen un gran impacto sobre
casas habitacién; tan solo en los Estados Unidos son responsables del 80% de los incendios
cuyo origen no ha sido atribuido a otra causa y en lo referente a salud, provocan la muerte
de animales domésticos y el hombre (Gonzalez, 1994; Villa y Whisson, 1995).

Por otra parte, es importante mantener lo mas intacto posible los ecosistemas donde
viven los roedores silvestres, ya que estos son importantes en la dieta de muchos animales
economicamente importantes, asi como de otra fauna (Bellcoq y Smith, 1992). Por ejemplo,
varias especies consumen insectos que causan dafo a los arboles, como es el caso de
Peromyscus maniculatus que consume hasta un 13% del gorgojo de pino (Pinus banisiana)
(Maser et. al. 1981).

ANTECEDENTES

Los roedores se diferencian de otros mamiferos por la forma y ubicaciéon de sus
dientes. Tienen solamente un par de incisivos en cada mandibula, y éstos estan separados
de los molares por un espacio vacio, la diastema.

Se ha estudiado la biologia del roedor doméstico (Mus musculus) con diferentes
enfoques, desde el epidemiolégico hasta el de la biologia del desarrollo hasta el punto en
que se han obtenido diversas cepas a partir de las cuales se han efectuade cambios en su
genoma. Sin embargo, poca atencion se ha tenido sobre la biologia de roedores silvestres y
sobre todo en condiciones de campo. En los trabajos existentes, algunos hacen referencia a
cuestiones reproductivas puntuales o de manera general pero con un enfoque ecologico;
mas no desde otros puntos de vista, por ejemplo, el endocrinologico.

£l periodo promedio de vida de los roedores silvestres es relativamente corto, de 1-2

anos (Hartenberg, 1985) comparado con el de M. musculus, que es de 3 a 5 afos (Maser et.
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al., 1981). En roedores silvestres como en otros mamiferos, la actividad reproductora
empieza en la pubertad, se mantiene en la edad madura y disminuye parciaimente o
totalmente en el envejecimiento (Salame-Méndez et. al., en preparacién). Se reproducen
todo el afio 0, como en algunas especies de Peromyscus, son estacionales. Su reproduccion
se puede dar desde los 2 a 4 meses de edad y probablemente continian reproduciéndose
hasta aproximadamente los 18 meses de edad. El nimero de crias depende de la especie y
varia segun las condiciones climaticas y alimenticias del lugar (Davis y Schmidly, 1994). Entre
los ratones silvestres, el género Peromyscus ha sido uno de los mas estudiados debido a las
caracteristicas intrinsecas de sus especies, la facilidad con que se pueden recolectar sin
incidir en la densidad poblacional y porque son excelentes indicadores de las condiciones de
un ecosistema (Fa, 1989; Ramirez-Pulido y Castro Campillo, 1992; Ferrusquia, 1993), asi
como por ser sospechosos de llegar a ser plaga y por que pueden portar hantavirus

(Gonzalez, 1994; Schmaljohm y Hjelle, 1997).
Testosterona y la Fisiologia Reproductiva

Las dos funciones principales de los testiculos durante periodos bien definidos del
ciclo de vida de los mamiferos son la produccion de espermatozoides (espermatogénesis) y
la biosintesis de hormonas esteroides sexuales (v. gr., andrégenos) (Bronson, 1989). La
espermatogénesis requiere de la coparticipacién de gonadotropinas (FSH y LH) vy
androgenos (v. gr., testosterona). Tanto al iniciarse la pubertad, como en la reiniciacion de la
espermatogénesis después que por causas naturales (v. gr., cambios en el fotoperiodo) o
patologicas se detuvo, se requiere de la accion de la FSH (Forsberg, 1996). Durante la
espermatogenesis, las células germinales o espermatogonias, mantienen una estrecha
relacion con las células de Sertoli, relacion que favorece la progresion de las diversas fases
estructurales, bioquimicas y moleculares necesarias para el desarrollo del espermatozoide,

de tal manera que, cuando se altera la relacion de las células de Sertoli, disminuye o cesa la
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formacion de espermatozoides. La poblacion celular clave en la iniciacion de la
espermatogénesis es la progenie espermatogonial, ya que es la linea celular precursora de
los espermatozoides. Las espermatogonias se dividen por mitosis hasta que algunas inician
la meiosis, produciendo los espermatocitos primarios y secundarios. De estas ultimas células
se conformaran las espermatidas, que son células haploides que eventualmente se
diferenciaran en espermatozoides, a partir del proceso de la espermiogénesis o0
espermioteliosis (Kierszenbaum, 1997).

Durante la espermatogénesis se requieren concentraciones altas de andrégenos, los
cuales se producen en las células intersticiales o de Leydig localizadas en los espacios entre
los tubulos seminiferos (Fawcett, 1999). La sintesis de androégenos en las células de Leydig
se produce a partir de la accién de la LH. Ef inicio de la sintesis se da a partir de la
movilizacion del colesterol, que se encuentra en forma de gotas lipidicas al interior de las
células de Leydig. Una vez en el citoplasma, el colesterol se va acumulando en la membrana
mitocondrial, en donde por accion de hidroxilasas y liasas se biotransforma en pregnenolona;
este proceso es el paso limitante en la biosintesis de hormonas esteroides (Hall ,1989). La
pregnenolona sale de la mitocondria hacia el compartimiento microsomal y es catalizada por
el sistema enzimatico A5-3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa/A4-A5-isomerasa, resultando
la sintesis de progesterona. Esta es una hormona clave, ya que puede ser biosintetizada
como producto terminal o bien servir como precursor de andrégenos, asi como de
estrogenos y corticosteroides (Heuze de Icaza, 1992).

Los tejidos endocrinos que biosintetizan androgenos (testiculos, ovarios, glandulas
adrenales y tejido no glandular como los fibroblastos) utilizan tanto a la pregnenolona como a
la progesterona como precursores para la sintesis de androstendiona y testosterona,
androgenos importantes debido a su actividad biologica. La biosintesis de androgenos se
puede iniciar a partir de pregnenolona, por lo que esta via de sintesis de denomina via de los

A5, pero si la sintesis se lleva a cabo a partir de la progesterona se denomina via de los A4,




destacando que la utilizacion de la pregnenolona o de la progesterona como precursores
opera simultaneamente, y el predominio de una via sobre la otra depende de la especie (Yen
y Jaffe, 1986; Hall, 1989; Stedman, 1993). Por otra parte, los andrégenos son los
precursores a partir de los cuales se sintetizan los estrégenos (Loza et al. 1998; Katzung,
1998; Stedman, 1993).

La testosterona participa en el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis,
mientras que derivados de esta hormona, como la 5a-dihidrotestosterona (5-DHT) o el Sa-
androstan-3a-17p3-diol, son las hormonas responsables en la maduracion de los
espermatozoides (Kelce et. al. 1990; Heuze de Icaza, 1992). La sintesis de ambas hormonas
se da a partir de la accién sobre la testosterona de la 5a-reductasa (5a-HSD) o de la 3a-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3a-HSD), respectivamente (Ogebin-Cist, 1981; Kelce et. al.
1990).

Durante el desarrollo ontogenético de los machos, la testosterona es responsable de
diversos procesos. Durante la diferenciacion sexual, junto con la 5-DHT, regula la virilizacién
de los conductos de Wolff a partir de los cuales se desarrollan los genitales internos y
externos (Kelce et al, 1990; Salame-Méndez y Villalpando-Fierro, 1998). Por su parte,
durante la vida posnatal, la testosterona regula el desarrollo de varias caracteristicas
corporales y funcionales. Por ejemplo, tiene efecto miotréfico (o anabdlico), que involucra el
incremento en la masa muscular por retencion de nitrdgeno y regula patrones en la
distribucion del pelo, muda y calcificacion, por ejemplo, de la cornamenta en cérvidos. En
roedores induce la proliferacion celular y la sintesis de novo de ADN en el tejido eréctil del
pene (Shabsigh et al. 1998). Regula cambios en diversos patrones conductuales, como el de
la miccion, que comprende el levantar uno de los miembros traseros como preludio a la
urinacion, ademas de la asertividad o agresividad. También regula la produccion de

substancias tales como las feromonas producidas, por ejemplo, en el riidén del gato macho,




utilizadas como marcador de territorios o las feromonas sexuales que influyen en la hembra
durante el apareamiento (v. gr., copula).

La espermatogénesis, a diferencia de la foliculogénesis, persiste en los machos hasta
edades avanzadas de su vida, por lo que el envejecimiento no se acompara de un descenso
brusco o detencién tanto de la espermatogénesis como de la sintesis de androgenos (Steven
y Gambert, 1995; Tenover, 1997; Salame-Méndez et al., en preparacion). Para integrar todos
aquellos patrones caracteristicos del envejecimiento en los machos, que en las hembras
abarca los sintomas del hipogonadismo (inexistente en los machos), se acufié un término
equivalente masculino de la menopausia, la viro o andropausia.

En la vejez, tanto la funcién testicular endocrina (secrecién de andrégenos), como la
exocrina (espermatogénesis), disminuyen lenta y progresivamente con la edad; sin embargo,
hay una amplia variabilidad interindividual (Gooren, 1996; Tenover, 1997; Tscrotas y Merino,
1998): ademas, la actividad sexual puede o no reducirse. Por ejemplo, en hombres de mas
de 60 afios, mas del 15% no refieren disminucion de la libido ni de su actividad sexual
(Steven y Gambert, 1985). Pese a la inequivoca importancia de la testosterona en el
comportamiento sexual masculino, la interrelacion entre las concentraciones circulantes del
andrégeno, la libido y la actividad sexual continia sin esclarecerse. En la actualidad esta
completamente establecido que es la edad por si misma, mas que la disminucién de los
androgenos, la variable que mas influye en el comportamiento sexual durante la vejez
(Magoha, 1997). Una respuesta alternativa seria probablemente que en el envejecimiento
exista una disminucion del efecto de los androgenos circulantes atribuible a variaciones en la
sensibilidad de los 6rganos blanco. Sin embargo, son escasos los datos en la bibliografia
referentes a cambios relacionados con la edad y el numero o afinidad de los receptores
androgénicos, asi como con los mecanismos moleculares posreceptor (Gooren, 1996).

Aunque la alteracion de la funcion gonadal en la vejez se debe predominantemente a

cambios en el testiculo, también se produce una disminuciéon en la secrecion de hormona




liberadora de gonadotropinas (GnRH) lo que explica el aumento de FSH y LH; sin embargo,
la concentracién de testosterona circulante es moderadamente baja. Restituyéndose la
concentracion de testosterona en hombres de edad avanzada, asi como la frecuencia y
amplitud de los pulsos de LH a partir de la administracion pulsatil de GnRH (Steven vy
Gambert, 1995).
Peromyscus melanotis

Es una especie de raton monotipica (Ramirez-Pulido ef. al., 1995) de tamafo

pequefio entre los miembros del género y debe su nombre a la caracteristica distintiva de

presentar un mechén de pelo oscuro en la base de la oreja ( (Fig. 1).

Fig. 1 Peromyscus melanotis

Al ser una especie endémica de Meéxico tiene una distribucion muy amplia pero
discontinua en el territorio nacional. Abarca una franja en la Sierra Madre Occidental en los
estados de Chihuahua y Durango, y una posicion media inferior del Altiplano Mexicano, la
Sierra Madre Oriental y el Eje Voicanico Transversal (Ramirez-Pulido et. al., 1995). Sin
embargo, algunos autores han identificado como pertenecientes a esta especie ciertas
poblaciones al sur de Arizona en los Estados Unidos (Browers, 1974: Carleton, 1989).

Esta especie de Peromyscus se distribuye entre los 1097 msnm (Allen y Chapman,
1897) y los 4300 msnm (Ramirez-Pulido et.al, 1995) por lo que es un habitante de zonas
templadas y semifrias en altitudes que varian entre los 2000 a los 4500 msnm (Davis, 1944).

En esta amplitud de distribucion altitudinal la mayoria de los registros publicados la ubican
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por arriba de los 2000 msnm, por lo que su habitat estd en bosques de coniferas con
zacatonales y praderas de alta montafia, pudiéndose encontrar en los camellones con
vegetacion nativa que bordean los terrenos de cultivo cercanos a los bosques, asi como en
bosque himedo subalpino y en areas adyacentes a la Sierra Madre Oriental con vegetacion
mésica de montafia. Esta especie, junto con otras del género, habita entre zacatonales y
troncos huecos del bosque de coniferas (Martinez-Coronel et al., 1991); inclusive se le ha
recolectado en areas lacustres y rocosas (Davis, 1944).

Sus habitos son crepusculares, alimentandose de semillas de las plantas herbaceas
estacionales y de los pastos donde vive y reproduciéndose todo el afio teniendo un pico en el
verano (Castro-Campillo et al., en preparacion; Salame-Méndez et al., en preparacion). Las
hembras son de mayor tamafio con respecto a los machos, tienen varias camadas al afno y
en cada parto nacen de 1 a 5 crias (Davis, 1944;Clark, 1966; Bowers, 1974) o 2 a 4 crias
(Castro-Campillo et al. en preparacion) siendo su promedio de 3.7.

JUSTIFICACION

En México es muy escaso el conocimiento de la biologia reproductiva de vertebrados
silvestres. En el caso de los mamiferos terrestres y en particular de roedores, los estudios
que abordan los procesos reproductivos son muy generales, los cuales se describen como
historias de vida. Sin embargo, no abordan procesos de la fisiologia o endocrinologia
reproductiva. Al conocer parametros particulares de la biologia reproductiva de especies
silvestres, se contribuye a su conocimiento en general, ademas de tener estimados mas
precisos sobre su reproduccion a partir de los cuales, por ejemplo, se pueda controlar
biologicamente una especie que pudiese ser plaga. Ante esta premisa, en este trabajo de
tesis se estudio fa biologia reproductiva de un raton endémico de México. el raton de orejas
oscuras Peromyscus melanotis desde un enfoque endocrinologico, para lo cual se
consideraron localidades del Eje Volcanico Transversal (EVT) que es una de las provincias

bioticas mas ricas de especies endémicas de México (Alvarez del Castillo. 1989 Ceballos y
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Rodriguez, 1993;Chavez y Gallardo, 1993;Castro-Campillo et. al., 2000). Ademas, el EVT
presenta caracteristicas geograficas e historicas muy particulares que la hacen una de las
areas prioritarias para el conocimiento de su biodiversidad. Este estudio se llevé a cabo en P
melanotis para obtener informacién sobre su comportamiento reproductivo-poblacional en
dos localidades del EVT periurbanos a la Ciudad de México, los Parques Nacionales
Cumbres del Ajusco y Desierto de los Leones. Por otra parte, al ser escasa la informacion
sobre la biologia reproductiva de esta especie, al igual que de muchos roedores en el pais, el
conocer parametros generales y particulares de su biologia servird para tener un excelente
indicador de las condiciones de un ecosistema.
HIPOTESIS
Si el contenido de testosterona de los testiculos de Peromyscus melanotis varia de
acuerdo a la edad de los individuos, entonces la concentracion del andrégeno de una
determinada edad variara con la estacién del afo.
OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva de una especie de roedor
endémico (Peromyscus melanotis) procedente del Eje volcanico Transversal (EVT).
OBJETIVOS PARTICULARES
~» Estimar la edad de machos de Peromyscus melanotis capturados mensualmente
durante un cuatrienio en los Parques Nacionales Cumbres del Ajusco y Desierto de
los Leones.
&« Determinar el patrén mensual del contenido de testosterona en testiculos de P.
melanotis de distinta edad.
» Determinar el patron estacional del contenido de testosterona en testiculos de P.
melanotis de distinta edad.

~ Estimar el patrén reproductivo anual en machos de Peromyscus melanotis.




MATERIALES y METODOS
Areas de Estudio
El Parque Nacional Cumbres del Ajusco (decretado el 23 de septiembre de 1936;
Vargas, 1984) se localiza al suroeste del Valle de México dentro de la Sierra del Ajusco y se
continta al sur con la Sierra de Chichinautzin (19° 12'y 19° 12' 50" latitud norte y 99° 14’ 35"
y 99° 16' 20" longitud oeste), siendo su superficie de 920 hectéareas (Fig. 2).
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Figura 2 Areas de Estudio.

El clima del Parque es templado subhimedo del tipo C(w 1/2) (w) (b) i/L (Chavez y
Gallardo, 1993). El periodo de temperatura alta es de abril a septiembre con un promedio de
1542°C y el de temperatura baja de 11+1°C de noviembre a febrero (Garcia: 1981 cifras de

Milpa Alta). El periodo de lluvias se presenta de mayo a octubre (precipitacion 152422 mm) y
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el periodo de sequia (estio) de noviembre a abril (precipitacién 16111 mm), tomados de la
carta topografica de Milpa Alta censada por la SPP de 1980/cifra de Garcia, 1981).

La vegetacion es de bosque templado con plantas estacionales y pastos
amacollados. El estrato arbéreo esta constituido principalmente por bosque de coniferas que
incluye oyamel (Abies religiosa) con una altura maxima de 35-40 m; por algunas especies de
Quercus (encino) (Pinus montezumae; introducido Pinus radiata) con una altura maxima de
8-10 m, asi como por bosque mixto de pino-encino (Pinus—quercus). El estrato arbustivo es
indefinido e inconspicuo, por ejemplo, se encuentra Solanum; Salix (tepozan), Huejote y
Solanum. El sotobosque (estrato herbaceo) esta conformado por gramineas amacolladas
(zacatonal: Muhlenberg macroura y Stipa ichu), leguminosas (Salvia lupinus) y compuestas
(Baccharis glutinosa y Gnaphalium americana; Senecio, Stevia) y abundantes arbustos
conformados principalmente de Senecio y Salix, asi como por plantas estacionales que
incluyen compuestas, rosaceas y solanaceas, entre otras. Su estrato rasante esta
conformado por hongos, musgos, hepaticas y liquenes.

La fauna silvestre esta constituida por ardillas, conejos, halcones y pequefios
roedores, incluyendo especies endémicas, tales como Neotomodon alstoni y Romerolagus
diazi (Vargas, 1984; Suarez e Ibarra, 1996; Aranda et al., 1980; Salame-Méndez et al., en
preparacion).

El Parque Nacional Desierto de los Leones (decretado el 27 de noviembre de 1917;
Alcérreca et al. 1988) forma parte de la Sierra de las Cruces, localizado al oriente del Valle
de México, y pertenece a las Delegaciones Alvaro Obregén y Cuajimalpa, D. F; siendo esta
serrania una continuacion de la Sierra del Ajusco. El clima es templado subhimedo del tipo
C (w2) (w)(b) ig (Garcia, 1981). La temperatura alta se registra de abril a julio, teniendo un
promedio de 12 6+6°C y la temperatura baja de diciembre a febrero con un promedio de
8.1+2°C. El periodo de liuvia es de mayo a agosto con una precipitacion promedio de 235+30

mm y el periodo de estio de diciembre a febrero con una precipitacion de 2+4 mm. En el
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parque se presentan diferencias altitudinales de mas de 1,000 msnm permitiéndose la
presencia de distintas comunidades vegetales, predominando el bosque de coniferas
representado por comunidades de Abies religiosa puras o mezcladas y de Pinus hartwegii.
La primera comunidad se establece desde los 2,600 msnm y se caracteriza por tener suelos
profundos y humedos. En los estratos medio y bajo estan bien representadas las especies
Garrya laurifolia, Alnus firmifolia, Salix spp., Senecio angulifolius y S. barba-johanis en el
primero; en el segundo principalmente: Acaena alongata, Siegesbeckia jorullensis, Alchemilla
procumbens, Salvia spp. y Symphoricarpos microphyllus. La comunidad de Pinus hartwegii
se establece a partir de los 3,600 msnm sobre suelos menos humedos y pedregosos
caracterizados por exhibir masas arbéreas practicamente puras de esta especie y por
presentar un estrato bajo muy bien representado: Muhlenbergia spp., Festuca spp.,
Calamagrostis toluncensis, Lupinus spp. y Penstemon gentianoides, frecuentemente se
observan arbustos como Senecio cinerarioides y S, salignus. También en las partes aitas,
entre los 3,700 msnm y el techo altitudinal, son distinguibles pequefios manchones de
pastizal, dominados por Muhlenbergia macorura y Festuca tolucensis; hacia la parte Sur del
parque son distinguibles pequefios manchones de Quercus spp. (Vargas, 1984; Alcérreca et

al. 1988).

A partir de rastros u observaciones directas, se ha demostrado la presencia de
venado cola blanca, asi como Sciurus aureogaster, Odocoiles virginianus y Bassariscus
astutus. También se han reportado tlacuache (Dideplphis marsupialis), conejo (Sylvilagus
floridans), tuza (Papogeomis merriami), mapache (Procyon lotor), coyote (Canis latrans) y
zorra gris (Urocyon cineroargentesus). En relacion a las aves, Cyanocitta stellari y Tardus

migratirtus constituyeron las especies mayormente representadas (Suarez e Ibarra. 1996).

Por las caracteristicas particuiares que ofrece el Parque Desierto de los Leones,

como una cubierta de sotobosque muy densa, la cual proporciona alimento, resguardo vy
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proteccion, cuerpos de agua disponibles durante todo el afio, un relativo amparo contra la
caza furtiva, por mencionar algunos factores, éste ha sido uno de los Ultimos recintos
naturales donde se conserva una poblacién importante del venado cola blanca en el Valle de
México, que es la poblacién mas numerosa que resta en la Sierra del Ajusco. En el Desierto

de los Leones se han hecho estimaciones sobre la densidad de esta especie.

Recolecta de Roedores. Los ratones de Peromyscus melanotis fueron recolectados
a partir del mes de junio del 1996 hasta febrero del 2000 una o dos veces por mes en las
siguientes localidades. En el Parque Nacional Cumbres del Ajusco (PNCA), D. F. (0.85 Km
N, 3.5 Km W Ecuanil, 3180 m; 19° 13" 37" N, 99° 15" 37" W) a partir de los 19-23 Km de la
carretera panoramica del Ajusco; siendo la altura de 2800+300 msnm. Por otra parte, la
localidad en el Parque Nacional Desierto de los Leones (PNDL) se localiza a los 19° 18 17”
N, 99° 19’ 14” W, abarcando de la entrada al parque por la antigua carretera al Desierto de
los Leones (Delegacion Alvaro Obregon) hasta el Km 19 (Delegacion de Cuajimalpa); entre
los 2180 a 3200 msnm.

Los roedores fueron capturados de manera selectiva con trampas Sherman (8x9x23
cm), utilizando como cebo hojuelas de avena (Figs. 3 y 4). Se hicieron transectos lineales de
500-800 m, colocando 90 a 150 trampas cada 5 m. En cada salida para la recolecta se
registraron cualitativamente los datos del tiempo (nubosidad, claridad, humedad relativa,
precipitaciones, temperatura, etc.) y la fenologia de la vegetacion herbacea (plantas en
floracion o fructificacion, si las plantas presentaban semillas, estaban secas, etc.), asi como
los de la altitud, humedad y coordenadas geograficas mediante un geoposicionador
electronico (GPS-Blazer12. Magellan Systems Co , Overland, Ca.).

El mismo dia en que se recolectaron, los ratones fueron trasladados al laboratorio de
Mamiferos de la UAM-Iztapalapa (UAMI) y se mataron por dislocacion cervical. De cada
raton se registraron el sexo, las medidas mastozoologicas convencionales y el peso (Hall,

1981: Ramirez-Pulido et al . 1989; Kuns et a/. 1996). siendo preparados como ejemplares de
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referencia (Ramirez-Pulido et al., 1989), los cuales se encuentran depositados en la

coleccion de Mastozoologia de la UAMI como craneo y esqueleto, aunque de algunos

también se preparo la piel.

Fig 4 Trampa Sherman abierta y hojuelas de avena.

Determinacion de la Edad. La edad de los roedores se estimé a partir de considerar
el desgaste de la superficie oclusal de los molares, segun Hoffmeister (1951). Esto se realizo
con la ayuda de la Dra. Alondra Castro Campillo responsable del Laboratorio de Mamiferos
de la UAM-Iztapalapa (Anexo 1, Descripcion de las Edades).

Cuantificacion de Testosterona. Previamente a la cuantificacion del esteroide se

realizo una comparacion entre la técnica para determinar si habia diferencia en cuantificar




previa separacidn cromatografica del extracto total de esteroides (ETE) contra la
determinacion directa sobre el ETE (Anexo2). La determinacion del contenido de 173-hidroxi-
4-androsteno-3-ona (testosterona, T) (Kime, 1995) se hizo por la técnica de
radioinmunoanalisis (RIA).

Se extirparon los testiculos de 291 machos y se colocaron en tubos Eppendorf
conteniendo solucion de Ringer isotonica, almacenandose a -70°C, previo a determinacion
de Testosterona por RIA.

Para determinar el porcentaje de eficiencia en la extraccion y la cuantificacion del
esteroide sexual se utilizo como trazador, previa purificacion, T tritiada (1,2,6,7,16,17-3H—T)
(actividad especifica 139 Ci/mmol) (New England Nuclear, Boston, Ma.).

El Antisuero fue obtenido a partir de un hapteno-19-hemisuccinato unido a albumina
sérica de bovina y generado en conejo a partir de la técnica descrita por Bermudez et al.
(1975), siendo su especificidad la siguiente (en %): colesterol <0.01; pregnenolona <0.01;
17a-hidroxi-pregnenolona <0.01; dehidroepiandrosterona <0.01; progesterona <0.01;
androstendiona 3.25; 5a-dihidro-testosterona <0.01; T =100.

El antisuero fue provisto por el M. en B. E. Joaquin Herrera Mufoz investigador titular
de la Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva del Hospital “Luis Castelazo Ayala”
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

Obtenciéon de los Homogenados para la Cuantificacion de Testosterona. Al par
de testiculos de cada roedor se le elimind la tunica albuginea y las gonadas se
homogenizaron en un homogenizador Pirex 15 ml. Cada homogenado se transfirid a un tubo
Eppendorf de 1.5 mi del cual se extrajeron dos alicuotas de 100 ul, una para determinar la
concentracion de proteinas por el método de Groves et al. (1968) empleando para la curva
patron albumina sérica de bovino (ASB), y la otra alicuota se utilizd para determinar la

eficiencia de la extraccion de esteroides totales.




Extraccion de Esteroides Totales. De cada homogenado se transfirieron 50 pl, por
separado, a un tubo cénico al cual se le agregd 100 pl de agua destilada, a esta disolucion
se le agregaron 5 mi de éter dietilico por duplicado y se agit6 en vortex. Para separar la fase
organica de la acuosa, cada tubo se colocd en un bafio de hielo seco-acetona; al congelarse
la fase acuosa, la organica que contenia el extracto total de esteroides (ETE) se decanté a
un tubo de ensayo y se evapord a sequedad.

Cuantificacion de Testosterona. El RIA se hizo bajo la asesoria del M. en B. E.
Joaquin Herrera Mufioz en la Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva del Hospital
“Luis Castelazo Ayala” del IMSS. El procedimiento se llevé a cabo con algunas
modificaciones (Anexo 2) segun Mendieta et al. (1991). A cada tubo conteniendo su
respectivo ETE se le agregaron 500 pl de una disolucion amortiguadora de fosfatos (0.25 M,
pH 7, azida de sodio-gelatina 1%) conteniendo la dilucién del antisuero contra T, asi como T-
*H como trazador (<5000 cpm). Los tubos se incubaron por 18 hrs a 4°C, separandose el
esteroide libre del unido al anticuerpo por medio de ala adicion a cada tubo 200 pl de
carbon—dextran (625 mg-% de carbon activado Norit A 'y 62.5 mg-% dextran T 70), los tubos
se centrifugaron a 3000 x g x 15 min a 4°C, y el sobrenadante se decant6 a un vial, al que se
le agregaron 5 ml de Instagel (Packard); los viales se colocaron en un espectrometro de
centelleo liquido Beckman modelo LS-700, con una eficiencia maxima para tritio del 56%. El
control de calidad del RIA fue realizado de acuerdo a especificaciones internacionales de

exactitud, precision y sensibilidad (Cekan, 1976).




RESULTADOS
La distribucion estacional de los 291 machos recolectados durante el cuatrienio fue
muy similar de primavera a otofio (6514); siendo el invierno la estacion de mayor recolecta
(103)(Fig.1).
Los ratones se agruparon en cinco categorias de edad: edad |, juveniles; edad i,
subadultos; edad Ill, adultos jovenes; edad IV, adultos, y edad V, viejos. Las caracteristicas

de cada una de las edades asignadas se describen en el Anexo 2.
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Figura 1. Distribuciéon estacional de los machos recolectados de Peromyscus melanotis
durante el cuatrienio de estudio.

La distribucidén estacional de los roedores por edad mostrd que los juveniles durante
primavera y verano son iguales, disminuyendo en el otofio e incrementandose en el invierno.
En los subadultos, en el otofio es mayor su nimero descendiendo, a partir del invierno. Los
adultos jovenes a partir del verano comienzan a aumentar significativamente, siendo su
maximo en el invierno, mientras que en los adultos comienza a descender su nimero a partir
del verano e incrementandose en el invierno, siendo su maximo en la primavera. Finalmente,

el numero de los ratones viejos se mantuvo muy similar durante cada estacion (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion estacional de los machos de Peromyscus melanotis por edad durante

el cuatrienio de estudio.

Contenido Mensual de Testosterona.

Durante el estudio el periodo en el cual se recolectaron ratones de manera mas
constante por mes fue el correspondiente al de 1996-1997, el cual abarcé de mayo a febrero,
respectivamente; este patron se describe en el Anexo 3. Con la finalidad de tener un patrén
general de manera mensual del contenido de testosterona en los testiculos de los roedores
en el cuatrienio de estudio, se agruparon los roedores por edad-mes de las edades mas
recolectadas, que fueron la lll, 1a IV y la V. Al no haber diferencia significativa (p<0.05) entre
edad-mes-afo de cada una de las edades, se pudo describir el patron mensual del contenido
de testosterona testicular de los adultos jovenes, adultos y viejos.

En los adultos jovenes (edad 1II) el androgeno fue mayor en los meses de junio y julio,
siendo menor el contenido en diciembre y ernero. Constatandose que a partir de enero el
andrégeno comienza a incrementarse y a descender a partir de agosto, con su minimo en
diciembre. El patron descrito se ajusté bastante bien (R*= 0.87) a una curva polinomial de

segundo grado; lo cual permite dilucidar muy bien la tendencia de ascenso y descenso del




patrén mensual del contenido de testosterona en los testiculos de ratones adultos jovenes de
P. melanotis (Fig. 3).

Por su parte, el patron de T en los testiculos de los roedores adultos (edad IV)(Fig. 4)
y viejos (edad V)(Fig. 5) fue bastante similar al descrito para los adultos jovenes.

Patréon Mensual del Contenido de T.

Con el objetivo de constatar el patrén mensual del contenido de T en los testiculos de
P. melanotis los contenidos del andrégeno se analizaron por edad-mes-afio, demostrandose
no haber diferencia significativa (p<0.05) lo cual permitié agrupar las tres edades (lli, IV y V)
y asi describir el patrén mensual del roedor.

Las concentraciones mas altas del andrégeno fueron en junio y julio y las bajas en los
meses de diciembre y enero; incrementandose a partir de febrero y descendiendo a partir de
agosto. Este patron de ascenso y descenso se ajusté muy bien (R?= 0.91) a una curva
polinomial de segundo grado, hecho que permitié demostrar muy bien la tendencia del patron
mensual del contenido de T en los testiculos de P. melanotis (Fig. 6).

Contenido estacional de Testosterona.

Para determinar el patron estacional del contenido de T en los testiculos de
Peromyscus melanotis por edad, se dividio el afio de recolecta en 4 trimestres con el objetivo
de conformar las cuatro estaciones: primavera (marzo, abril y mayo); verano (junio, julio y
agosto); otofio (septiembre, octubre y noviembre) e invierno (diciembre, enero y febrero).

De igual manera que para lo descrito en el apartado de Contenido de T Mensual,
durante el estudio el periodo en el cual se recolectaron ratones de manera mas constante
por mes fue el correspondiente al de 1996-1997, periodo con el cual se hizo un ensayo del
patron estacional y que se describe en el Anexo 3. Sin embargo, a pesar de que no se
recolectaron de manera muy constante en los diversos meses del estudio ratones de la edad
I Guvenil) y Il (subadulto), el agruparlos por estacion permitié contar con las cinco edades

estimadas y asi llevar a cabo los analisis respectivos. Al no haber diferencia significativa
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(p<0.05) durante el cuatrienio entre edad-estacidn-afioc de cada una de las edades
estimadas, se pudo describir el patron general de manera estacional del contenido de T
testicular de P. melanotis.

En los juveniles (edad |) en el verano es mayor el contenido de T descendiendo este
a partir del otofio e incrementandose a partir de la primavera (Fig. 7). El patrén descrito se
ajustd muy bien (R*= 0.90) a una curva polinomial de segundo grado, hecho que permitié
dilucidar muy bien la tendencia de minimos y maximos del patrén estacional del contenido de
T en los testiculos de ratones juveniles de P. melanotis (Fig. 3).

En los subadultos (edad ) el patron estacional es muy similar al de los juveniles,
resaltando que la concentracion del andrégeno aumentd considerablemente de primavera a
otofio con respecto a los juveniles (Fig. 8). Por otra parte, la regresién parabdlica que
describe el patron de T estacional fue muy bueno (R*= 0.99).

Finalmente, el patron de los ratones aduitos jévenes (edad HI)(Fig. 9), adultos (edad
IV)(Fig. 10) y viejos (edad V)(Fig. 11) es muy similar tanto para el descrito de los juveniles
como para los subadultos, y con respecto a concentracion, al de los subadultos, resaltando
que el patron descrito para estas tres edades se ajusté muy bien (R*= 1.00; 0.95 y 0.99,
respectivamente) a una curva polinomial de segundo grado.

Patron Estacional del Contenido de T.

Con el objetivo de constatar el patron estacional del contenido de T en los testiculos
de P. melanotis se analizaron por edad-estacion-afio los contenidos del androgeno,
demostrandose no haber diferencia significativa (p<0.05) lo cual permitid agrupar las cinco
edades (I, Il, HI, IV y V) y asi describir el patron estacional en el roedor.

La concentracion mas alta del androgeno fue en verano, descendiendo de otofo a
invierno e incrementandose a partir de la primavera (Fig. 12). Este patron de ascenso y

descenso se ajustd muy bien (R°= 0.97) a una curva polinomial de segundo grado, resuitado
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que permitié6 demostrar muy bien la tendencia del patron estacional del contenido de T en los

testiculos de P. melanotis (Fig. 12).
Patrén Ontogenético del Contenido de T.

Con el objetivo de describir el patron del contenido de T en los testiculos de P.
melanotis por edad, se analizaron los contenidos del andrégeno en los testiculos de los
ratones de las cinco edades recolectados durante el estudio, pero sin considerar el mes y la
estacion. Lo anterior dio por resultado el siguiente patron (Fig.13): En los juveniles (edad 1),
el contenido de T es el mas bajo de las cinco edades, incrementandose en los subadultos,
siendo mayor en los adultos jovenes, descendiendo en los adultos y manteniéndose de
manera similar en los viejos. Este patron también se ajustd bastante bien (R*= 0.87) a una
curva polinomial de segundo grado, de tal manera que este patron de ascenso y descenso
en la concentracion testicular de T por edad seria el patrén fisiologico normal durante la
ontogenia de P. melanotis sin importar la estacién del afio.

DISCUSION

Los trabajos publicados scobre la biologia reproductiva de Peromyscus melanotis son
muy escasos, de tal manera que los conocimientos que se tienen son referentes a algunas
otras especies del género. Por ejemplo, algunas especies tienen cuidados parentales para
con sus crias (Davis y Schmidly, 1994). Este patrén podria darse en Peromyscus melanotis,
ya que durante el invierno se recolectaron mayor numero de machos, siendo los adultos
jovenes (edad lll) los mas abundantes a lo largo del afio y sobre todo en esta estacion. Lo
anterior podria deberse a que salen de sus madrigueras en busca de alimento para
proporcionarto a sus crias y a los miembros mas jovenes de la poblaciéon, que serian los
juveniles y subadultos (edad | y Il, respectivamente), asi como a los viejos (edad V).

Patron Mensual de T en Testiculos de Peromyscus melanotis.
Se ha reportado para Peromyscus maniculatus un periodo de reproduccion anual

(Maser, et al 1981). Por otra parte. Nowak y Paradiso (1983) reportan que el periodo de
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reproduccion de esta especie es de marzo a octubre, pero disminuye su actividad
reproductiva durante la época de lluvias y el invierno, concluyendo que la reproduccion del
ratéon ciervo esta determinada mas por la disponibilidad de alimento que por la estacion del
afio, de tal manera que se infiere que la reproduccion de P. maniculatus es estacional. Brown
y Zeng (1989), para la misma especie, demostraron que su actividad reproductiva depende
del lugar. Por ejemplo, mientras que en Arizona durante el invierno hay gran cantidad de
hembras gestantes, en Virginia del Norte los picos de reproduccion se encontraron de abril a
junio y de septiembre a octubre (Wolf, 1994).

Lo anterior demuestra claramente que en una especie emparentada a P. melanotis su
actividad reproductiva es muy variable. En efecto, para P. melanotis se ha descrito que se
reproduce todo el afio (Ramirez-Pulido, 1995), pero Torres-Villasefor (1991) con base en
indices gonadosomaticos del aparato reproductor masculino, demostré que la estacion
reproductiva era de enero a julio para una poblacién y de abril a julio para otra; este autor
concluye que desde el punto de vista histolégico existen animales maduros durante todo el
afno en ambas poblaciones. Lo anterior ratifica lo descrito por Davis (1944); Clark (1996);
Bowers (1974) y Ceballos y Galindo (1984) quienes describen que su reproduccion va de
junio (finales de primavera) a noviembre (mediados del otofio), asi como por Castro-Campillo
y col. (en preparacién) quienes han demostrado que durante todo el afio se encuentran
hembras preﬁédas y lactantes.

La evidencia endocrina encontrada en esta tesis explicaria el patrén no estacional,
mono o biestacional en la reproduccion de P. melanotis. Por una parte, en los meses calidos
como son los de junio y julio, independientemente de la edad, la concentracion de T fue
mayor, lo que coincide con la descripcion dei patron reproductivo estacional (mono o bi). Por
otra parte. el haber constatado que las mayores concentraciones del andrégeno fueron en
junio-julio sugeriria que esta especie se reproduce mas favorablemente en los meses calidos

en los que se hacen presentes las lluvias de verano, asi como por la mayor abundancia de
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alimento. La anterior premisa se apoya en datos de Castro-Campillo y col. (en preparacion),
que han demostrado en P. melanotis en estos meses, asi como en los de julio-agosto, mayor
nimero de hembras prefiadas y lactantes. Pero también los resultados de la concentracion
mensual de T explicarian porque esta especie se reproduce todo el afio. Nunca se encontro
un descenso dramatico, y mucho menos concentraciones tan bajas que no pudiesen ser
detectadas, durante algin mes, hechos que apoyarian que este roedor endémico se
reproduce todo el afio, ya que siempre hay suficiente T, la cual inicia y mantiene la
espermatogénesis en los ratones de las cinco edades.

Es importante destacar que en los ratones viejos (edad V) el contenido del andrégeno
nunca descendié conspicuamente, lo que concuerda con datos reportados en roedores y
humanos, en donde la concentracién de T unida a su proteina transportadora (globulina
transportadora de hormonas sexuales o SHBG) desciende un 30% y la libre un 50% entre los
25 y 75 anos de edad (Gray et al., 1990), debiéndose el mayor decremento del andrégeno
libre, al aumento con la edad de la SHBG (Korenman et al, 1990). Por otra parte, el
descenso en las concentraciones de T en la vejez esta determinado por factores genéticos
(lo que justifican hasta el 63% de la variabilidad de la T y hasta un 30% de la SHBG);
metabdlicos (indice de masa corporal y resistencia a la insulina); hormonales (hormona de
crecimiento y hormonas tiroideas); dietéticos y por estrés; por la presencia de enfermedades
cronicas concomitantes, y por el consumo de compuestos quimicos (v. gr., glucocorticoides o
neurolépticos).

En roedores de laboratorio se ha demostrado que la concentracion de T plasmatica
se reduce significativamente en ratones maduros (8-11 meses) y viejos (29-31 meses)
(Nelson y Lathamark, 1975), pero la espermatogénesis, la fertilidad y la conducta sexual no
cesan (Wolf, 1994, Gooren, 1996; Tenover. 1997. Tscrota y Merino, 1998: Rocha et. al.,

1999, Salame-Méndez et al., en preparacion) Por ejemplo. en P. melanotis, en los ratones
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viejos (edad V) la concentracion testicular, asi como en el plasma, desciende pero no cesa
su produccion.

De todo lo anterior, el contenido de T mensual en los testiculos de Peromyscus
melanotis permitié saber desde un punto de vista endocrino como se comporta la poblacién a
lo largo de! afio con respecto a su biologia reproductiva, lo cual contribuye al conocimiento
general de la biologia de esta especie endémica muy poco conocida, por ejemplo, dentro de
las especies del género.

Patrén Estacional del Contenido de T en Testiculos de Peromyscus melanotis.

El contenido estacional de T demuestra que durante la ontogenia de este roedor
endémico hay un efecto de la estacion sobre su contenido. Tanto en invierno como durante
la primavera el contenido es bajo; mientras que éste es mayor en el verano y el otofio, lo cual
explicaria por qué esta especie se reproduce todo el afio; favoreciéndose en el verano como
lo han demostrado Davis (1944), Clark (1996), Bowers (1974), Ceballos y Galindo (1984) y
Castro-Campillo y col. (en preparacién), asi como durante la primavera y el verano como lo
describe Torres-Villasenor (1991). También los resultados permiten explicar porqué las
diferentes especies del género Peromyscus se reproducen durante todas las estaciones, por
ejemplo, P. boylii se reproduce durante todo el afio, pero su pico reproductivo se encuentra
en primavera y principios del verano; P. gossypinus se reproduce a lo largo de todo el afio,
pero la actividad reproductiva declina durante el verano reactivandose durante el mes de
agosto con un pico en los meses de noviembre, diciembre y enero (Davis y Schmidly,1994),
y P. maniculatus se puede reproducir durante el otofio y el invierno también. Esta gama en
el patron reproductivo del género Peromyscus se explicaria al considerar el dato obtenido en
esta tesis de que el contenido de T también es alto en el otofio y que no disminuye
dramaticamente en el invierno, encontrando hembras prefiadas tanto de P. maniculatus
(Brown, 1989; Wolf, 1994) como de P. melanotis (Castro-Campillo et al., en preparacion) en

ambas estaciones.




Otro aspecto a considerar referente a la actividad reproductiva de P. melanotis, asi
como de otras especies del género, es la espermatogénesis. Este proceso y la fertilidad se
mantienen durante la vida reproductiva de los roedores, asi como en otras especies de
mamiferos y de vertebrados en general, incluyendo al hombre, ya sea que presenten
reproduccién estacional o no. En el envejecimiento, tanto la funcion testicular endocrina
(produccién-secrecion de andrégenos) como la exocrina (espematogénesis) disminuyen
lenta y de manera progresiva pero no cesan (Gooren, 1996; Tenover, 1997; Tscrotas y
Merino, 1998; Salame-Méndez et al., en preparaciéon). Sin embargo, aunque los ratones
viejos (edad V) de P. melanotis tuvieron un contenido de T similar al de los subadultos y
adultos jovenes durante las cuatro estaciones, esto no implica necesariamente que sean
capaces de participar en el mantenimiento de la poblacién, es decir de reproducirse. La
premisa anterior se apoya en cierta manera a partir de la evidencia histolégica encontrada en
los testiculos de algunos ratones viejos, tanto de P. melanotis como de P. difficilis, en los que
se aprecian alteraciones de la espermatogénesis (Salame-Méndez et al., en preparacion).

Ademas, es importante considerar que la espermatogénesis podria cesar
fisioldgicamente ya sea por fotoperiodos desfavorables, procesos patologicos (Forsberg,
1996) o por estrés (Harman y Tsiuoras, 1980; Steven y Gambert 1995). A este respecto,
Almeida y col. (1998) demostraron que la tension cronica (estrés) en ratas macho Wistar
interfirié con las funciones testiculares, es decir, en la androgénesis y espermatogénesis. La
LH y la T del plasma disminuyeron significativamente en un 29% y 37%, respectivamente.
Por otra parte, se redujo hasta un 16% la cantidad de espermatidas maduras en los
testiculos y un 32% la concentracién de espermatozoides en la cauda del epididimo, asi
como disminuyo el volumen de ADN en la vesicula seminal. Por lo anteriormente expuesto,
es dificil explicar las razones fisiologicas y/o endocrinas por las cuales se evidencian

diversos esquemas en la biologia reproductiva de mamiferos pequefos silvestres, por lo que




contrastan con los obtenidos de especies mantenidas en condiciones controladas en un
laboratorio o bioterio.

Los resultados del contenido de T en los testiculos de Peromyscus melanotis
evaluados tanto mensual como estacionalmente permitieron obtener patrones por edad, asi
como generales sin considerar a ésta. Lo que permiti6 establecer un patron ontogenético.
Este patrén permite apreciar claramente, cémo durante cada una de las estaciones del afo,
la funcién endocrina del testiculo, produccién-secrecion de T, se va dando conforme este
roedor va creciendo a la vez que va madurando y envejeciendo sexualmente.

Ahora bien, en el humano se ha categorizado la ontogenia de su madurez sexual en
adolescentes, adultos y ancianos; para otras especies de mamiferos ésta es dificil de
establecer con los mismos términos. La adolescencia es la etapa en la cual el joven se
prepara para su actividad reproductiva, por ejemplo, en los individuos del sexo masculino se
inicia la espermatogénesis. Esta etapa podria abarcar a roedores juveniles (edad 1) y
subadultos (edad Il), es decir serian prepuberes y puberes, respectivamente. Los adultos
estan en una etapa en la que su actividad reproductiva es plena, por ejemplo, se mantiene la
espermatogénesis. En esta categoria se podria agrupar a ratones adultos jovenes (edad Iil)
y adultos (edad V), y durante la ancianidad o vejez van disminuyendo los procesos de
gametogénesis y endocrinos, tanto que puede cesar como en las mujeres, 0 no (como
sucede en los individuos masculinos), de tal manera que esta etapa seria la misma para los
ratones de la edad V considerados como viejos.

Si consideramos la clasificacion arriba mencionada, entonces podemos categorizar
en los machos de Peromyscus melanotis la existencia de tres edades en vez de las cinco
determinadas a partir del desgaste oclusal de los molares. Por lo tanto, la edad reproductiva
en este roedor endémico se podria designar en ratones juveniles, adultos y viejos. Esta
premisa permitio constatar el patron del contenido de T estacional considerando las tres

edades, para lo cual se agruparon los contenidos de T de los ratones de la edad | y Il
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(juveniles y subadultos, respectivamente), los cuales fueron similares, para conformar el
grupo de ratones juveniles. Lo mismo se hizo con los datos de los ratones de las edades Il y
IV (adultos jovenes y adultos), siendo también similares sus contenidos, y se establecio el
grupo de los adultos, y el grupo de ios viejos se conformé con los datos de estos ratones.
Como se puede apreciar en la Figura 14 hubo un claro patron para cada una de las tres
edades durante cada una de las estaciones, siendo su tendencia similar en las tres edades,
con ajustes a una curva polinomial de segundo grado muy buenos (juvenil, R*= 0.98; adulto,
R?= 0.99; viejo, R*= 0.96); siendo baja la concentracién de T en primavera e invierno y alta
en verano y otofio. El patron del contenido de T es mayor en los adultos, bajo en los
juveniles e intermedio en los viejos (Fig. 14). Lo anterior indica que no importa la estacién en
la que encontremos a los machos de P. melanotis su ontogenia del individuo, llamese edad

I, 1L, 11V, V o juvenil, adulto o viejo, a través del afio siempre seguira el mismo patrén.
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CONCLUSIONES

¢ Los machos del raton de orejas oscuras (Peromyscus melanotis) juveniles y
subadultos, adultos jovenes y adultos, asi como los viejos sus testiculos contienen
testosterona todo el afo, siendo su mayor concentracién en el verano.

¢ En los testiculos de Peromyscus melanotis la concentracion de testosterona
independiente del mes o de la estaciéon del afio tiene el siguiente patron ontogenético: baja
en los juveniles y aumenta en los subadultos, siendo mayor su contenido en los adultos
jévenes y adultos, disminuyendo en los viejos.

¢ Endocrinamente, los machos de Peromyscus melanotis se pueden agrupar en tres

categorias de edad: juveniles (edad | y Il), adultos (edad !ll y IV) y viejos (edad V).
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ANEXO 1
Descripcion de las Edades
Descripcion de las caracteristicas a partir de las cuales se determinaron las
categorias de edad de los 291 machos de Peromyscus melanotis a partir del desgaste
oclusal de los molares segun Hoffmaister (1951). Esta determinacion de edades se llevo a
cabo bajo la asesoria de la Dra. Alondra Castro Campillo responsable del Laboratorio de

Mamiferos de la UAM-Iztapalapa.

Edad | (jovenes).- Cuspides sin desgaste a desgaste que inicia en la cara lingual; las
cuspides en vista lateral son mas pequefias entre si y tienden a presentar una orientaciéon en

diagonal de adelante hacia atras; en vista ventral son redondeadas.

Edad 2 (subadultos).- Cuspides con desgaste ligero en la cara lingual, pero ya notorio, que
empieza en la cara externa. Las cuspides a medida que el desgaste es mayor tienden a

pasar de redondeadas a triangulares (en punta mas acusada).

Edad 3 (adultos jovenes).- El desgaste de la cuspide es muy distinto en ambas caras. Se
observan comunicaciones entre ambas caras por el desgaste. En general. se observa mayor

desgaste a lo largo de la cara lingual que es mas baja que la externa.
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Edad 4 (adultos maduros adultos).- El desgaste es todavia mayor que en la edad anterior,
sblo se observan cuspides desgastadas y afiladas en la cara externa. La superficie oclusal

tiende a ser céncava, apreciandose bien el dibujo de los dientes (entradas y salidas) que

ocasiona el esmalte.

Edad 5 (viejos).- Superficie oclusal concava, apreciandose los patrones del desgaste de los
dientes porque el esmalte todavia es evidente en la periferia y en el interior de los dientes las

caras son planas en vista lateral.
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ANEXO 2

Comparacién entre la Cuantificacion de T con y sin Separacion Cromatografica.

El objetivo de llevar a cabo este andlisis fue el de corroborar si habia una diferencia
en cuantificar T previa separaciéon cromatografica del extracto total de esteroides (ETE)
contra su determinacioén directa sobre el ETE, para lo cual se sigui6 la técnica descrita por
Mendieta y col. (1991) utilizando testiculos de Peromyscus difficilis de diferente edad.

La obtencién de los Homogenados para la Cuantificacion de T. y la extraccion de esrteroides
totales se realizd de la misma manera descrita en el apartado materiales y metodos de esta
tesis (pag. 24 y 25).

Separacién Cromatografica de T. A cada tubo conteniendo su correspondiente ETE para
este analisis se les agregé una disolucion de éter dietilico:metanol (2:1, v/v); llevdndose a
cabo la separacion del andrégeno por cromatografia en placa fina (CCF). La disolucion se
transfirié a placas de vidrio (20 x 20 cm) recubiertas con gel de silice e indicador de radiaciéon
UV (Merck), a las cuales se les agregé en los extremos una alicuota de T como referencia
previamente purificada. La separacién cromatografia se hizo utilizando como fase movil los
siguientes sistemas cromatograficos: i) benceno; ii) benceno:acetato de etilo (7:3, v/v) y iii)
benceno:metanol (95:5 v/v). La zona correspondiente a la T de referencia se visualizo con
una lampara de UV (254 y 366 nm). Una vez identificada el area de la T a ser cuantificada,
coincidente con la distancia relativa de separacion (Rf) de la T de referencia, éste se raspo.
Posteriormente la T adsorbida al silice se separd con una solucion de éter dietilico:metanol
(1:1, viv) recolectandose su eluido en tubo de ensayo, a partir del cual se determind la
concentracion del androgeno.

Cuantificacién de T. La determinacion de la concentracion de T se realizé por la técnica de
radioinmunoanalisis (RIA). El RIA se hizo bajo la asesoria del M. en B.E. Joaquin Herrera
Munoz en la Unidad de Investigacicn en Medicina Reproductiva de! Hospital “Luis Castelazo

Ayala” del IMSS.
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A cada tubo conteniendo su respectivo contenido de T separada por CCF y a los que
contenian su ETE se les agregaron 500 pl de una disolucién amortiguadora de fosfatos (0.25
M, pH 7, azida de sodio-gelatina 1%) conteniendo la dilucién del antisuero contra T, asi como
T-*H como trazador (~5000 cpm). Los tubos se incubaron por 18 hrs a 4°C separandose el
esteroide libre del unido al anticuerpo por adiciéon a cada tubo de 200 pl de carbon—dextran
(625 mg% de carbon activado Norit A y 62.5 mg % dextran T 70); centrifugadndose los tubos
a 3000 x g x 15 min a 4°C. El sobrenadante se decanté a un vial al que se le agreg6 5 ml de
Instagel (Packard); los viales se colocaron en un espectrometro de centelleo liquido
Beckman modelo LS-700, con una eficiencia maxima para tritio del 56%. El control de
calidad del RIA fue realizado de acuerdo a especificaciones internacionales de exactitud,
precision y sensibilidad (Cekan, 1976); la exactitud del RIA se da en estos resultados.

El método del RIA se validé por medio de una curva estandar, siendo los coeficientes
de variacién interensayo menores del 4%. El control de calidad del RIA se hizo de acuerdo a

las especificaciones internacionales de exactitud, precision y sensibilidad (Cekan, 1976).

Resultados.

La exactitud del método de extraccion a partir de concentraciones de testosterona
conocidas fue del 100%. Por su parte, ia variacién que hubo de la curva de calibracion fue
muy buena, menos del 1%. Al analizar la variacién intraensayo del RIA utilizado en muestras
de suero fue menor del 2% (Tabla 1).

Concentracion de T. Las diferencias porcentuales (variacion) entre la cuantificacion de T de
los testiculos de P. difficilis previa separacion cromatografica contra el que se hizo
directamente sobre el ETE no hubo diferencias significativas (Fig. 1). Escogiendo muestras
al azar, se constato6 que la diferencia mayor fue del 2. 99% y la menor del 0.83% de variacion

entre las dos tecnicas utilizadas sobre las mismas muestras (Tabla 2).
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ESTEROIDE

PARAMETRO Testosterona
recuperacion de masa 5 pg 5.00+0.08
50 pg 50.4+0.22
500pg 501+1.26

variacion maxima de la curva (c.v.)
0.95%

variacioén intraensayo de una
muestra de suero (c.v.) (n=10) 1.32%

Tabla 1. Exactitud de la metodologia de extracciéon, asi como la variacion de la curva

utilizada como patrén y la variacion intraensayo del RIA.

Validacion de la Técnica

No. de muestra | Directa (pg de]lIndirecta (pg de
testosterona) testosterona) Y%diferencia

4 467 475 1.71
13 358 361 0.83
18 564 579 2.65
22 535 551 2.99
26 685 701 2.33
Media 476.85 490.95 2.49
Desv. Est. 17415 179.18 225
Varianza 30328.62 30677.29 4.84

Tabla 2. Diferencias entre muestras escogidas al azar de testiculos de P. difficilis a las que
se les cuantifico por RIA T previa separacion cromatografica (indirecta) y sin separacion

cromatografica (directa).
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Figura 1. Comparacién entre el contenido de T realizado por RIA con muestras que se les
hizo separacion del andrégeno por cromatografia en capa fina y sus homélogas que no

se les hizo la separacidn cromatografica.

Discusién y Conclusién. Al no haber diferencias significativas en la cuantificacion de T por
RIA en muestras de testiculos de P. difficilis previa separacion cromatografica con aquéllas
en las que se hizo sobre el extracto total de esteroides, indicd la alta especificidad del
antisuero utilizado; la variacion intraensayos fue minima. Al cuantificar por RIA esteroides
sexuales previa separacion cromatografica o directamente sobre el extracto total no hay
interferencia alguna. Por Ultimo, al no realizar una previa separacion cromatografica reditua
tanto en el ahorro de materiales y equipo (optimizaron recursos econdémicos), asi como
ahorrar tiempo el cual es importante considerar cuando se van a realizar analisis sobre una
cantidad considerable de muestras. Por lo antes mencionado, en el trabajo de tesis se opt6
el realizar la cuantificacion de T por el método directo es decir, sin separar el andrégeno por

cromatografia.




ANEXO 3

Contenido Mensual de T Correspondiente al Periodo 1996-1997.

En este periodo se recolecté mayor nimero de ratones de las edades Ill, IVy V, no
asi de las edades | y |l

El contenido de testosterona en los testiculos de los ratones de la edad Il fue mayor
en el mes de julio y menor en diciembre (Fig. 1). La tendencia mensual del contenido del
andrégeno para estos ratones se ajusté bien (R?= 0.85) a una curva polinomial de segundo
grado. Lo anterior permitié dilucidar su patron que consistio en Incrementarse a partir de
enero; manteniéndose este incremento hasta los meses de junio y julio, y comenzar a
descender a partir de agosto (Fig. 1).

El patron descrito para los ratones adultos jovenes fue similar para los adultos (edad

IV)(Fig. 2) y viejos (edad V)(Fig. 3).

Patron Mensual del Contenido de T Correspondiente al Periodo 1996-1997.

Para determinar el patrén general mensual del contenido de testosterona en los
testiculos de Peromyscus melanotis;, se agruparon las edades lll, IV y V por mes, resultando
no haber diferencia significativa (p<0.05). Ademas se ajustd bastante bien (R’= 0.85) a una
curva polinomial de segundo grado. Esta curva permitié dilucidar la tendencia del contenido
de la testosterona por mes sin importar la edad del raton (Fig. 4). Comienza a incrementarse
a partir de enero; manteniéndose este incremento hasta los meses de junio y julio, y empieza

a descender a partir de agosto (Fig. 4).
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ANEXO 4

Contenido Estacional de T Correspondiente al Periodo 1996-1997.

Una vez conocido el patrén mensual por edad y general del contenido de testosterona
en los testiculos de P. melanotis durante el periodo 1996-1997 se analiz6 por estacion del
afio. Para lo cual el afio se dividié en cuatro trimestres para conformar las respectivas
estaciones del afio. Marzo, abril y mayo, primavera; junio, julio y agosto, verano; septiembre,
octubre y noviembre, otofio, y diciembre, enero y febrero, invierno.

Los ratones juveniles (edad |) en el verano fue mayor su contenido, disminuyendo en
otofio y conspicuamente en el invierno, incrementandose durante la primavera (Fig. 5).
Ajustandose muy bien (R*= 0.99) su tendencia a una curva polinomial de segundo grado. En
los subadultos (edad )(Fig. 6), adultos jovenes (edad Ill)(Fig. 7), adultos (edad IV)(Fig. 8) y
viejos (edad V)(Fig. 9) el patron de ascenso y descenso del contenido de testosterona
estacional fue similar al descrito para los juveniles, ajustandose ademas sus tendencias a

una curva polinomial de segundo grado (R*= 0.97; 0.91; 0.75; 0.69, respectivamente).

Patron Estacional del Contenido de T Correspondiente al Periodo 1996-1997.

Una vez demostrado el patrén estacional del contenido de testosterona en los
testiculos de P. melanotis en las cinco edades se hizo un analisis por edad-estacion lo que
demostrd no haber una diferencia significativa (p<0.05). Este resultado permitié agrupar las
cinco edades para describir el patron estacional, resultando una tendencia que se ajusté muy
bien (R°= 0.97) a una curva polinomial de segundo grado (Fig. 10). Lo que permitio dilucidar
el siguiente patron estacional. El contenido de testosterona fue mayor durante el verano,
descendiendo de otofio a invierno, e incrementarse a partir de la primavera (Fig. 10).

Por ultimo, una vez que se determiné el patron mensual y estacional tanto por edad

como general de testosterona en los testiculos de P. melanotis se quiso dilucidad un patrén




ontogenético es decir, el patron del andrégeno durante el ciclo de vida reproductivo del ratén
sin importar el mes o la estacion del ano.

En los ratones juveniles (edad 1) el contenido de testosterona fue el mas bajo de las
cinco edades. Incrementandose el contenido del andréogeno en los subadultos (edad li),
siendo mayor en los adultos jovenes (edad l1) y descender en los adultos (edad 1V), mientras
que en los ratones viejos (edad V) el contenido se mantuvo similar al de los subadultos y
adultos, respectivamente (Fig. 13). Este patrén se ajustd bastante bien (R*= 0.85) a una
curva polinomial de segundo grado (Fig. 13). Por lo que este patron por edad del contenido
de testosterona de ascenso y descenso en los testiculos de P. melanotis seria el patron

fisiolégico normal durante su ontogenia sin importar la estacidn del afio.
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