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RESUMEN 

 

En el testículo y el epidídimo el estrés crónico genera estrés oxidante, debido a 
que causa incremento en la producción de peróxido de hidrógeno, peroxidación 
lipídica y disminución de la actividad de algunas enzimas antioxidantes. Sin 
embargo, hasta el día de hoy se desconoce de qué manera se modifica el estado 
oxidante del epidídimo por efecto del estrés crónico y cómo altera la maduración 
de los espermatozoides epididimarios. El objetivo de este trabajo fue estudiar el 
efecto del estrés crónico sobre la respuesta antioxidante del epidídimo y su 
repercusión en la calidad de los espermatozoides epididimarios de la rata adulta. 
Se utilizaron ratas macho (n=20) de la cepa Wistar, de tres meses de edad y peso 
corporal de 300 a 350 g. Los animales se asignaron a uno de los siguientes 
grupos: grupo control (n=10) y b) grupo de estrés crónico (n=10). Los animales del 
grupo control se manipularon únicamente para registrar diariamente su peso 
corporal. Los animales de estrés crónico se estresaron por inmersión en agua fría, 
durante 50 días consecutivos. Al finalizar los 50 días de estrés, se obtuvieron 
muestras de sangre y se extrajeron los testículos, los epidídimos, las vesículas 
seminales y la próstata. Las glándulas accesorias se pesaron. Se determinaron las 
concentraciones séricas de corticosterona y testosterona. La cauda del epidídimo 
derecho se utilizó para evaluar la movilidad, la viabilidad, la concentración y la 
morfología espermática. El epidídimo izquierdo se dividió en las regiones 
anatómicas: caput, corpus y cauda, para evaluar la producción de peróxido y 
superóxido, la peroxidación lipídica, el contenido de las enzimas y la expresión del 
ARNm para SOD, CAT y GPx4. Los resultados muestran que el estrés crónico por 
inmersión en agua fría generó menor ganancia de peso corporal, menor peso de 
los testículos, de las vesículas seminales y de la próstata. La concentración sérica 
de corticosterona fue mayor, en tanto que la concentración de testosterona fue 
menor que en los machos control. La producción de peróxidos fue mayor en el 
corpus del epidídimo, mientras que la producción de superóxidos se incrementó en 
todas las regiones del conducto epididimario con la exposición al estrés crónico. 
La concentración de peróxidos lipídicos se incrementó en el corpus y en la cauda 
del epidídimo. El contenido de SOD disminuyó en las tres regiones del epidídimo, 
en tanto que el contenido de CAT y GPx-4 fue menor únicamente en el corpus del 
epidídimo, tras la exposición al estrés crónico. Asimismo, el estrés crónico sólo 
causó incremento de la expresión del ARNm de la proteína GPx-4 exclusivamente 
en el corpus del epidídimo. En cuanto a la calidad de los espermatozoides, la 
movilidad, la viabilidad y la concentración fueron menores que en el grupo control, 
mientras que el porcentaje de los espermatozoides anormales fue mayor en los 
machos estresados crónicamente. Estos resultados muestran que el estrés 
crónico por inmersión en agua fría genera estrés oxidante en el epidídimo, debido 
al aumento diferencial de las especies reactivas de oxígeno en el caput, el corpus 
y la cauda, asociado a la reducción en el contenido de las enzimas SOD, CAT y 
GPx4. Estos datos correlacionan con el aumento en la concentración sérica de 
corticosterona y con la disminución de testosterona. Estas alteraciones afectan la 
calidad espermática, lo que puede contribuir a la infertilidad en el macho. 
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ABSTRACT 

 
In the testis and epididymis, the chronic stress generates oxidative stress, 
because it causes increased production of hydrogen peroxide, lipid peroxidation, 
and decreased activity of some antioxidant enzymes. However, to this day it is 
unknown how the oxidative state of the epididymis is modified by chronic stress 
and how it alters the maturation of epididymal sperm. The objective of this work 
was to study the effect of chronic stress on the antioxidant response of the 
epididymis and its impact on the quality of epididymal spermatozoa in adult rats. 
Male rats (n=20) of the Wistar strain, three months old and with a body weight of 
300 to 350 g, were used. The animals were assigned to one of the following 
groups: control group (n=10) and b) chronic stress group (n=10). Animals in the 
control group were only handled to record their body weight daily. Chronic stress 
animals were stressed by immersion in cold water for 50 consecutive days. At the 
end of the 50 days of stress, blood samples were obtained, and the testicles, 
epididymis, seminal vesicles, and prostate were removed. The accessory glands 
were weighed. Serum corticosterone and testosterone concentrations were 
determined. The cauda of the right epididymis was used to assess sperm motility, 
viability, concentration, and morphology. The left epididymis was divided into 
anatomical regions: caput, corpus, and cauda, to assess peroxide and superoxide 
production, lipid peroxidation, enzyme content, and mRNA expression for SOD, 
CAT, and GPx4. The results show that chronic stress due to immersion in cold 
water generated lower body weight gain, lower weight of the testicles, seminal 
vesicles and prostate. Serum corticosterone concentration was higher, while 
testosterone concentration was lower than in control males. Peroxide production 
was highest in the epididymal corpus, while superoxide production was increased 
in all regions of the epididymal duct with exposure to chronic stress. The 
concentration of lipid peroxides increased in the corpus and in the cauda of the 
epididymis. SOD content decreased in all three regions of the epididymis, 
whereas CAT and GPx-4 content was lower only in the epididymal corpus, after 
exposure to chronic stress. Likewise, chronic stress only caused an increase in 
the mRNA expression of the GPx-4 protein exclusively in the epididymal corpus. 
Regarding sperm quality, motility, viability and concentration were lower than in 
the control group, while the percentage of abnormal sperm was higher in 
chronically stressed males. These results show that chronic stress caused by 
immersion in cold water generates oxidative stress in the epididymis, due to the 
differential increase in reactive oxygen species in the caput, corpus and cauda, 
associated with the reduction in the content of SOD enzymes, CAT and GPx4. 
These data correlate with the increase in serum corticosterone concentration and 
with the decrease in testosterone. These alterations affect sperm quality, which 
can contribute to infertility in the male. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

1.1  DEFINICIÓN DE ESTRÉS  

 

El concepto de estrés surgió de las aportaciones de Claude Bernard, Walter 

Cannon y Hans Selye (Holmes, 1986; Cannon, 1935; Selye, 1936). Claude 

Bernard acuñó el término milieu intérieur (medio interno) y propuso que los 

organismos pueden adaptarse a los cambios de su entorno cuando su medio 

interno se mantiene estable y constante (Fink, 2009; Holmes, 1986). 

Posteriormente, Walter Bradford Cannon retomó el concepto de Bernard respecto 

a la estabilidad del medio interno, definió el término reacción de fuga o lucha 

(Cannon, 1914) y desarrolló el concepto de homeostasis, que se refiere al estado 

de equilibrio del organismo, manteniendo los parámetros fisiológicos; por 

ejemplo, la concentración de glucosa en la sangre o la temperatura corporal 

(Cannon, 1935; Cannon, 1929). Cannon señaló que amenazas como la angustia 

emocional activarían la médula suprarrenal y el sistema nervioso simpático 

(Cannon, 1929). Posteriormente, Hans Selye señaló la importancia de la corteza 

suprarrenal y de los glucocorticoides en la respuesta de estrés (Szabo et al., 

2012) y postuló el término síndrome general de adaptación, que se activa en 

repuesta a los estresores y consiste en tres etapas; la primera denominada fase 

de alarma, durante la cual se presenta la reacción de fuga o lucha, propuesta por 

Cannon. La segunda etapa es la de resistencia, durante la cual el organismo 

activa mecanismos neuroendocrinos para enfrentar al factor de estrés. 

Finalmente, si el estresor persiste, se presenta la tercera fase o de agotamiento, 

durante la cual se desarrollan enfermedades que podrían llevar a la muerte del 

organismo. Selye definió al estrés como la respuesta no específica del organismo 

frente a cualquier demanda y señaló la diferencia entre este concepto y el de 

factor estresante, reconociéndolo como aquella situación que genera estrés en 

cualquier momento (Selye, 1936).  
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En la actualidad, el concepto de estrés se define como la respuesta del 

organismo a situaciones incontrolables e impredecibles, conocidas como 

estresores (Koolhaas et al., 2011), que alteran la homeostasis del organismo 

(Smith y Vale, 2006; Chrousos y Gold, 1992). Así el estresor es el estímulo que 

amenaza la homeostasis y la respuesta de estrés es la reacción del organismo 

que le permite restaurar sus parámetros fisiológicos (Chrousos, 2009). 

 

1.2  SISTEMA DE ESTRÉS   

 

Frente a estímulos adversos (conocidos como estresores), que perturban la 

homeostasis, el organismo responde mediante procesos conductuales y 

fisiológicos tendientes a neutralizar el efecto de los estresores y a restablecer el 

equilibrio homeostático (Selye, 1946). La respuesta de estrés es regulada por el 

sistema de estrés, que está compuesto por estructuras neuroendocrinas del 

sistema nervioso central (SNC) y por componentes periféricos (Chrousos, 2002). 

Los componentes centrales incluyen a las neuronas parvocelulares del núcleo 

paraventricular (PVN) del hipotálamo que producen y liberan la hormona 

liberadora de corticotropina (CRH), así como las neuronas noradrenérgicas del 

locus coeruleus (LC) que producen y liberan noradrenalina (NA) (Charmandari et 

al., 2005) y la hipófisis. Los componentes periféricos incluyen a la corteza de la 

glándula suprarrenal, la cual secreta glucocorticoides, como resultado de la 

activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HHA) e involucra también al 

sistema eferente simpático adrenomedular, el cual activa a la médula suprarrenal 

para que se refuerce la liberación de adrenalina (A) y NA (Charmandari et al., 

2005; Chrousos, 2002).  

Cuando el organismo percibe un estímulo adverso o estresor, se activan las 

neuronas noradrenérgicas del LC que liberan NA hacia la corteza cerebral, el 

sistema límbico, el hipotálamo, el tronco cerebral y la médula espinal (Ulrich-Lai y 

Herman, 2009), lo que contribuye al aumento del estado de alerta y vigilancia del 

organismo (Johnson, et al., 1992).  El LC también estimula a través del sistema 

nervioso simpático, la secreción de NA y A desde la médula adrenal hacia la 
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circulación, lo que induce cambios fisiológicos como el aumento en la frecuencia 

cardiaca, en el flujo sanguíneo y en el metabolismo, todo ello para proporcionar 

oxígeno y glucosa hacia el cerebro, el corazón y los músculos, órganos que son 

importantes en la reacción de fuga o lucha (Goldstein y Kopin, 2008; Johnson, et 

al., 1992). La NA, junto con la A, estimula la secreción de CRH del hipotálamo 

mediante conexiones neuronales recíprocas entre las neuronas noradrenérgicas 

del LC y las neuronas parvocelulares del PVN del hipotálamo (Charmandari et al., 

2005). Las neuronas noradrenérgicas del LC son estimuladas mediante 

receptores CRH tipo 1, mientras que las neuronas parvocelulares del PVN 

responden a la A y la NA a través receptores α1-noradrenérgicos (Tsigos y 

Chrousos, 2002). Por otro lado, en respuesta al estrés crónico se activan las 

neuronas parvocelulares del PVN del hipotálamo, las cuales producen y liberan a 

la CRH hacia el sistema portahipofisiario a través del cual es transportada hacia 

la adenohipófisis. Ahí, la CRH estimula a las células conocidas como 

corticotropos para la síntesis de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) 

(Stephens y Wand, 2012) y su liberación al torrente sanguíneo, a través del cual 

es transportada hasta la corteza de la glándula suprarrenal, donde estimula la 

síntesis y secreción de glucocorticoides (GC), cortisol en humanos y 

corticosterona en roedores (Charmandari et al., 2005; Stephens y Wand, 2012; 

Rhodes, 2017). Los GC y la NA liberadas de la glándula suprarrenal, inhiben el 

almacenamiento de los ácidos grasos y la síntesis de proteínas, estimulan la 

liberación de glucosa del hígado, de aminoácidos del músculo y ácidos grasos 

libres del tejido adiposo (Munck, et al., 1984). Los GC son los efectores finales 

del eje HHA y ejercen retroalimentación negativa en el control de la actividad del 

eje HHA (Charmadari et al., 2005). En el hipotálamo inhiben la secreción de la 

CRH y en la hipófisis la secreción de ACTH (Nicolaides et al., 2015) (Figura 1). 

Así, los glucocorticoides disminuyen a su nivel basal y limitan el tiempo de 

exposición del organismo a estas hormonas, minimizando los efectos catabólicos, 

lipogénicos, anti reproductivos e inmunosupresores de estas hormonas 

(Charmandari et al., 2005). 
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Figura 1. Componentes centrales y periféricos involucrados en el sistema de estrés. Las líneas 
continuas representan efectos estimulantes y las líneas discontinuas representan efectos 
inhibitorios de los glucocorticoides.  (Adaptado de Charmandari et al., 2012). 
 
 

1.3  CLASIFICACIÓN DE LOS ESTRESORES 

 

La respuesta de estrés depende de la naturaleza o calidad del estresor, de su 

intensidad y duración, así como de las condiciones en las que se encuentra el 

organismo (Sutanto y de Kloet, 1994). En función de su calidad, los estresores 

pueden ser físicos, metabólicos, inmunológicos o psicológicos (Tilbrook et al., 

2000). En animales de experimentación como los roedores, se recurre al uso de 

estresores físicos, como son las bajas temperaturas (Baffi y Palkovits, 2000); 

estresores psicológicos como el aislamiento (Bartolomucci et al., 2003); y 

estresores mixtos como el ruido, la inmovilización, el nado forzado (Dayas et al., 

2001) y la inmersión en agua fría (Retana-Márquez et al., 2003b), donde existe la 

combinación de estrés psicológico y físico. De acuerdo con su duración, el estrés 
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puede ser agudo, ya que la exposición al estresor es única y el tiempo de 

exposición es de unos cuantos minutos a unas horas (Pacak et al., 1998); estrés 

crónico, cuando la exposición al estresor es prolongada, por un tiempo mayor a 

seis horas y se extiende hasta varios días, semanas, meses o años (Justel et al., 

2009; Retana-Márquez et al., 1996). El estrés agudo genera un aumento en la 

concentración de la ACTH en el plasma sanguíneo a los 5 minutos de exposición 

al estresor, en tanto que, para la corticosterona, el incremento en la 

concentración se presenta entre los 30 y los 45 minutos (Jones y Gilham, 1988).   

 

1.4  SISTEMA REPRODUCTOR MASCULINO 

 

El sistema reproductor masculino consta de dos testículos, dos epidídimos, dos 

conductos deferentes, dos vesículas seminales y la próstata (Gurung et al., 2022). 

Los testículos tienen como función la producción de espermatozoides dentro de 

los túbulos seminíferos y la síntesis de andrógenos, particularmente testosterona 

(T) en las células de Leydig, que se localizan por fuera de los túbulos seminíferos. 

Estas funciones requieren del control hormonal de las gonadotropinas: la hormona 

estimulante de los folículos (FSH) y la hormona luteinizante (LH) 

(Durairajanayagam et al., 2015). La LH estimula la síntesis de T en las células de 

Leydig (Payne y Hales, 2004) y la FSH estimula junto con la T, el proceso de 

espermatogénesis (Jin y Yang, 2014).  

 

1.4.1 Eje Hipotálamo-Hipófisis-Testículo  

 

La síntesis de T y la espermatogénesis dependen del control neuroendocrino del 

eje hipotálamo-hipófisis-testículo (HHT). Las neuronas kisspeptinérgicas, 

localizadas en el núcleo arcuato (NAc) del hipotálamo, hacen sinapsis con las 

neuronas GnRH, ubicadas en el área preóptica media (POA) del hipotálamo 

(Griffin y Wilson, 2003; Pinilla et al., 2012), donde estimulan la síntesis de la 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), a través de sus receptores a 

Kisspeptina (KISSR) (McCartney y Marshall, 2013). Estas neuronas envían 

proyecciones axonales a la eminencia media, donde liberan a la GNRH hacia el 
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sistema porta hipofisiario, el cual transporta a la GnRH hasta los gonadotropos de 

la adenohipófisis (Ehlers y Halyorson, 2013) para estimular la síntesis y liberación 

de las gonadotropinas, la LH y la FSH (Manjithaya y Dighe, 2006). En la 

adenohipófisis, la GnRH se une a receptores específicos acoplados a proteína G, 

ubicados en la membrana de los gonadotropos. La unión del ligando-receptor 

activa a la proteína Gαq, cuya subunidad α activa a la fosfolipasa C (PLC). En la 

membrana plasmática la PLC rompe al fosfatidilinositol difosfato, generando dos 

segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3). El IP3 

estimula la liberación de calcio (Ca2+) desde el retículo endoplásmico liso, esto 

aumenta la concentración intracelular de Ca2+ y activa a la proteína cinasa C 

(PKC). La PKC activa a las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPKs). 

Por otro lado, el aumento de Ca2+ intracelular estimula la liberación de 

gonadotropinas, en tanto que otras proteínas cinasas como las cinasas reguladas 

por señales extracelulares (ERK 1/2) y la proteína cinasa II dependiente de Ca2+ y 

calmodulina (CaMKII) estimulan la transcripción de genes que codifican la 

subunidad β de las gonadotropinas (Durán-Pastén y Fiordelisio, 2009; Ferris y 

Shupnik, 2006). La LH y la FSH son liberadas al torrente sanguíneo y 

transportadas a los testículos. En los testículos, la LH se une a receptores 

acoplados a proteína G ubicados en la membrana de las células de Leydig para 

estimular la síntesis de T (Payne y Hales 2004), mientras que la FSH se une a 

receptores acoplados a proteína G que se localizan en la membrana de las células 

de Sertoli (Wahlström et al., 1983) y estimula la síntesis de la proteína de unión a 

andrógenos (ABP), activina A y B, inhibina B y factores de crecimiento necesarios 

para el desarrollo de las células germinales (O´Donnell et al., 2006). Las activinas 

estimulan la secreción de la GnRH en el hipotálamo y en la adenohipófisis la 

secreción de LH y FSH. La inhibina B inhibe la secreción de la FSH a nivel de la 

adenohipófisis (McCartney y Marshall, 2013; Mason et al., 1985). La T inhibe la 

secreción de Kisspeptina en el NAc, inhibiendo indirectamente a las neuronas 

GnRH en el hipotálamo; en la hipófisis, inhibe la síntesis de la LH (Sheckter et al., 

1989), (Figura 2). 
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Figura 2. Control neuroendocrino del eje hipotálamo-hipófisis-testículo (HHT). Las hormonas 
producidas por el hipotálamo y la hipófisis ejercen efectos positivos en la función de los testículos.  
La T y las inhibinas, ejercen efectos de retroalimentación negativos en la secreción de la GnRH, 
la FSH y la LH. (Adaptado de Shah et al., 2021). 
 
 

1.4.2 Esteroidogénesis  

 

La esteroidogénesis es el proceso biológico mediante el cual se sintetizan 

hormonas esteroideas a partir del colesterol (Baquedano et al., 2018). Las 

hormonas esteroides se sintetizan principalmente en la glándula suprarrenal, que 

produce el mineralocorticoide aldosterona, así como GC (cortisol en humanos y 

corticosterona en roedores) y en las gónadas que producen hormonas sexuales 

esteroides; estrógenos como el estradiol, progestágenos como la progesterona 

(en hembras) y andrógenos (en machos) (Chakraborty et al., 2021) 

principalmente T, que es producida por las células de Leydig (Schiffer et al., 

2018). 
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La síntesis de T está bajo el control de la liberación pulsátil de la LH, la cual es 

controlada a su vez por la liberación pulsátil de la GnRH del hipotálamo (Stocco y 

McPhaul, 2006). La LH se une a su receptor, acoplado a proteínas Gs, en la 

membrana plasmática de las células de Leydig (Ascoli et al., 2002). El complejo 

LH-Receptor (LH-R) activa a la proteína G, cuya subunidad alfa estimula a la 

enzima adenilato ciclasa (AC) para que sintetice 3’,5’–monofosfato cíclico 

intracelular (AMPc) a partir de ATP. El AMPc se une a la subunidad inhibidora 

para liberar a la subunidad activadora de la enzima proteína cinasa A (PKA) 

(Dufau y Catt, 1978). La PKA activa a la proteína reguladora de la 

esteroidogénesis aguda (StAR), la cual se encuentra en la cara externa de la 

membrana mitocondrial, se une al colesterol y lo transporta hasta la membrana 

mitocondrial interna (Selvaraj et al., 2018). La enzima citocromo P450scc (enzima 

que escinde la cadena lateral del colesterol) localizada en la membrana 

mitocondrial interna convierte el colesterol en pregnenolona. La pregnenolona 

sale de la mitocondria y es movilizada hacia el retículo endoplásmico liso, donde 

es convertida a progesterona por la enzima 3 β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(3β-HSD). A su vez la pregnenolona es convertida a 17α-hidroxiprogesterona y 

posteriormente a dehidroepiandrosterona (DHEA) por la enzima 17α-

hidroxilasa/17,20 liasa. A continuación, la 3β-HSD convierte la DHEA en 

androstenediona. Finalmente, la androstenediona es convertida a T por la enzima 

17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD) (Milosevic et al., 2021). Esta vía, 

conocida como delta 4 (Δ4) se encuentra en la mayoría de los roedores 

(Slaunwhite y Samuels, 1956). 

 

1.4.3 Espermatogénesis 

 

La espermatogénesis es el proceso biológico que produce células germinales 

masculinas diferenciadas haploides (espermatozoides) a partir de células madre 

(espermatogonias diploides) y se lleva a cabo en el epitelio seminífero que reviste 

a los túbulos seminíferos del testículo (Hermo y Robaire, 2002). La 

espermatogénesis se divide en etapas y ocurre de manera cíclica. En la rata, la 
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espermatogénesis se divide en XIV etapas o asociaciones celulares que 

constituyen el ciclo del epitelio seminífero (de Kretser y Kerr, 1994), tiene una 

duración de 48 a 52 días e involucra cuatro ciclos y medio del ciclo del epitelio 

seminífero (Clermont, 1972) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ciclo del epitelio seminífero de la rata. Etapas del ciclo epitelial seminífero (números 
romano del l al XIV). En las filas horizontales se observan las células germinales que se 
encuentran en cada etapa. Tipos de espermatogonias: A, (1-4); In, intermedia; B, tipo B; m, mitosis 
de las espermatogonias. Espermatocitos primarios: Pl, preleptoteno; L, leptoteno; Z, zigoteno; P, 
paquiteno; Di, diacinesis; meiosis, espermatocito secundario. 1-19, etapas de la espermiogénesis. 
(Modificado de Xiao, et al., 2014). 

 

El proceso de espermatogénesis se divide en cuatro etapas: la 

espermatocitogénesis, meiosis, espermiogénesis y espermiación. En la 

espermatocitogénesis se lleva a cabo la proliferación de las espermatogonias 

indiferenciadas que se dividen por mitosis para producir más espermatogonias. 

Algunas de estas maduran y se diferencian en espermatogonias tipo A 

diferenciadas (Al, A2, A3, A4). Estas se dividen nuevamente por mitosis hasta 

convertirse en espermatogonias intermedias (In) y posteriormente en 
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espermatogonias tipo B. Antes de la primera división meiótica, ocurre la síntesis o 

duplicación del ácido desoxirribonucleico (ADN) (Parvinen, et al., 1991). 

Posteriormente inicia la profase I en los espermatocitos primarios en preleptoteno; 

la primera profase meiótica se divide en leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno 

(Hess y de Franca, 2008). El apareamiento y entrecruzamiento genético de 

cromosomas homólogos ocurre durante el cigoteno de la primera profase, donde 

se forman el complejo sinaptonémico (formado por un par de cromosomas 

homólogos) y los nódulos de recombinación (donde se produce el intercambio de 

material genético). En la metafase I, los cromosomas homólogos se colocan en el 

plano ecuatorial de las células. Durante el anafase I, los cromosomas homólogos 

se separan. En la telofase I, se reduce el número de cromosomas y se forman dos 

células hijas, los espermatocitos secundarios, que inician de inmediato a segunda 

división meiótica, profase II, metafase II, anafase II y telofase II, en la que se forma 

una membrana nuclear alrededor de cada par de cromosomas hijos para formar 

cuatro núcleos haploides. El citoplasma se divide y se originan cuatro 

espermátidas redondas haploides (de Kretser y Kerr, 1994; Hess y de Franca, 

2008), las cuales se transformarán en espermatozoides durante la 

espermiogénesis (de Kretser y Kerr, 1994). En la espermiogénesis, las 

espermátidas experimentan cambios morfológicos y funcionales para diferenciarse 

en espermatozoides. La diferenciación de espermátidas a espermatozoides 

involucra la formación de gránulos pro-acrosómicos, que derivan del aparato de 

Golgi, los cuales se fusionan y forman el acrosoma, la reducción en el tamaño del 

núcleo, la condensación de la cromatina (de Kretser y Kerr 1994), la formación de 

la pieza media con las mitocondrias y la formación del flagelo a partir de los 

centríolos (Figura 4). 
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Figura 4. Células germinales en la espermatogénesis de la rata. (Adaptado de; Xiao, et al., 2014). 

 

Los espermatozoides formados son liberados hacia el lumen del epitelio 

seminífero y transportados desde los túbulos seminíferos hasta la red testicular y 

enseguida son transportados a través de los conductos eferentes, que 

desembocan en el epidídimo, donde continúan con su proceso de maduración 

(Robaire et al., 2006). 

 

1.4.4 Maduración espermática 

 

Los espermatozoides adquieren la habilidad de moverse hacia adelante conforme 

avanzan a lo largo del epidídimo (Robaire et al., 2006; Hermo y Robaire, 2002). El 

epidídimo o conducto epididimario es un órgano tubular con una longitud que varía 

de acuerdo con la especie. En la rata la longitud es de 3 m, de 5 a 7 m en el 
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humano y hasta 80 m en el caballo (Robaire y Hinton, 2015; Arrotia et al., 2012; 

Sostaric et al., 2008). El conducto epididimario se divide en cuatro regiones 

anatómicas: el segmento inicial, la cabeza (caput o región cefálica), el cuerpo 

(corpus o región media), y la cola (cauda o región caudal) (Robaire y Hinton, 

2015), (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Anatomía del epidídimo de rata (Modificado de Garcia et al., 2012). 

Las regiones anatómicas se dividen en segmentos intrarregionales compuestos de 

tabiques de tejido conectivo (STC), estas estructuras brindan un microambiente 

adecuado para la maduración de los espermatozoides (Robaire et al., 2006; 

Turner et al. 2003). El segmento inicial está constituido de células epiteliales 

alargadas con estereocilios, el caput está revestido por un epitelio cilíndrico 

pseudoestratificado con microvellosidades, mientras que el corpus y la cauda 

están constituidos por epitelio de tipo columnar simple y microvellosidades (Abe et 

al., 1984). El epitelio epididimario está compuesto por diversos tipos celulares: las 

células principales se encuentran a lo largo del conducto epididimario, 

comprenden hasta el 80% de todo el epitelio epididimario, absorben fluidos que 

provienen del testículo y secretan diversas proteínas al medio intraluminal. Estas 
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proteínas son comunes a diferentes especies e incluyen a la lactoferrina, la actina, 

la β-galactosidasa, la lipocalina 5, la enzima glutatión peroxidasa 5, la 

prostaglandina D2 sintasa, el glutatión S-transferasa, la transferrina y la clusterina 

(Dacheux et al., 2006; Dacheux y Dacheux, 2013). Las células basales se 

encuentran en el caput, corpus y cauda, están en contacto con la membrana basal 

y las células principales, su función es la de regular la acidificación del lumen a 

través de la producción de óxido nitroso. Las células claras se encuentran en el 

caput, corpus y en mayor proporción en la cauda, su función es endocítica y se 

relacionan con la captación y eliminación de la gota citoplasmática desprendida de 

los espermatozoides en maduración (Robaire y Hilton, 2015). Las células 

estrechas y apicales predominan en el segmento inicial y a lo largo del epidídimo, 

ambos tipos celulares participan en la acidificación del fluido luminal (Robaire y 

Hilton, 2015; Cornwall, 2009), (Figura 6). El pH ácido (6.5) mantiene a los 

espermatozoides quiescentes y previene la iniciación prematura de la reacción 

acrosomal (Shum et al., 2009; Levine y Kelly, 1978). En cuanto a las células halo, 

éstas se encuentran en todo el epitelio epididimario, son las células inmunológicas 

del epidídimo, eliminan espermatozoides anormales o almacenados por periodos 

prolongados en la cauda del epidídimo (Robaire y Hinton, 2015; Cornwall, 2009; 

Setchell et al., 1994). Durante su paso por el epidídimo los espermatozoides están 

en contacto directo con el fluido luminal epididimario, que es un medio enriquecido 

modificado, producto de las actividades de secreción y absorción de los distintos 

tipos celulares del epitelio epididimario, por lo que forma un ambiente luminal 

único para que se lleve a cabo el proceso de maduración de los espermatozoides 

(Cornwall, 2009). El ambiente luminal epididimario y los espermatozoides en 

proceso de maduración se encuentran protegidos por la barrera hemato-

epididimaria, formada por una red de uniones estrechas apicales entre las células 

epiteliales adyacentes del epidídimo. La barrera hemato-epididimaria aísla el 

ambiente luminal de la sangre y previene el contacto directo de las células 

inmunológicas con los espermatozoides, evitando la destrucción autoinmune 

(Toshimori 2003; Klinefelter 2002; Setchell et al., 1994; Cornwall, 2009).   
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Figura 6. Distribución esquemática de los principales tipos de células en el epidídimo de rata. Se 
observa de izquierda a derecha: las células principales, las células basales, las células estrechas, 
células claras y finalmente las células halo. (Adaptado de Zhou et al., 2018). 

 

El proceso de maduración de los espermatozoides implica cambios estructurales y 

funcionales durante su paso por el epidídimo. Estos cambios incluyen: 

modificaciones en la membrana plasmática en cuanto a su composición lipídica 

(Aveldano et al.,1992), en la distribución y glicosilación de las proteínas (Cooper, 

2011); en el núcleo se lleva a cabo la compactación de la cromatina mediante la 

formación activa de puentes disulfuro (-SS-) en las protaminas unidas al ADN 

(Seligman et al.,1994); la migración de la gota citoplásmica del cuello a la pieza 

media del flagelo; el incremento en la concentración de AMPc; la fosforilación de 

proteínas y la oxidación de grupos sulfhidrilo (Kaneko et al., 2002; Ijiri et al., 2011). 

 

1.4.5 Control endócrino del epidídimo por andrógenos  

 

Los andrógenos mantienen la estructura y el adecuado funcionamiento de las 

células en el epidídimo (Ribeiro et al., 2015), particularmente de T que es 

sintetizada y secretada por las células de Leydig (Miller y Auchus 2011). Las 

células principales del segmento inicial, el caput, el corpus y la cauda del 
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epidídimo responden a la T, que proviene del torrente sanguíneo o del fluido 

testicular unida a la ABP (Robaire et al., 2006; French y Ritzén, 1973). En las 

células principales del epidídimo la T se reduce a 5α-dihidrotestosterona (DHT) en 

el citoplasma, por medio de la enzima 5α-reductasa (Turner et al.,1984). La DHT 

se une al receptor para andrógenos (RA) (Robaire y Hamzeh, 2011), miembro de 

la superfamilia de receptores de nucleares (Li y Al-Azzawi, 2009) que, en el 

epidídimo, se localiza en las células principales, basales y claras, particularmente 

en el caput y corpus (Yamashita, 2004). Tras la unión receptor-ligando el RA se 

dimeriza, fosforila y transloca al núcleo (Mangelsdorf y Evans, 1995). Luego el 

dímero se une al elemento de respuesta a andrógenos (ERA) y actúa como factor 

de transcripción para modular la expresión de genes (Avila et al., 1998), 

estimulando la síntesis de proteínas específicas (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 7.  Regulación endócrina del epidídimo por la T. Las células principales responden a la T del 
torrente sanguíneo o del fluido testicular unida a la ABP. En las células principales del epidídimo la 
T es reducida a DHT por la 5α-reductasa en el citoplasma. La DHT se une al RA. Tras la unión de 
la DHT, el RA pasa por una serie de cambios conformacionales que incluyen dimerización, 
fosforilación y translocación al núcleo. El dímero se une al ERA y actúa como factor de 
transcripción para modular la expresión génica (Adaptado de Hernández-Rodríguez et al., 2016 y 
de Robaire y Hamzeh, 2011).  
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1.5  EFECTO DEL ESTRÉS EN LA FUNCIÓN REPRODUCTIVA MASCULINA 

 

La exposición crónica a los estresores incrementa la actividad del eje HHA y al 

mismo tiempo inhibe la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-testículo (HHT) 

(Selye, 1946). Esto se debe a la acción de las hormonas del eje HHA secretadas 

durante el estrés: la CRH, la ACTH, las β-endorfinas y los glucocorticoides que 

inhiben la actividad del eje HHT en todos sus niveles (Charmandari et al., 2005). 

En el hipotálamo, la secreción de la GnRH en las neuronas del Área Preóptica 

Media (MPOA) es inhibida directamente por la CRH (Rivier y Rivier, 1986) 

mediante conexiones entre las neuronas secretoras de CRH y las neuronas 

secretoras de GnRH (MacLusky et al., 1988) o indirectamente a través de los 

péptidos opioides endógenos, las β-endorfinas, que derivan de la pro-

opiomelanocortina (POMC) (Bidzinska et al., 1993).   

En la hipófisis, los GC inhiben directamente la secreción de la LH al disminuir la 

capacidad de respuesta de los gonadotropos a la GnRH (Hagino et al., 1969). 

Además, en las células de Leydig, los GC disminuyen su respuesta a la LH 

mediante la reducción de sus receptores a LH (LH-R) (Rabin et al., 1990). Los 

GC también pueden alterar la secreción de T al inhibir la transcripción de genes 

que codifican para enzimas que participan en la esteroidogénesis (Hardy et al., 

2005; Payne y Sha, 1991) como la 3β-HSD y la 17 beta-hidroxiesteroide 17β-

HSD (Hales y Payne, 1989), reduciendo los niveles de estas enzimas. 

La inhibición en la síntesis de T en las células de Leydig, mediada por los GC 

durante el estrés, puede producirse cuando la actividad de la enzima 11β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (11βHSD1) es baja, ya que esta enzima 

metaboliza e inactiva a los GC, regulando así los niveles intracelulares de GC (Hu, 

2008; Hardy et al., 2005). 

Los GC pueden inducir además la apoptosis en las células de Leydig (Hardy, et 

al., 2005; Chen et al., 2012) mediante un mecanismo regulado por el receptor 

para GC (GR) presente en el citoplasma de las células de Leydig (Sasagawa et 

al., 2001). La apoptosis en estas células se relaciona con la activación del 

sistema Fas y de la caspasa 3 activa, causando la pérdida del potencial de 



17 
 

membrana mitocondrial y favoreciendo el aumento de especies reactivas del 

oxígeno (ERO) (Gao et al., 2003). 

Existe además un péptido hipotalámico conocido como hormona inhibidora de 

gonadotropinas (GnIH) o RFRP3 en mamíferos, el cual también está involucrado 

en la inhibición del eje HHT durante el estrés. El RFRP3 se expresa en las 

neuronas del núcleo dorsomedial hipotalámico (DMH) de la rata. Las fibras 

neuronales se extienden al área preóptica (APO), donde hacen contacto con las 

neuronas GnRH (Smith y Clarke, 2010) que presentan receptores para RFRP3. 

El RFRP3 inhibe la síntesis y liberación de las subunidades α y β de las 

gonadotropinas en varias especies de mamíferos, como la rata (Johnson et al., 

2007), la oveja (Clarke et al., 2009) y el humano (Tsutsui, 2010). Por otro lado, 

los GC liberados durante el estrés aumentan la expresión de la RFRP3 en el 

DMH de ratas adultas (Kirby, 2009). Los GC actúan sobre los GR en las 

neuronas RFRP3 del hipotálamo aumentando la transcripción del gen para 

RFRP3 y su expresión en el DMH. El RFRP3, liberado de las terminales axónicas 

de este núcleo hipotalámico, inhibe a su vez la liberación de la GnRH, mediante 

un mecanismo postsináptico directo, hiperpolarizando a las neuronas GnRH (Wu 

et al., 2009) y disminuyendo la sensibilidad de la hipófisis a la GnRH (Kirby et al., 

2009; Murakami et al., 2008), (Figura 8).  
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Figura 8. Relación entre el eje HHA y el eje HHT. Las líneas continuas representan efectos 
estimulantes y las líneas discontinuas representan efectos inhibitorios de los glucocorticoides. 
(Adaptado de Johnson et al., 1992). 
 
 

1.6  RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

 

Un radical libre es una molécula que tiene uno o más electrones (e-) no apareados 

en sus orbitales más externos (Kohen y Nyska 2002; Halliwell y Gutterridge, 1999), 

que los hace muy inestables y roban electrones de otras moléculas, como: lípidos, 

proteínas y ácidos nucleicos a través de reacciones oxidantes que causan daño 

tisular (Kohen y Nyska, 2002). El oxígeno tiende a la formación de radicales ya 

que, en su forma molecular (O2), transporta dos e- no apareados y, al aceptar un 

electrón, el O2 se reduce para formar el anión superóxido (O2
●-) (De Lamirande y 

O'Flaherty, 2008; Aitken et al., 2013). Los radicales libres que se generan del 

oxígeno, se conocen como especies reactivas de oxígeno (ERO) e incluyen al 

anión superóxido (O2
●-), al radical hidroxilo (•OH), al radical perhidroxilo (HO2) y el 

oxígeno singulete (1O2) (Halliwell, 2006; Pryor et al., 2006). Existen especies no 
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radicales como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el ozono (O3) (Kohen y Nyska, 

2002). Aunque el H2O2 no es un radical libre, se considera un oxidante importante, 

debido a que puede generar radicales (•OH), altamente reactivos, a través de su 

interacción con los iones hierro y cobre, mediante la reacción de Fenton (Agarwal 

et al., 2006; Pryor et al., 2006).  

El estrés oxidante es la pérdida del balance entre el sistema oxidante y el sistema 

antoxidante y ocurre cuando la producción de ERO excede la capacidad 

antioxidante, lo que causa aumento en la generación de daño oxidante (Turner y 

Lysiak, 2008; Wang et al., 2003). 

 

1.7  PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO POR LOS 

ESPERMATOZOIDES EN EL EPIDÍDIMO 

 

Se han identificado dos mecanismos involucrados en la producción de ERO en los 

espermatozoides del epidídimo: 1) En la mitocondria (fuente principal en la 

producción de ERO), la producción es  modulada por la actividad de una 

oxidorreductasa (diaforasa), dependiente de nicotinamida adenina dinucleótido 

reducido (NADH) (Henkel, 2011), 2) la activación del sistema nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) también conocido como NOX 

acoplado en la membrana plasmática (Agarwal et al., 2014; Henkel, 2011; Vernet 

et al., 2001).  

La mitocondria genera la mayor parte de la energía de la célula, a través de la 

fosforilación oxidativa, proceso en el que los e- pasan a través de una serie de 

moléculas transportadoras de e- dispuestas en complejos enzimáticos 

multiproteicos denominados cadena de transporte de e- o cadena respiratoria 

mitocondrial. Los e- provienen de la nicotinamida adenina dinucleótido reducido 

(NADH) y de la flavina adenina dinucleótido reducido (FADH2), producidos en el 

ciclo de Krebs, después de la oxidación de nutrientes como la glucosa. El O2 que 

se inspira en los pulmones es el aceptor final de e-. Sin embargo, el O2 difunde 

libremente a través de las membranas, por lo que en su forma 1O2 puede 

encontrase alrededor de la cadena respiratoria mitocondrial, reducirse y formar 

O2
●- en el complejo I (NADH-deshidrogenasa) y III (citocromo bc1). Parte del O2

●- 
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producido en el espacio intermembranal es transportado al citoplasma mediante 

canales de aniones dependientes de voltaje. La enzima superóxido dismutasa 

(SOD) transforma al O2
●-, generado en la matriz mitocondrial, en H2O2 (Aitken et 

al., 2012; Königsberg, 2008), (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9.  La mitocondria es la fuente principal de la producción de ERO por los espermatozoides 
es la mitocondria. (Adaptado de Castellini et al., 2021).  
 
 

La NOX, está compuesta por la glicoproteína gp91phox unida a la proteína no 

glicosilada p22phox formando un complejo conocido como flavocitocromo b558 

que está anclado a la membrana plasmática. El complejo posee dos grupos hemo 

y un grupo FAD. En el citoplasma, la NOX está compuesta por las subunidades 

citosólicas p40phox, p47phox y p67phox junto con la proteína GTPasa Rac 

(Königsberg, 2008). La activación de la enzima NOX puede ser inducida por DAG, 

hormonas como la angiotensina II, un miembro del grupo ERK1/2 p38MAPK o de 

la familia Akt (Covoy y Moran, 2012; Königsberg, 2008). A continuación, la 

subunidad p47phox se fosforila, lo cual genera un cambio conformacional que 
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induce la unión de las subunidades citosólicas junto con RAC y su translocación a 

la membrana plasmática, donde se ensamblan al complejo flavocitocromo b558 

(Königsberg, 2008; Bedardy y Krause, 2007). En el citoplasma se produce el 

intercambio de GDP por GTP. La enzima NOX se activa al ensamblarse las 

proteínas citosólicas, las proteínas de la membrana y Rac (Covoy y Moran, 2012; 

Königsberg, 2008). Los e- se transfieren del NADPH hacia el FAD y, 

posteriormente, a los grupos hemo (Königsberg, 2008; García-Triana et al., 2001). 

Cuando el O2 recibe un e-
 se reduce para formar O2

●- (Covoy y Moran, 2012; 

Königsberg, 2008; Bedardy y Krause, 2007). El anión O2
●- dismuta en H2O2 por la 

enzima superóxido dismutasa (SOD) que por interacción con iones metálicos Fe2+ 

o Cu+, genera radicales •OH (Königsberg, 2008; Agarwal et al., 2006; Pryor et al., 

2006) (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Ensamblaje y activación de la enzima NOX. (Adaptado de Juárez-Rojas et al., 2022) 
 
 

1.8  PAPEL FISIOLÓGICO DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO EN LA 

MADURACIÓN ESPERMÁTICA 

 

Las ERO producidas por los espermatozoides durante su trayecto por el 

epidídimo, en niveles bajos y controlados, participan en el proceso de maduración 

espermática. Durante la diferenciación de espermátidas a espermatozoides se 

lleva a cabo la compactación inicial de la cromatina (de Kretser y Kerr 1994). En la 

espermiogénesis las histonas son reemplazadas por protaminas (proteínas ricas 

en residuos de cisteína) (Kerr et al., 2006) con la formación de puentes disulfuro  
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(-SS) mediante la oxidación de los grupos tiol (-SH) en los residuos de cisteína 

(Kaneko et al., 2002; Kerr et al., 2006). La compactación final de la cromatina se 

lleva a cabo en el epidídimo (Aitken y de Juliis, 2010; Dutta et al., 2019). La 

formación de -SS- inicia en el caput y termina en la cauda (Thompson et al., 2013). 

Los -SH de la cisteína son oxidados por el H2O2 y se convierten en grupos 

sulfenilo (-SOH). Los -SOH son oxidados nuevamente por el H2O2 y forman -SS- 

con un residuo tiol de otra cisteína unida al ADN (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Compactación de la cromatina (Adaptado de Juárez-Rojas et al., 2022). 

 

El O2
●- y el H2O2 intervienen en la activación de la movilidad progresiva de los 

espermatozoides en el epidídimo (Du Plessis., 2015; Chen et al., 2013). Los iones 

de calcio (Ca2+) y bicarbonato (HCO3‾) componentes del fluido luminal epididimario 

regulan la concentración intracelular de AMPc que genera la adenil ciclasa soluble 

(ACs), presente en la membrana plasmática de los espermatozoides (Hess et al., 

2005; Ijiri et al., 2013). La ACs cataliza la conversión de ATP en AMPc (Pereira et 

al., 2017). Por otro lado, los iones bicarbonato (HCO3‾) y el O2
●- activan a la ACs e 

incrementan la producción de AMPc, el cuál activa a la PKA (Dutta et al., 2019; Ijiri 

et al., 2013). La PKA fosforila residuos de tirosina en las proteínas de anclaje a la 
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cinasa A (AKAPS) y a la proteína dineína cuya actividad de ATPasa promueve el 

batido flagelar mediante el deslizamiento alternado de microtúbulos en toda la 

longitud del flagelo (Dacheux y Dacheux, 2013). Adicionalmente, la PKA activa la a 

la proteína tirosina cinasa (PTK), la activación depende del H2O2 generado por la 

NOX en la membrana plasmática de los espermatozoides (Ghani et al. 2013). La 

fosfotirosina fosfatasa (PTP) desfosforila a la PTK e inhibe la fosforilación de la 

dineína y de los residuos de tirosina en las AKAPS (Dutta et al., 2019), (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 12. Activación de la movilidad progresiva en los espermatozoides en el epidídimo (Adaptado 
de Juárez-Rojas et al., 2022).  
 
 

1.9  EFECTO DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO EN EL SISTEMA 

REPRODUCTOR MASCULINO 

 

1.9.1 Peroxidación lipídica 

 

Durante su trayecto por el epidídimo, los espermatozoides son susceptibles al 

daño oxidante, debido al alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) 

en su membrana plasmática, principalmente el ácido docosapentaenoico (DPA), 

en roedores, y el ácido docosahexaenoico (DHA) en los humanos (Collodel et al., 
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2020) y son vulnerables a las ERO (Vernet et al., 2004). El incremento en la 

producción de O2
●-, H2O2 y •OH puede dañar las estructuras celulares mediante la 

peroxidación lipídica (Pryor et al., 2006). Las ERO sustraen un átomo de 

hidrógeno de un ácido graso insaturado y generan un radical lipídico (R•) que, al 

reaccionar con el O2, forma un radical peroxilo (ROO•). Los ROO• promueven la 

propagación de las reacciones en cadena de la peroxidación lipídica al sustraer 

átomos de hidrógeno de otros ácidos grasos insaturados cercanos y generando R• 

lipídicos nuevos e hidroperóxidos lipídicos (ROOH); éstos se descomponen en 

radicales alcoxilo (RO•) y ROO•, que contribuyen a la propagación del daño 

oxidante (Yin y Xu, 2011; Mates, 2000). La peroxidación lipídica genera aldehídos 

como el malondialdehído, el 4-hidroxinonenal (4HNE) y la acroleína (Jones et al., 

1978; Moazamian et al., 2015). El 4HNE puede formar aductos (unión de dos 

moléculas mediante enlaces covalentes) con la proteína dineína del axonema y 

afectar la movilidad de los espermatozoides (Baker et al., 2015; Moazamian et al., 

2015). Además, el 4HNE tiene la capacidad de unirse covalentemente a los 

centros nucleofílicos de proteínas como la enzima succinato deshidrogenasa, en la 

cadena respiratoria mitocondrial (Aitken et al.,2012, 2013), lo que causa la 

interrupción en el transporte y la fuga de e-. La generación de aldehídos lipídicos y 

de ERO mitocondriales también contribuye a la propagación del daño oxidante (de 

Lamirande y Lamothe, 2009; Aitken et al., 2013), (Figura 13).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Peroxidación lipídica. (Adaptado de Aitken et al., 2016). 
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1.9.2 Daño en el ADN 

 

El •OH tiene la capacidad de disociar átomos de hidrógeno de la molécula del ADN 

o puede unirse a las bases nitrogenadas formando aductos. La guanina es la base 

nitrogenada más susceptible de ser oxidada por el •OH, 1O2 y el peroxinitrito 

(ONOO–). La adición •OH al C8 del segmento de guanina forma el 8-oxo-7,8-

dihidro-2'-desoxiguanosina (8OHdG), producto principal de la oxidación de la 

adenosina mediada por el •OH (Königsberg, 2008). En el núcleo y en las 

mitocondrias, los espermatozoides presentan la enzima 8-oxoguanina glicosilasa 1 

(OGG1), que puede escindir y liberar al 8OHdG en el espacio extracelular; no 

obstante, los espermatozoides carecen de componentes posteriores para la 

reparación por escisión de bases (BER) como la endonucleasa apurínica 1 

(APE1). Lo que genera sitios abásicos (AP) en aquellos lugares que han sido 

afectados por la formación del 8 OHdG (Smith et al., 2013). Los sitios abásicos 

desestabilizan el esqueleto de ribosa-fosfato, esto favorece una reacción de 

eliminación o de apertura del anillo de la unidad de ribosa y la consiguiente ruptura 

de la cadena. La oxidación de las bases del ADN es potencialmente mutagénica 

(la formación de 8 OHdG resulta en mutaciones de transversión G∶C→T∶A 

después de la replicación del ADN), si la lesión no se repara (Wood et al., 1992), y 

contribuye indirectamente a su fragmentación (Aitken, et al., 2016; Ohno et al., 

2014; Wood et al., 1992). 

 

1.10 SISTEMA ANTIOXIDANTE EN EL EPIDÍDIMO 

 

El epidídimo dispone de un sistema de defensa antioxidante compuesto por las 

enzimas superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa 

(GPx) y las peroxirredoxinas, además de la glutatión-S-transferasa, la tiorredoxina 

y tiorredoxina reductasa la indolamina-2,3-dioxigenasa (Vernet et al., 2004) así 

como antioxidantes no enzimáticos como la vitamina C, la hipotaurina, la taurina, 

la L-carnitina, el alfa-tocoferol, el ácido ascórbico, el ácido úrico, el piruvato y la 

albúmina (Alvarez y Storey, 1983; Halliwell y Gutteridge, 1989) que protegen a los 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/andr.12630#andr12630-bib-0064
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espermatozoides del daño oxidante a medida que recorren el conducto 

epididimario (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 14. Sistema enzimático antioxidante en el epidídimo. El O2

●- es modulado por la SOD que lo 
convierte en H2O2 y en O2

-
 . La CAT, las PRDX y la GPx reducen al H2O2 mediante reacciones que 

producen H2O y O2. Las PRDX también regulan al ONOO- (Adaptado de O’Flaherty, 2019).  
 

 

1.10.1 Superóxido dismutasa (SOD)  

 

La enzima SOD dismuta al O2
●- y produce O2 y H2O2 (O’Flaherty, 2014; Vernet et 

al., 2004). En el conducto epididimario, el ARNm de la isoforma SOD 1 (Cu/Zn) se 

expresa en niveles muy altos sin variaciones en las cuatro regiones anatómicas 

del epidídimo (Jervis y Robaire, 2001). En la cauda epididimaria la presencia de la 

SOD se relaciona con la protección de los espermatozoides ante el estrés 

oxidante durante su almacenamiento en esta región (Perry et al., 1993), ya que los 

espermatozoides poseen un alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados en su 

membrana plasmática mientras que el contenido de sus enzimas antioxidantes es 

bajo debido a la pérdida del citoplasma (Tramer et al., 1998), (Figura 14).  

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/andr.12630#andr12630-bib-0064
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1.10.2 Catalasa (CAT)  

 

La catalasa es una enzima oxidorreductasa que reduce el H2O2 en oxígeno y agua 

(Pryor et al., 2006) en los peroxisomas (O’Flaherty, 2014). En el epitelio del 

epidídimo la expresión del ARNm de la enzima CAT es muy baja (Zini y Schlegel, 

1996; Bauché et al., 1994) por lo que la CAT no parece ser un participante 

importante en el control del estrés oxidante en el epidídimo (Vernet et al., 2004), 

(Figura 14). 

 

1.10.3 Glutatión peroxidasa (GPx) 

 

La familia de la enzima glutatión peroxidasa (GPx) se compone de 8 isoformas 

diferentes (GPx1 a GPx8) (Chabory et al., 2009; Sies et al., 1997), que reducen el 

H2O2 utilizando como agente reductor el glutatión reducido (GSH) y generando 

glutatión oxidado (GSSG) (O’Flaherty, 2014).  

El epitelio epididimario expresa las isoformas citosólicas GPx1 y GPx3 (Zini y 

Schlegel 1997; Schwaab et al., 1995). La actividad de la GPx1 es mayor en 

presencia de H2O2 o de hidroperóxido de terc-butilo. La expresión de la GPx3 en el 

caput es baja e independiente de andrógenos. Mientras que la actividad de la 

GPx3 es regulada por andrógenos en el corpus y la cauda del epidídimo, región en 

donde se expresa en mayor medida (Schwaab et al., 1998). La isoforma citosólica, 

fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa 4 (PHGPx4 o GPX4), se presenta 

particularmente en las células principales del epidídimo (Noblanc et al., 2011).  La 

GPX4 se presenta en la cabeza, en la pieza media y en el núcleo de los 

espermatozoides epididimarios de la rata. En el núcleo, la GPX4 ejerce actividad 

tiol oxidasa en las protaminas mayormente en los espermatozoides de la región 

caudal, esto puede contribuir en la condensación nuclear durante el tránsito de los 

espermatozoides por el conducto epididimario. Lo que sugiere la participación de 

la isoforma en la maduración de los espermatozoides, a través del metabolismo de 

hidroperóxidos y oxidación de tioles, además de su función antioxidante (Godeas 

et al.,1997), (Figura 14). 
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La enzima glutatión peroxidasa 5 (GPx-5) es regulada por andrógenos y se 

caracteriza por la ausencia del residuo de selenocisteína en su sitio catalítico 

(Ghyselinck et al.,1993), que es reemplazado por un residuo de cisteína (Perry et 

al.,1992). La GPx-5 es secretada por las células principales en el caput del 

conducto epididimario hacia su luz. La GPx-5 se asocia a la membrana plasmática 

de los espermatozoides durante su recorrido por el conducto epididimario 

(Okamura et al., 1997; Vernet et al., 1997) a través de vesículas extracelulares 

(epididimosomas), unidas a la membrana, que se originan de las células 

principales del epidídimo mediante secreción apocrina. Esto implica la formación 

de protuberancias citoplásmicas, que contienen vesículas de varios tamaños en la 

zona apical de las células principales del epidídimo (Taylor et al., 2013). Cuando 

las protuberancias citoplásmicas se desprenden, liberan a los epididimosomas al 

ambiente luminal (Hermo y Jacks, 2002). Los epididimosomas tienen la capacidad 

de interactuar con los espermatozoides y transferirles proteínas (Sullivan y Saez, 

2013). Las proteínas se asocian con dominios superficiales específicos de los 

espermatozoides, principalmente en la membrana que cubre el acrosoma y la 

pieza media (Eickhoff et al., 2001).   

La GPx5 protege a los espermatozoides del daño oxidante mediado por H2O2. En 

estudios in vitro se observó que, cuando la GPx5 no está presente en la luz del 

epidídimo, se favorece el estrés oxidante en la cauda epididimaria de ratas que 

carecen del gen que codifica para la enzima (GPx5−/−) (Chabory et al., 2009 a, b). 

Posteriormente, se demostró que ratas hembra, con fertilidad comprobada, 

apareadas con ratas macho carentes del gen para la GPx5 mayores un año, 

presentaron una tasa más alta de aborto espontáneo e incremento en defectos del 

desarrollo embrionario. Además, los espermatozoides almacenados en la cauda 

del epidídimo de los machos knock out para la GPx5−/− mostraron oxidación y 

fragmentación del ADN, asociado a un ligero estado de descompactación de los 

núcleos (Chabory et al., 2009 a, b). 
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1.10.4  Peroxirredoxinas 

 

Las peroxirredoxinas (PRDX) constituyen una familia de peroxidasas 

dependientes de tiol (-SH) (Wood et al., 2003; Rhee et al., 2005), poseen uno 

(isoforma PRDX6) o dos (isoformas PRDX1 a 5) residuos de cisteína (Cys) en su 

sitio activo.  (Manevich y Fisher, 2005; Chen et al., 2000; Rhee et al., 2001;  

Fisher et al., 1999). Las seis isoformas de la familia PRDX se han estudiado en el 

ratón, en la rata y en el jabalí (Godoy et al., 2011; van Gestel et al., 2007; Fuji et 

al., 2001). Las PRDX actúan como reguladores del H2O2 y peroxinitrito (OONO-), 

resultado de la asociación de O2
●- y óxido nítrico (NO•) (Fernandez y O’Flaherty, 

2018; Rhee, 2016; O'Flaherty, 2014; Rhee 2012), (Figura 14).  

La actividad peroxidasa de las PRDX es regulada por el estado de oxidación de 

los -SH en los sitios activos Cys (O’Flaherty, 2019). El aumento en la producción 

de H2O2 promueve la oxidación de los -SH en el sitio activo 2-Cys (PRDX, 

isoforma 1 a 5) y 1-Cys (PRDX6), lo que inactiva la actividad peroxidasa de las 

PRDX (Peskin et al., 2007; Baty et al., 2005; Dubuisson et al., 2004; Peshenko y 

Shichi, 2001; Rhee et al., 2001). Para que la enzima pueda continuar eliminando 

H2O2 los -SH oxidados en el sitio activo Cys deben reducirse nuevamente. La 

actividad peroxidasa se restaura mediante el sistema tiorredoxina 

(TRX)/tiorredoxina reductasa (TRD) (que utiliza NADPH como equivalentes 

reductores) en las PRDX isoformas 1 a 5 (Figura 15 A) y mediante la glutatión-S-

transferasa pi (GSTpi)/GSH para la PRDX6 (Figura 15 B). Si la producción de 

H2O2 se incrementa aún más, las PRDX se hiperoxidan y forman complejos de 

alto peso molecular que contienen dióxido de azufre (SO2). Sólo las isoformas 1 a 

5 hiperoxidadas pueden restaurarse a su estado reducido y activo mediante 

reacciones enzimáticas mediadas por sulfirredoxina o sestrina que utilizan ATP y 

GSH (Figura 15 A). La PRDX6 hiperoxidada no puede reducirse y, por lo tanto, 

permanece irreversiblemente inactiva (O’Flaherty, 2019; O’Flaherty y de Souza, 

2011; Gong et al., 2012; Woo et al., 2005), (Figura 15 B). 

 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/andr.12630#andr12630-bib-0032
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/andr.12630#andr12630-bib-0007
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/andr.12630#andr12630-bib-0044
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/andr.12630#andr12630-bib-0016
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Figura 15. Reactivación de la actividad peroxidasa de las PRDX. A) PRDX isoformas 1 a 5. B) 
PRDX isoforma 6 (Adaptado de O'Flaherty, 2019). 

 

A excepción de la isoforma 5, las PRDX se encuentran en gran medida en las 

células principales, basales y estrechas del epitelio del caput y cauda del 

epidídimo de rata (O’Flaherty, 2014; O’Flaherty y de Souza, 2011). En los 

espermatozoides de humano, la PRDX1 y PRDX3 se expresan en la pieza media; 

la PRDX2 se presenta en la región acrosómica; la PRDX4 en la forma p27 se 

encuentra en la membrana plasmática, el citosol y el acrosoma, en tanto que la 

forma p31 se localiza en la cabeza, particularmente en el acrosoma (O’Flaherty y 

de Souza, 2011); la PRDX5 se encuentra en la región acrosómica y la PRDX6 se 

expresa en la región post-acrosomal y la pieza principal (Shi et al., 2018). La 

PRDX6 es importante en la compactación de la cromatina. Cuando los -SH de las 

PRDX son oxidados por H2O2 se genera ácido sulfénico (SOH) que, al interactuar 

con otro -SH, forma puentes -SS- (Ozkosem et al., 2016).  
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En estudios in vitro se observó que en los espermatozoides de la región caudal 

de ratones que carecen del gen que codifica para la Prdx6−/− mostraron 

incrementó en la producción de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), la formación de 8OHdG, la oxidación de proteínas mediante S-

glutationilación y formación de grupos carbonilo, fragmentación del ADN y baja 

compactación de la cromatina asociada a bajos niveles de protaminación y un 

alto porcentaje de -SH libres. Además, la movilidad de los espermatozoides de la 

cauda epididimaria fue menor. También se demostró que ratas macho carentes 

del gen para la Prdx6 con edad de 2, 8 y 20 meses apareadas con hembras 

fértiles de 8 meses de edad, produjeron un menor número de camadas, menor 

tamaño de camada y menor número total de crías por macho. Las crías 

engendradas por los machos Prdx6−/− requirieron más días para alcanzar el peso 

adecuado y ser destetadas (Ozkosem et al., 2015; Ozkosem et al., 2016). 

 

2 ANTECEDENTES 

 

Aproximadamente el 16 % de las parejas a nivel mundial presenta problemas de 

infertilidad. Del total de los casos, el 50% se asocia con factores masculinos (Cui 

et al., 2016). Aunque se desconoce la etiología específica de la infertilidad 

masculina, las alteraciones en la función del sistema reproductor masculino por el 

estrés oxidante contribuyen con el 30-80% de los casos (Tremellen, 2008), por lo 

que actualmente se considera una de las principales causas de infertilidad en los 

varones.  

Los testículos y el epidídimo producen enzimas antioxidantes que los protegen del 

daño oxidante; sin embargo, existen diversos factores que pueden generarlo, tales 

como: los contaminantes ambientales entre ellos los ftalatos, la 2,3,7,8 

tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), además de metales tóxicos como el plomo, 

manganeso, cadmio, cromo y mercurio (Sengupta, 2013); el consumo de tabaco, 

de alcohol y de otras drogas; la radiación por radiofrecuencia del espectro 

https://es.wikipedia.org/wiki/2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
https://es.wikipedia.org/wiki/2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
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electromagnético, emitida por los teléfonos móviles (Aitken et al., 2016; Birben et 

al., 2012; Agarwal et al., 2008) y enfermedades como el cáncer (Turner, 2001).  

Otro de los factores que se ha relacionado recientemente con el estrés oxidante y 

la función reproductiva masculina es el estrés. Al respecto, se ha determinado que 

el aumento en la secreción de los GC durante la respuesta de estrés favorece el 

incremento en los niveles intracelulares de ERO (Agarwal et al., 2008; Tremellen, 

2008; Iwasaki y Gagnon, 1992). Los GC, junto con las catecolaminas liberadas por 

la glándula suprarrenal durante la respuesta de estrés, facilitan la liberación de 

glucosa mediante la gluconeogénesis, la glucogenólisis y la lipólisis (Teague et al., 

2007) y aumentan la tasa metabólica, lo que incrementa la producción espontánea 

de ERO (Teague et al., 2007).  

El incremento en la secreción de GC durante la respuesta de estrés inhibe la 

secreción de T en las células de Leydig. En un estudio realizado en ratas 

expuestas a estrés por inmersión en agua fría o choques eléctricos en las patas, 

se observó la disminución significativa en la concentración plasmática de T y un 

aumento significativo en la concentración plasmática de corticosterona (Retana-

Márquez et al., 2003). La disminución en la concentración plasmática de T se 

atribuye a los GC que afectan la producción de T en las células de Leydig. De la 

misma manera, la exposición de ratas a estrés crónico impredecible durante 21 

días consecutivos indujo apoptosis en las células de Leydig (Chen et al., 2012) 

mediante un mecanismo regulado por el receptor para glucocorticoides (RG), 

ubicado en el citoplasma de las células de Leydig (Sasagawa et al., 2001). 

El estrés por inmersión en agua fría durante 20 a 50 días consecutivos genera la 

pérdida de células germinales y daño en el epitelio seminífero (Retana-Márquez et 

al., 2014; Juárez-Rojas et al., 2017) lo que muestra que el estrés afecta 

indirectamente al epitelio seminífero (Hou et al., 2014) mediante la disminución en 

la concentración plasmática de T (McAllan, 1998), lo que podría alterar el proceso 

de espermatogénesis. El estrés por nado forzado (15 minutos) seguido de estrés 

por inmovilización (1 hora) durante 60 días en ratas macho adultas, disminuye la 

concentración de espermatozoides en la cauda epididimaria e incrementa las 
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anormalidades de los espermatozoides; además, se observó pérdida de células 

germinales, principalmente espermatogonias tipo A, espermatocitos primarios en 

paquiteno, espermátidas redondas y alargadas (Nirupama et al.,2013). El estrés 

crónico impredecible durante 35 días consecutivos en ratas macho jóvenes (45–60 

días de edad) genera la disminución en el diámetro de los túbulos seminíferos y en 

el número de células germinales (Hou et al., 2014). Asimismo, el estrés crónico 

por inmersión en agua fría disminuye la concentración plasmática de T que se 

asocia a la pérdida y degeneración de las células germinales, principalmente 

espermátidas redondas y espermatocitos primarios (Juárez-Rojas et al., 2017). El 

estrés crónico por inmersión en agua fría induce la activación de la apoptosis en 

las células testiculares mediante las vías apoptóticas, tanto intrínseca como 

extrínseca (Juárez-Rojas et al., 2015).   

El estrés psicológico en los hombres puede inhibir la función reproductiva 

masculina, afectando la calidad espermática al disminuir la concentración, el 

volumen y la movilidad de los espermatozoides (Nordkap et al., 2016; Eskiocak et 

al., 2006).  

El estrés puede generar también estrés oxidante, incrementando la producción de 

ERO, la peroxidación lipídica y disminuyendo la actividad de las enzimas 

antioxidantes como la SOD, la CAT y la GPx4 en los testículos (García-Díaz et al., 

2015; Al-Damegh, 2014; Nirupama et al., 2013; Priya y Reddy, 2012). Además, el 

estrés crónico por inmersión en agua fría durante 50 días consecutivos incrementa 

la producción de H2O2, la concentración de peróxidos lipídicos y disminuye la 

actividad de las enzimas antioxidantes SOD1, CAT y GPx-4 en el testículo. 

Asimismo, aumenta la concentración sérica de corticosterona y reduce la 

concentración de T. También disminuye la movilidad, la concentración y la 

viabilidad de los espermatozoides de la cauda del epidídimo (García-Díaz et al., 

2015). En un estudio donde se administró corticosterona sintética (3 mg/kg/día) en 

ratas macho, se observó el incrementó en la producción de H2O2 y en la 

concentración de peróxidos lipídicos en el testículo. La actividad de la SOD y CAT 

disminuyó y la concentración circulante de corticosterona aumentó (Dhanabalan y 
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Mathur 2009). La administración de la misma dosis de corticosterona sintética 

también incrementa la producción de H2O2 y de sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) y disminuye la actividad de la SOD y CAT (Dhanabalan et 

al., 2015).  

 

Se ha observado que los efectos del estrés crónico son irreversibles, ya que, 

cuatro meses después de exponer  ratas macho adultas  a estrés crónico por nado 

forzado (15 minutos)  y estrés por inmovilización (1 hora) durante 60 días,  el 

número de espermatogonias tipo A, de espermatocitos primarios en paquiteno, de 

espermátidas redondas y alargadas se mantuvo disminuido, y  el porcentaje de  

anormalidades en los espermatozoides se mantuvo elevado, en  comparación con 

los animales del grupo control. Asimismo, la actividad de las enzimas SOD, CAT y 

GST se mantuvo baja en los testículos de las ratas después de cuatro meses de 

haber sido expuestas a los estresores por 60 días, en comparación con las ratas 

del grupo control. (Nirupama et al., 2013). 

 

Con respecto al epidídimo, existen pocos estudios sobre los efectos del estrés 

crónico en el estado oxidante del epidídimo y las repercusiones que podría tener 

en los espermatozoides en proceso de maduración dentro de este órgano. En este 

sentido, se ha reportado que el estrés crónico por inmovilización (5 horas/día) 

durante 15 días en ratas macho, incrementa la producción de H2O2 y de peróxidos 

lipídicos en el caput, corpus y cauda del epidídimo y además reduce la actividad 

de las enzimas antioxidantes SOD y CAT en las tres regiones del conducto 

epididimario. Asimismo, incrementa la concentración de corticosterona sérica y 

disminuye la concentración de T. La movilidad, la viabilidad y la concentración de 

espermatozoides en la cauda del epidídimo también disminuye. Estos datos 

muestran que el estrés crónico por inmovilización induce daño oxidante en el 

epidídimo, causando aumento de la peroxidación lipídica y en la producción de 

H2O2, así como disminución en la actividad de las enzimas SOD y CAT 

(Dhanabalan et al., 2011).  
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La respuesta de estrés causa aumento en la producción de ERO, peroxidación 

lipídica y disminución de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT en 

el testículo y en el epidídimo, causando una condición de estrés oxidante en 

ambos órganos. El estrés oxidante se ha relacionado con el aumento en la 

concentración sérica de corticosterona y la disminución de T, lo que causa la 

disminución en la movilidad, la viabilidad y la concentración de los 

espermatozoides epididimarios. Sin embargo, actualmente no existen 

investigaciones que evalúen la expresión del ARNm y el contenido de las 

enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx4, así como la producción de otras ERO 

como el O2
●- en el conducto epididimario. 

 

4 JUSTIFICACIÓN 

 

Los cambios bioquímicos, fisiológicos y morfológicos que experimentan los 

espermatozoides durante su trayecto por el epidídimo en el proceso de 

maduración son necesarios para que adquieran su movilidad progresiva y la 

capacidad para llevar a cabo la reacción acrosomal y fertilizar al ovocito. Por ello, 

cualquier alteración en la maduración espermática podría generar problemas en la 

función reproductiva masculina. La investigación actual en cuanto al estrés y su 

relación con el estrés oxidante se ha centrado en los efectos sobre los testículos. 

Sin embargo, en la actualidad existen pocas investigaciones enfocadas en 

determinar la relación directa entre el estrés crónico y el estrés oxidante generado 

en el epidídimo, lo que podría alterar el proceso de maduración de los 

espermatozoides. Por lo anterior, es importante estudiar los efectos del estrés 

crónico en el estado oxidante del epidídimo, evaluando el contenido de ERO, de 

las enzimas antioxidantes, así como la expresión de los ARNm, ya que el estrés 

oxidante podría causar baja calidad de los espermatozoides epididimarios y ser un 

factor importante en la infertilidad masculina.  
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5 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿De qué manera el estrés crónico genera estrés oxidante en el epidídimo y cómo 

afecta ello la calidad de los espermatozoides? 

 

6 HIPÓTESIS 

 

El estrés crónico aumentará la producción de ERO en el epidídimo y disminuirá la 

expresión del ARNm y el contenido de las enzimas antioxidantes, lo que provocará 

daño oxidante que se verá reflejado en la disminución de la calidad de los 

espermatozoides epididimarios. 

 

7 OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar el efecto del estrés crónico en la respuesta oxidante del epidídimo y su 

repercusión en la calidad de los espermatozoides epididimarios de la rata adulta. 

 

7.1  OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Evaluar el estado oxidante del epidídimo en machos estresados 

crónicamente. 

2. Evaluar los efectos del estrés crónico en el sistema antioxidante del 

epidídimo. 

3. Determinar los efectos del estrés crónico en la calidad de los 

espermatozoides epididimarios. 

4. Evaluar la activación del eje HHA y su efecto en el eje HHT durante el 

estrés crónico. 
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8 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Neuropsicoendocrinología 

del Departamento de Biología de la Reproducción y en el laboratorio de Fisiología 

Celular de la Universidad Autónoma Metropolitana, unidad Iztapalapa (UAM-I), en 

conjunto con el Instituto Nacional de Rehabilitación “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”, 

en la División de Enfermedades Musculoesqueléticas y Reumáticas. 

La manipulación de los organismos y el método de eutanasia se llevó a cabo de 

acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999), así como con los 

lineamientos para la conducción ética de la investigación, la docencia y la difusión 

en la División de Ciencias Biológicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa. 

 

8.1  MODELO BIOLÓGICO 

 

Se utilizó un total de 20 ratas macho albinas de la cepa Wistar, de tres meses de 

edad y peso corporal de 300 a 350 g. Se colocaron 10 animales por caja (50 X 

30 X 20 cm) y se aclimataron durante una semana. Se mantuvieron en 

condiciones habituales de bioterio, con temperatura controlada de 23 ± 1ºC, 

humedad relativa de 60% y con un ciclo de luz-oscuridad invertido 12:12 horas. 

La luz se encendió a las 21:00 h y se apagó a las 9:00 h. El trabajo experimental 

se realizó en la fase activa de los animales, es decir, la fase de oscuridad. El 

consumo de alimento y agua fue ad libitum para todos los animales.  

 

8.2  DISEÑO EXPERIMENTAL  

 

Los animales (n=20) se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes grupos 

de trabajo: a) el grupo control (n=10) y b) el grupo de estrés crónico (n=10). Los 

animales del grupo control se manipularon únicamente para registrar diariamente 

su peso corporal. Los animales del grupo de estrés crónico se sometieron a 

estrés por inmersión en agua fría, 15 minutos al día, durante 50 días 

consecutivos. La figura 16 muestra el esquema del diseño experimental. 
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Figura 16. Esquema representativo del diseño experimental 

 

8.3  ESTRÉS CRÓNICO POR INMERSIÓN EN AGUA FRÍA 

 

La inducción de estrés crónico se llevó a cabo en la fase oscura del ciclo de luz-

oscuridad, entre las 9:00 y las 10:00 h. Para ello, las ratas del grupo de estrés 

crónico se colocaron de manera individual en un tanque de agua a una 

temperatura de 15ºC, a una profundidad de 15.5 cm, durante 15 minutos por día. 

Los animales permanecieron en posición vertical de pie sobre sus patas traseras 

y por encima del nivel del agua. Este procedimiento se realizó durante 50 días 

consecutivos (Figura 17). 

 

 

 

 



39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Rata macho sometida a estrés crónico por inmersión en agua fría. 

 

8.4  REGISTRO DEL PESO CORPORAL  

 

El peso corporal de los machos del grupo control y del grupo de estrés crónico se 

registró de manera rutinaria a las 8:30 h desde el inicio hasta el final del 

experimento.   

 

8.5  OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS  

 

Al finalizar los 50 días, los animales de ambos grupos se anestesiaron mediante 

la aplicación vía intraperitoneal, de una dosis de pentobarbital sódico (25 mg/kg 

de peso corporal). Se realizó una incisión en la línea media del abdomen de los 

animales, se extrajeron los testículos, los epidídimos, las vesículas seminales y la 

próstata. Se pesaron las glándulas accesorias. La cauda del epidídimo derecho 

se colocó en 1 mL de solución amortiguadora de fosfatos PBS (NaCl 137 mM, 

KCl 2.68 mM, Na2HPO4 8.03 mM y K2HPO4 1.47 mM, pH 7.4) a 37°C. Se 

realizó un corte a la región caudal para liberar los espermatozoides y que estos 

se distribuyeran homogéneamente en la solución amortiguadora para su análisis. 

El epidídimo izquierdo se dividió en fragmentos de acuerdo con las regiones 

anatómicas: caput, corpus y cauda para evaluar la producción de peróxidos y 



40 
 

superóxidos. Se almacenaron las tres regiones del epidídimo a -80ºC y 

posteriormente se utilizaron para determinar la peroxidación lipídica, el contenido 

de enzimas antioxidantes y la expresión de genes SOD1, CAT y GPx4 mediante 

la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-PCR). 

Además, se obtuvieron muestras de sangre por punción cardiaca para evaluar las 

concentraciones de corticosterona y T. 

 

8.6  ANÁLISIS ESPERMÁTICO 

 

8.6.1 Movilidad 

 

Se colocaron 10 µL del homogenizado de los espermatozoides sobre un 

portaobjetos, previamente atemperado a 37 º C y se cubrieron con un 

cubreobjetos (50 x 24 mm) previamente atemperado. La preparación se analizó 

en un microscopio de campo claro con el objetivo 40X para el conteo de 200 

espermatozoides con un contador manual. Se registraron los espermatozoides 

que presentaron movilidad progresiva y no progresiva. Los espermatozoides 

restantes se contabilizaron como inmóviles. La movilidad se expresó como el 

porcentaje de espermatozoides móviles del total de espermatozoides contados. 

 

8.6.2 Viabilidad 

 

Se colocaron 10 µL del homogenizado de los espermatozoides sobre un 

portaobjetos previamente atemperado a 37 º C. Se colocaron 10 µL de colorante 

(preparado con 1% de eosina, 5% de nigrosina y 2.9 % de citrato de sodio) sobre 

la muestra y se cubrió con un cubreobjetos 50 x 24 mm previamente atemperado 

a 37 º C. El portaobjetos se colocó en un microscopio de campo claro con el 

objetivo de 40X y se contaron 200 espermatozoides con un contador manual. Los 

espermatozoides que no se tiñeron se consideraron vivos y los que se tiñeron de 

rosa se consideraron muertos. El resultado se expresó en porcentaje de 

espermatozoides vivos. 
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8.6.3 Concentración 

 

Se determinó con una cámara de recuento celular (Neubauer-improved, 

Marienfeld, Lauda-Königshofen, Germany). Para ello se tomaron 25 µL del 

homogenizado de espermatozoides y se colocaron en 500 µL de agua destilada; 

de esta mezcla se tomaron 10 µL y se colocaron en uno de los extremos de la 

cámara hasta la cuadrícula central. Se colocaron otros 10 µL en el otro extremo 

de la cámara hasta la segunda cuadrícula central. El conteo de los 

espermatozoides se realizó en 8 subcuadros específicos, en un microscopio de 

campo claro con el objetivo de 40X.  Se contaron los espermatozoides cuyas 

cabezas se encontraban dentro de los subcuadros pequeños. Para calcular la 

concentración de los espermatozoides se usó la siguiente fórmula: el número de 

espermatozoides contados X el factor de dilución (21) X el número de subcuadros 

que se contaron (8) X la profundidad de la cámara de Neubauer (10, 000) / el 

número de cuadrículas que se usaron (2). La concentración se expresó en 

millones por mililitro. 

 

8.6.4 Morfología. 

 

Se evaluó en la muestra previamente utilizada para determinar la viabilidad. Se 

contaron 500 espermatozoides al azar en diferentes campos, en un microscopio 

de campo claro con el objetivo 40X. La morfología se expresó en porcentaje. 

 

8.7  DETERMINACIÓN DE CORTICOSTERONA Y TESTOSTERONA  

 

8.7.1 Obtención de muestras de sangre 

 

Se obtuvieron de 3 a 4 mL de sangre de cada animal mediante punción cardíaca. 

La sangre se depositó en tubos de ensayo y se centrifugó a 2500 rpm durante 30 

minutos para separar el suero, este se colocó en tubos de ensayo nuevos y se 

almacenó a -20 °C para determinar posteriormente la concentración sérica de 

corticosterona y T por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 
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8.7.2 Extracción de las hormonas  

 

La extracción de la corticosterona y la T se realizó de acuerdo con una 

modificación del método reportado por Woodward y Emery (1987). A 1 mL de 

suero se le añadieron 100 µL de hidróxido de sodio 0.03 M y 5 mL de éter-

dietílico-diclorometano (proporción V/V 60:40); la mezcla se agitó durante 2 

minutos en vórtex y se centrifugó durante 5 minutos a 2500 rpm. Se obtuvo la 

fase orgánica y se agregó 1 mL de agua grado HPLC, se agitó en vórtex durante 

dos minutos y se centrifugó nuevamente por 5 minutos. Se separó la fase 

orgánica (3 mL) y se dejó evaporar a temperatura ambiente. Los residuos se 

redisolvieron en 100 mL de una mezcla de metanol y agua (65:35 v/v). 

 

8.7.3 Cuantificación de corticosterona y testosterona 

 

La pre- columna (Symmetry C18, tamaño de la partícula de 3.5 µm, tamaño de la 

pre-columna 2.1 x 10 mm; Waters Corp., Milford, Massachussets, USA) y la 

columna (Symmetry C18, tamaño de la partícula de 5 µm, tamaño de la columna 

2.0 X 150 mm; Waters Corp., Milford, Massachussets, USA) se equilibraron con 

acetonitrilo–agua grado HPLC (65:35 v/v), a una velocidad de flujo de 0.4 mL/min. 

Las separaciones se hicieron en la columna a una temperatura de 40° C.  

Se utilizó un sistema controlador Waters 600 MS para separar la fase móvil y las 

hormonas se evaluaron con un detector ultravioleta (486 Waters UV absorbance 

detector), a una absorbancia de 245 nm. Para calibrar se usaron estándares que 

cubrieron el rango de 0-500 µg/dL para la corticosterona y 0-30 ng/mL para la T. 

Se calculó la regresión lineal de las hormonas y se utilizó para determinar las 

concentraciones de las muestras. La curva de regresión lineal para la 

corticosterona fue: y = -0.6464 + 0.01655x, (r2=0.99986). La regresión lineal para 

la T fue de y = 0.774 + 0.2181x, (r2=0.99893). El límite de detección del ensayo 

para la corticosterona fue de 0.5 µg/dL y para la T fue de 0.05 ng/mL.  
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8.8  PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

 

8.8.1 Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

Se determinó mediante la fluorescencia de la diclorofluoresceína (DCF); la 

técnica tiene como base la oxidación de la sonda 2',7'- diclorofluoresceína 

diacetato (DCFH-DA, SIGMA) que no es fluorescente, pero en presencia de 

peróxido se convierte en un producto verde fluorescente (DCF).  

Se pesó 0.1 g para cada una de las regiones epididimarias: caput, corpus y 

cauda y se homogenizaron en 300 µL de amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. 

Se tomaron 200 µL del homogenizado, se colocaron en una microplaca, se 

agregó la DCFH-DA (10 µM) y se incubaron a 37 °C en la obscuridad. Luego de 

30 minutos de incubación se registró la fluorescencia de la DCF en un 

espectrofotómetro DTX 880 detector multimodal fluorescente (Beckman Coulter) 

a 480 nm de excitación y 520 nm de emisión. Se recuperaron 200 µl del 

homogenizado para determinar la cantidad de proteínas totales contenidas en 

cada una de las muestras usando el método del ácido bicinconínico (BCA) y el 

uso de un lector de microplacas (iMark, Bio-Rad). Los resultados se expresaron 

como unidades relativas de fluorescencia que se normalizaron con la cantidad de 

proteína contenida en cada muestra. 

 

8.8.2 Producción de anión superóxido (O2
●-) 

 

Se determinó mediante la reacción del compuesto dihidroetidio (DHE) que es una 

sonda permeable que emite fluorescencia azul dentro de la célula si no ha sido 

oxidado, al reaccionar con el anión superóxido (O2
●-) genera 2-hidroxietidio que 

está cargado positivamente lo que permite que se una al ADN y emita una 

fluorescencia roja.  

Se pesaron 0.1 g para cada una de las regiones epididimarias: caput, corpus y 

cauda, se homogenizaron en 600 µL de amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. 

Se tomaron 100 µL del homogenizado, se colocaron en una microplaca, se 

agregaron 100 µL de DHE (10 µM) y se incubaron a 37 °C en la obscuridad. 
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Después de 15 minutos de incubación se registró la fluorescencia del DHE en un 

espectrofotómetro DTX 880 detector multimodal fluorescente (Beckman Coulter) 

a 485 nm de excitación y 560 nm de emisión Se recuperaron los 100 µL del 

homogenizado y posteriormente se determinó la cantidad de proteínas totales 

contenidas en cada muestra a través del método del ácido bicinconínico (BCA) en 

un lector de microplacas (iMark, Bio-Rad). Los resultados se expresaron como 

unidades relativas de fluorescencia.  

 

8.8.3 Contenido de proteínas totales 

 

Se determinó mediante la técnica del ácido bicinconínico (BCA). Se utilizó el kit 

BCA (Pierce). Para determinar las concentraciones desconocidas de las 

proteínas se compararon diluciones en serie (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 

1500 y 2000 µg/mL) de concentraciones conocidas de proteínas estándar de 

albúmina sérica bovina (BSA). En una microplaca se colocaron 25 µL de cada 

una de las diluciones y 5 µL de cada una de las muestras obtenidas en la técnica 

de producción de peróxido y superóxido. Se agregaron 20 µL de agua libre de 

nucleasas a cada muestra. La microplaca se incubó a 37 °C en la oscuridad 

durante 30 minutos. Se determinó el cambio de absorbancia a una longitud de 

onda de 595 nm en un lector de microplacas (iMark, Bio-Rad). Las 

concentraciones de las proteínas desconocidas se determinaron interpolando los 

valores elaborados a partir de una curva estándar de los valores de BSA. 

 

8.9  PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 

 

La peroxidación de lípidos se determinó con base en la cantidad de substancias 

reactivas al ácido-2-tiobarbitúrico (TBARS) y se expresó en equivalentes de 

malondialdehído (MDA). El MDA es producto de la peroxidación de lípidos y al 

reaccionar con el ácido-2-tiobarbitúrico (TBARS) forma un complejo color rosa.  

Se pesaron 0.05 g de cada una de las regiones epididimarias: caput, corpus y 

cauda. El tejido se colocó en microtubos rotulados para cada región y se 

homogenizó con 500 µL de agua desionizada usando un pistilo de propileno. Se 
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tomaron 300 µL del homogenizado y se vació en microtubos nuevos, se 

añadieron 700 µL de Tris HCl 150 mM pH 7.4 y 200 µL de solución reactiva TCA-

TBA- HCl (ácido tricloroacético, ácido tiobarbitúrico, ácido clorhídrico). Se incubó 

en baño maría a 85°C durante 45 minutos. Transcurrido el tiempo de incubación 

se dejaron enfriar los microtubos a temperatura ambiente durante 10 minutos y se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. Se recuperaron 200 µL de 

sobrenadante y se colocaron en un pocillo individual de una microplaca. Se 

determinó la absorbancia a una longitud de onda de 535 nm en un 

espectrofotómetro DTX 880 detector multimodal fluorescente (Beckman Coulter). 

Se conservaron 200 µL del homogenizado para determinar la cantidad de 

proteínas totales contenidas en cada muestra mediante el método del ácido 

bicinconínico (BCA). Los resultados se expresaron como equivalentes de 

malonaldehído (MDA). 

 

8.10 CONTENIDO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES  

  

8.10.1  Extracción de proteínas  

 

Para obtener las proteínas se usaron muestras de caput, corpus y cauda 

conservados a -80ºC. Una vez descongeladas las muestras, el tejido se 

homogenizó en su totalidad con 300 µL de PBS (pH 7.4) mediante disrupción 

mecánica. Se centrifugó a 12, 000 rpm durante 30 segundos a 4°C, se retiró el 

sobrenadante y se homogenizó por completo en 300 µL de Buffer de lisis [T-PER 

Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific, Complete Mini protease 

Inhibidor cocktail; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.01M, 1,4 dithiothreitol 

(DTT) 0.2 M, fluoruro sódico (NaF) 0.01M y metavanadato de sodio (Na3VO4) 

0.2M] con un homogenizador mecánico. Se incubó en hielo durante 15 minutos y 

se centrifugó a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se recuperaron los 

sobrenadantes de cada muestra y se colocaron en tubos nuevos rotulados para 

cada región epididimaria, y se conservaron en hielo. A partir de los 

sobrenadantes obtenidos se cuantificó la concentración de las proteínas totales 

en el espectrofotómetro (The Thermo Scientific NanoDrop 2000c) en un rango de 
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absorbancia de 280 nm. 

 

8.10.2  Preparación de las proteínas  

 

Se colocaron 3 µL de buffer de muestra (SDS Protein Gel Loading Solution 2x, 

Quality Biological, Inc) en tubos de microcentrífuga rotulados previamente para 

cada región del epidídimo y se agregó el volumen de la proteína equivalente a 

100 µg de proteínas totales de cada una de las muestras, los tubos se incubaron 

a baño maría por 5 minutos a 95°C. 

 

8.10.3  Preparación de los geles 

 

Se prepararon 10 mL de gel concentrador al 4%, con 3.05 mL de agua 

desionizada estéril, 1.25 mL de Tris-base 0.5 M pH 6.8, 50 µl de dodecilsulfato 

sódico (SDS) al 10%, 650 µL de acrilamida-bis, 5 µL de tetrametiletilendiamina 

(TEMED) y 25 µL de persulfato de amonio. Para el gel de corrida se prepararon 

10 mL al 10% usando 4.02 mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris-base 1.5 M pH 

8.8, 100 µL de SDS al 10%, 3.33 mL de acrilamida-bis, 10 µL de TEMED y 50 µL 

de persulfato de amonio.  

 

8.10.4  Electroforesis de las proteínas totales  

 

Los geles preparados previamente se colocaron en una cámara de electroforesis 

vertical (Bio-Rad) y se agregó buffer de electroforesis (Tris-base 25 mM, glicina 

190 mM, SDS 1%). Se colocó en los carriles del gel 5 µL de marcador de peso 

molecular y en cada uno de los pocillos restantes cada una de las muestras. La 

electroforesis se corrió a 120 V durante 90 minutos. Una vez finalizado el periodo 

de corrida se recuperaron los geles y se colocaron en buffer de transferencia (Tris 

base 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%). Para la transferencia de las 

proteínas se montó papel filtro, membrana difluoruro de polivinilideno (PVDF) en 

contacto con el gel y nuevamente papel filtro previamente sumergidos en buffer 

de transferencia.  
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8.10.5  Transferencia de las proteínas totales  

 

Una vez listos todos los componentes, se colocaron en el sistema de 

transferencia Bio-Rad, se cubrió completamente con buffer de transferencia frío. 

La transferencia se corrió a 120 V durante 90 minutos a una temperatura de 4°C.  

 

8.10.6  Anticuerpos primarios, secundarios y revelado 

 

Una vez transcurridos los 90 minutos se sacaron las membranas de la cámara 

con el lado de transferencia hacia arriba y se bloquearon con leche descremada 

al 5% disuelta en TBS-Tween 20 (NaCl 137 Mm, Tris-base 20 Mm, Tween-20 

0.05%, pH 7.6) durante 20 minutos, en agitación suave. Al finalizar, se lavaron las 

membranas tres veces con TBS-Tween 20 para eliminar el exceso de leche. 

Después de los lavados se incubaron las membranas con su respectivo 

anticuerpo primario: mouse monoclonal anti-SOD-1 (B-1, cat. n.o sc-271014, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA); mouse monoclonal anti-CAT 

(Cat. n.o C0979, Sigma-Aldrich); mouse monoclonal anti-GPx-4 (E-12, cat. n.o sc-

166570, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) a una dilución 1:1000 

(10 μL de anticuerpo, disuelto en 10 mL de TBS-Tween 20, respectivamente) a 

una temperatura de 4°C, en agitación suave y durante toda la noche. Al finalizar 

el tiempo de incubación de los anticuerpos primarios se lavaron las membranas 3 

veces durante 10 minutos con TBS-Tween 20 y posteriormente se incubaron con 

su anticuerpo secundario horse anti-mouse IgG antibody, peroxidase (Cat. No. 

PI-2000-1, Vector Laboratories) a una dilución 1:10,000 (1 μL de anticuerpo 

secundario disuelto en 10 mL de TBS-Tween 20, respectivamente) a temperatura 

ambiente durante 120 minutos y agitación suave. A continuación, se lavó 3 veces 

la membrana con TBS-Tween durante 10 minutos. Para revelar las membranas 

se utilizó el kit Clarity Western ECL Subs, (BioRad) el cual se preparó de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante: en un tubo de microcentrífuga se colocaron 

1000 µL del sustrato luminiscente y 500 µL de peróxido de hidrógeno. Las 

membranas se colocaron en la placa reveladora dentro del fotodocumentador 

(KODAK Gel Logic 1500 Imaging System) para determinar la intensidad de las 
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bandas de las proteínas de interés. Para corroborar la carga completa de 

proteínas las membranas se incubaron con β-actina (mouse monoclonal anti-β-

actin-peroxidase, cat. n.o A3854, Sigma-Aldrich) a una dilución 1:10,000 (1 μL de 

β-actina disuelto en 10 mL de TBS-Tween 20).  

 

8.11 EXPRESIÓN DE ARNm DE LAS PROTEÍNAS SOD1, CAT Y GPX-4  

 

8.11.1  Extracción de ARN por el método del trizol. 

 

Se usaron muestras de caput, corpus y cauda conservados a -80ºC. Se 

descongelaron las muestras y se homogenizaron con 300 µL de PBS (pH 7.4) 

con un pistilo de propileno. Se dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se agregaron 140 µL de cloroformo y se dejaron en reposo 

nuevamente durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se 

centrifugaron a 13,300 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuperó la fase 

acuosa, tomando sólo la parte traslúcida y se transfirió a tubos nuevos rotulados 

previamente. A cada tubo se le agregaron 700 µL de isopropanol frío y se 

homogenizaron mediante inversión y se dejaron reposar toda la noche a -20°C. Al 

día siguiente se centrifugaron las muestras a 13, 300 rpm durante 10 minutos a 

4°C. Se eliminó el sobrenadante y se añadieron 700 µL de etanol al 75%, se 

homogenizaron en vórtex durante 15 segundos y se centrifugaron nuevamente a 

13,300 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se decantó el sobrenadante. La adición de 

etanol al 75%, el homogenizado en el vórtex, la centrifugación y la eliminación del 

sobrenadante se repitió 2 veces. Al finalizar el procedimiento se secó el pellet 

sobre una superficie estéril. Se resuspendió en agua libre de ARNsas (20 a 100 

µL). Se analizó la concentración y pureza del ARN extraído en el 

espectofotómetro NanoDrop, absorbancia 260 nm y longitud de onda 260-280 

nm. 
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8.11.2  Obtención de ADN complementario 

 

Se empleó el método de RT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa en 

transcripción inversa) y se utilizó el kit de transcripción inversa QuantiTect 

(Qiagen). En un microtubo individual para el ARN extraído de cada una de las 

muestras se añadieron los elementos que se observan en la tabla 1 y se 

incubaron en el equipo termociclador Rotor-Gene (Qiagen) durante 2 minutos a 

42°C. La muestra se dejó reposar durante 2 minutos en hielo.  

 

Tabla 1.  Componentes para la reacción de eliminación del ADN genómico. 

Componente Volúmen 

gADN Wipeout Buffer, 7x 2 µL 

ARN 0.65 µg 

Agua libre de ARNsas Hasta un volumen total de 14 µL 

 

Se preparó la mezcla de transcripción inversa de acuerdo con los componentes 

señalados en la tabla 2 para la síntesis de ADN complementario (ADNc) para 

cada una de las muestras y se incubó en el equipo termociclador Rotor- Gene 

(Qiagen) durante 15 minutos a 42°C y posteriormente 3 minutos a 95°C. El ADNc 

sintetizado se almacenó a -20° para su uso posterior en el PCR en tiempo real. 

 

Tabla 2. Componentes para la reacción de eliminación del ADN genómico. 

Componente Volúmen 

Reverse-transcription master mix 1 µL 

Quantiscript RT Buffer, 5X 4 µL 

RT Primer Mix 1 µL 

ARN de la reacción anterior 14 µL 
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8.11.3  Diseño de los oligonucleótidos o primers. 

 

Se consultó la página National Center for Biotechnology Information (NCBI) para 

obtener información de la secuencia de los genes de las proteínas SOD1, CAT y 

GPx-4. El diseño de los oligonucleótidos o primers específicos para la PCR se 

realizó en la página Integrated DNA Technologies y se muestra en la tabla 3. 

 

Tabla 3. Diseño de oligonucleótidos para SOD1, CAT, GPX-4 y GAPDH. 

 Oligonucleótido forward 

 

Oligonucleótido reverse 

 

SOD1 5’GCGGATGAAGAGAGGCATGT 3’ 
 

5’ GGGCAATCCCAATCACACCA 3’ 
 

CAT 5’ AGAGGAAACGCCTGTGTGAG 3’ 
 

5’ TAGTCAGGGTGGACGTCAGT 3’ 
 

GPx-4 
 

5’ ATTCCCGAGCCTTTCAACCC 3’ 
 

5’ TATCGGGCATGCAGATCGAC 3’ 
 

Gen constitutivo 
GAPDH 

5’ CCGCATCTTCTTGTGCAGTG 3’ 
 

5’ ACCAGCTTCCCATTCTCAGC 3’ 
 

 

8.11.4  PCR en tiempo real  

 

La amplificación del gen para las enzimas SOD1, CAT y GPX-4 se realizó 

mediante la técnica de Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real 

(QT-PCR). Se utilizó el ADNc (1000 µg) obtenido de las muestras de caput, corpus 

y cauda y los primers específicos para el ARN (10 µM). Para las reacciones de la 

PCR se utilizó el equipo termociclador Rotor-Gene (Qiagen). Como gen 

constitutivo se utilizó GADPH. La composición de la solución necesaria para las 

reacciones de PCR del gen constitutivo GADPH, el gen SOD1 y el gen CAT se 

describe en la tabla 4. 
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Tabla 4. Composición de la solución de PCR utilizada para el gen constitutivo GADPH, gen SOD1 y 

el gen CAT. 

Componente Volumen por muestra 

Sybr mix green 10 µL 

Primer forward 2 µL 

Primer reverse 2 µL 

Agua libre de ARNsas 5 µL 

ADNc  1 µL 

 

 

 

La composición de la solución necesaria para la reacción de PCR del gen GPx-4 

se muestra en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Composición de la solución de PCR para el gen GPx-4 

 

Componente Volumen por muestra 

Sybr mix green 10 µL 

Primer forward 1 µL 

Primer reverse  1 µL 

Agua libre de ARNsas  7 µL 

cDNA 1 µL 

 

Para determinar la expresión relativa del ARNm de cada una de las enzimas se 

obtuvo una curva estándar con el software del equipo termociclador Rotor-Gene 

(Qiagen), se interpolaron los datos obtenidos para las muestras del epidídimo y se 

calculó el ciclo umbral o “cycle tresshold” (Ct). Los resultados se expresaron en 

unidades relativas. 

 

9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se utilizó el programa GraphPad Prism 8.0. para el análisis estadístico y las 

gráficas. Los datos se expresaron como la media ± el error estándar de la media 
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(EEM). El peso corporal se analizó por regresión lineal. El peso de los testículos y 

de las glándulas sexuales, así como la concentración sérica de las hormonas se 

analizaron mediante la prueba t-Student. La producción de peróxido y superóxido, 

la concentración de peróxidos lipídicos, el contenido de las enzimas antioxidantes 

y la expresión de ARNm de las proteínas se analizaron por medio de análisis de 

varianza (ANOVA) de dos vías, con la condición experimental y las regiones del 

conducto epididimario (caput, corpus, cauda) como factores, seguida de la prueba 

post hoc de Tukey-Kramer. Los parámetros espermáticos se analizaron mediante 

la prueba ji-cuadrada (X2). La correlación entre la corticosterona y el estrés 

oxidante (producción de ERO, la peroxidación lipídica y el contenido de las 

enzimas antioxidantes) así como la correlación de la T con las enzimas 

antioxidantes y con la calidad espermática se analizaron mediante la correlación 

de Spearman. El nivel de significancia se fijó en p ≤ 0.05. 

10 RESULTADOS  

 

10.1 GANANCIA DE PESO CORPORAL  

 

Las ratas expuestas a estrés crónico por inmersión en agua fría durante 50 días 

consecutivos no presentaron pérdida de peso corporal, pero la ganancia de peso 

en estos animales fue menor en comparación con los machos del grupo control. 

En la figura 18 se muestran las curvas de ganancia de peso corporal de ambos 

grupos. Se muestra la ecuación obtenida por regresión lineal, la ordenada al 

origen y el coeficiente de correlación para cada curva. El análisis estadístico 

mostró que la pendiente de la curva de ganancia del grupo de estrés es 

significativamente menor en comparación con la pendiente del grupo control 

(p<0.0001, figura 18). 
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Figura 18. Curvas del peso corporal en los machos del grupo control (línea roja) y del grupo 
sometido a estrés crónico (línea morada) durante 50 días consecutivos. El seguimiento del peso 
corporal se llevó a cabo diariamente. Cada punto representa la media ± EEM. (n=10). La pendiente 
de la curva del grupo de estrés es significativamente diferente comparada con la pendiente de la 
curva del grupo control (p<0.0001). 
 
 

10.2 PESO DE LOS TESTÍCULOS Y LAS GLÁNDULAS ACCESORIAS. 

 

Los pesos de los testículos, la próstata y las vesículas seminales fueron 

significativamente menores después de los 50 días de exposición al estrés 

crónico, al compararse con el grupo control (p<0.05; figura 19). 
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Figura 19. Peso de los testículos (A), la próstata (B) y las vesículas seminales (C) de las ratas 
control y las ratas estresadas durante 50 días consecutivos. *p<0.05 es significativamente menor 
comparado con el grupo control. Prueba t-Student. Los datos muestran la media ± EEM. (n=10). 
 
 

10.3 CONCENTRACIÓN DE CORTICOSTERONA Y TESTOSTERONA. 

 

La concentración sérica de corticosterona en los machos del grupo de estrés 

crónico fue de 465.5 ± 39.1 µg/dL, significativamente mayor a la concentración de 

la hormona en los machos del grupo control (186.2 ± 20.0 µg/dL), (p<0.05; figura 

20A). En contraste, la concentración de T resultó significativamente menor (0.21 ± 

0.06 ng/mL) en el suero de los machos expuestos a estrés crónico en 

comparación con el grupo control (2.47 ± 0.27 ng/mL) (p<0.05; figura 20B). 
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Figura 20. Concentración sérica de corticosterona (A) y testosterona (B) en las ratas del grupo 
control y del grupo expuesto a estrés crónico durante 50 días consecutivos.  Los datos expresan 
µg/dL y ng/mL, respectivamente. La concentración sérica de corticosterona resultó mayor mientras 
que la concentración de testosterona fue menor en el grupo de estrés crónico (*p<0.05). Prueba t-
Student. Los datos muestran la media ± EEM. (n=10). 

 

10.4 PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  

 

En este estudio se observó que la exposición a estrés crónico durante 50 días 

consecutivos incrementa significativamente la producción de H2O2 en el corpus del 

conducto epididimario, sin embargo, la producción de H2O2 no fue significativa en 

la región del caput y la cauda del epidídimo (p<0.05, figura 21A). Con relación a la 

producción del O2
●-, la exposición a estrés crónico por inmersión en agua fría 

indujo un incremento significativo en las tres regiones del epidídimo, en 

comparación con el grupo control (p<0.05; figura 21B). 
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Figura 21. Producción de ERO en las regiones epididimarias en animales del grupo control y del 
grupo de estrés crónico durante 50 días consecutivos. (A) La producción de peróxido de hidrógeno 
(H2O2) aumentó significativamente sólo en el corpus del epidídimo del grupo de estrés crónico. (B) 
El incremento en la producción de anión superóxido (O2●-) fue significativo en las tres regiones del 
conducto epididimario en el grupo de estrés crónico (*p<0.05). ANOVA de dos vías, seguida de 
Tukey-Kramer. Los datos muestran la media ± EEM.  
 

10.5 CONCENTRACIÓN DE PERÓXIDOS LIPÍDICOS 

 

La concentración de peróxidos lipídicos aumentó significativamente en el corpus 

epididimario, donde se obtuvo el valor de 93.4 ± 29.2 nmol/mg proteína, mientras 

que, en los machos control, el valor observado fue de 34.9 ± 3.3 nmol/mg proteína. 

El aumento en la producción de lipoperóxidos en el corpus del epidídimo se 

relaciona con el incremento en la concentración de peróxidos lipídicos en la misma 

región del conducto epididimario.  

En la cauda epididimaria de las ratas expuestas a estrés crónico, la concentración 

de peróxidos lipídicos también aumentó significativamente (88.1 ± 26.8 nmol/mg 

proteína) con respecto al grupo control (33.6 ± 2.09 nmol/mg proteína) (p<0.05; 

figura 22). El incremento en la producción de superóxido en la cauda del epidídimo 

se asocia con el aumento en la concentración de peróxidos lipídicos en la misma 

región epididimaria. 
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Figura 22. Peroxidación lipídica (LPO) en las regiones epididimarias en ratas del grupo control y del 
grupo sometido a estrés crónico durante 50 días consecutivos. La concentración de peróxidos 
lipídicos incrementó significativamente en el corpus y la cauda del epidídimo del grupo de estrés 
comparado con el grupo control (*p<0.05). ANOVA de dos vías, seguida de Tukey-Kramer. Los 
datos muestran la media ± EEM. (n= 10). 

 

10.6 CONTENIDO DE LAS ENZIMAS SOD1, CAT Y GPx-4  

 

El contenido de la enzima SOD1 disminuyó significativamente en el caput, en el 

corpus y en la cauda del epidídimo de los machos expuestos a estrés crónico 

(p<0.05; figura 23). La reducción en el contenido de la enzima SOD1 se asocia 

con el incremento en la producción de O2
●-en las tres regiones del epidídimo. Con 

respecto a las enzimas CAT y GPx-4, el contenido de ambas enzimas disminuyó 

significativamente, sólo en el corpus del epidídimo tras la exposición al estrés 

crónico (p<0.05; figura 24 y 25). La disminución del contenido de estas enzimas en 

el corpus del epidídimo se asocia con el incremento en la producción de H2O2 y 

con el aumento en la concentración de peróxidos lipídicos en la misma región. 
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Figura 23. Contenido de la enzima SOD1, en las regiones epididimarias en ratas del grupo control 
y en ratas del grupo de estrés crónico. El contenido de la enzima disminuyó en las tres regiones del 
epidídimo de los animales expuestos a estrés crónico (*p<0.05). ANOVA de dos vías, seguida de 
Tukey-Kramer. Los datos muestran la media ± EEM. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 24. Contenido de la enzima CAT, en las regiones epididimarias en ratas del grupo control y 
del grupo sometido a estrés crónico durante 50 días consecutivos. Tras la exposición al estrés se 
observó la reducción significativa de la enzima exclusivamente en el corpus del epidídimo 
(*p<0.05). ANOVA de dos vías, seguida de Tukey-Kramer. Los datos muestran la media ± EEM.  
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Figura 25. Contenido de la enzima GPx-4, en el conducto epididimario de las ratas del grupo 
control y del grupo sometido a estrés crónico durante 50 días consecutivos. Se observó la 
reducción significativa de la enzima únicamente en el corpus del epidídimo en el grupo expuesto a 
estrés crónico en comparación con el grupo control (*p<0.05). ANOVA de dos vías, seguida de 
Tukey-Kramer. Los datos muestran la media ± EEM.  
 

10.7 EXPRESIÓN DEL ARNm PARA LAS PROTEÍNAS SOD1, CAT Y GPx-4  

 

La expresión del ARNm para la proteína GPx-4 se incrementó exclusivamente en 

el corpus del conducto epididimario del grupo de estrés crónico, en tanto que, el 

ARNm para SOD1 y CAT no se modificó en las regiones epididimarias (p<0.05; 

figura 26). 
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Figura 26. Expresión de los ARNm de las proteínas SOD1 (A), CAT (B) y GPx-4 (C) en las regiones 
epididimarias en ratas del grupo control y del grupo sometido a estrés crónico durante 50 días 
consecutivos. Sólo en el corpus del epidídimo del grupo de estrés crónico se observó el incremento 
significativo en la expresión del ARNm de la enzima GPx-4 comparado con el grupo control 
(*p<0.05). ANOVA de dos vías, seguida de Tukey-Kramer. Los datos muestran la media ± EEM. 

 

10.8 ANÁLISIS ESPERMÁTICO. 

 

 El estrés crónico causó la disminución significativa de la movilidad de los 

espermatozoides.  El porcentaje de movilidad en los machos estresados fue de 

39.6 ± 1.73, mientras que en los machos del grupo control fue de 89.7 ± 1.55 

(p<0.05; figura 27A). El porcentaje de espermatozoides vivos observados en los 

machos estresados crónicamente fue de 35.2 ± 1.49, significativamente menor 

comparado con el grupo control que presentó un porcentaje del 90.8 ± 0.82 

(p<0.05; figura 27B). Con relación a la concentración espermática, resultó 

significativamente menor en los animales estresados (46.1 ± 2.02 millones de 

espermatozoides por mL) que en los animales del grupo control (102.9 ± 3.81 
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millones de espermatozoides por mL), (p<0.05; figura 27C). Con respecto a la 

morfología, el porcentaje de espermatozoides anormales fue mayor en el grupo de 

estrés crónico (9.07 ± 0.66), al obtenido en el grupo control (1.55 ± 0.35), (p<0.05; 

figura 27D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. (A) Movilidad progresiva, (B) viabilidad espermática, (C) concentración espermática y 
(D) anormalidades de los espermatozoides epididimarios en las ratas del grupo control y las ratas 
sometidas a estrés crónico durante 50 días consecutivos. Todos los parámetros fueron 
significativamente menores en el grupo de estrés, comparados con el grupo control; a excepción 
del porcentaje de anormalidades espermáticas, el cuál aumentó significativamente en el grupo de 
estrés. (*p<0.05). Prueba ji-cuadrado (X2). Los datos muestran la media ± EEM. 

 

Las anormalidades espermáticas observadas al microscopio incluyen alteraciones 

en la cabeza (cabezas en forma de globo, figura 28A; cabezas dobladas sobre el 

flagelo, figura 28 B-D y cabezas sueltas, figura 28C), alteraciones en la pieza 

media (pieza media voluminosa, figura 28D) y en el flagelo (figura 28E). 
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Figura 28. Anormalidades morfológicas de espermatozoides epididimarios. A) Espermatozoide 
normal y espermatozoide con cabeza en forma de globo; B) cabeza doblada sobre el flagelo; C) 
Cabeza suelta, espermatozoide normal y cabeza doblada sobre el flagelo; D) cabeza doblada 
sobre el flagelo y pieza media voluminosa; E) Flagelo doblado. Microscopio de campo claro, 40x. 

 

10.9 CORRELACIÓN DE LA CORTICOSTERONA CON LOS PARÁMETROS 

DE ESTRÉS OXIDANTE. 

 

Al comparar los cambios observados en la concentración sérica de la 

corticosterona con la producción de H2O2 y O2
●-, la peroxidación lipídica y el 

contenido de las enzimas antioxidantes, se observó una correlación positiva entre 

el aumento de la corticosterona sérica, debido al estrés crónico durante 50 días 

consecutivos, con el aumento en la producción de H2O2 en el corpus del 

epidídimo, con el incremento en la producción de O2
●- en el corpus, caput y la 

cauda epididimaria y con el aumento en la concentración de peróxidos lipídicos en 

el corpus y la cauda del conducto epididimario. El incremento de la corticosterona 

se correlacionó negativamente con la disminución en el contenido de la enzima 

SOD en el caput, corpus y cauda epididimaria y con la disminución del contenido 

de la enzima CAT y GPx4 en el corpus del epidídimo. La tabla 6 muestra la 

correlación entre la corticosterona y los parámetros de estrés oxidante.  
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Tabla 6. Correlación de Spearman entre el incremento en la corticosterona sérica, la producción de 

H2O2 y O2 ●-, la concentración de peróxidos lipídicos (LPO) y el contenido de las enzimas 

antioxidantes SOD1, CAT y GPx4 durante el estrés crónico por 50 días consecutivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

 

 
 
    H2O2 peróxido de hidrógeno, O2

●- anión superóxido, LPO peróxidos lipídicos. 
     SOD1 superóxido dismutasa 1, CAT catalasa, GPx4 glutatión peroxidasa 4. 
     R (p). p=nivel de significancia (2-colas)  
     ns= no significativo. 

 

10.10 CORRELACIÓN DE LA TESTOSTERONA CON LOS PARÁMETROS DE 

ESTRÉS OXIDANTE. 

 

Se observó correlación negativa entre la disminución de la T sérica, debido al 

estrés crónico durante 50 días consecutivos, con el aumento en la producción de 

H2O2 en el corpus del epidídimo, con el incremento en la producción de O2
●- en el 

caput y el corpus del epidídimo y con el aumento en la concentración de peróxidos 

lipídicos en la cauda del conducto epididimario. La disminución de la T se 

correlacionó positivamente con la reducción del contenido de la enzima SOD en el 

caput, corpus y cauda epididimaria y con la disminución del contenido de la 

enzima CAT y GPx4 en el corpus del epidídimo. La tabla 7 muestra la correlación 

entre la Ty los parámetros de estrés oxidante.  
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Tabla 7. Correlación de Spearman entre la disminución de la testosterona sérica, la producción de 

H2O2 y O2 ●-, la concentración de peróxidos lipídicos (LPO) y el contenido de las enzimas 

antioxidantes SOD1, CAT y GPx4 durante el estrés crónico por 50 días consecutivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
    H2O2 peróxido de hidrógeno, O2

●- anión superóxido, LPO peróxidos lipídicos. 
    SOD1 superóxido dismutasa 1, CAT catalasa, GPx4 glutatión peroxidasa 4. 
    R (p). p=nivel de significancia (2-colas) 
    ns= no significativo. 

 

10.11 CORRELACIÓN DE LA CORTICOSTERONA CON LA TESTOSTERONA Y 

DE LA TESTOSTERONA CON LOS PARÁMETROS DE LA CALIDAD 

ESPERMÁTICA. 

 

El aumento en la concentración de la corticosterona se correlacionó 

negativamente con la disminución de la T en los machos estresados 

crónicamente. Se observó correlación positiva entre la reducción de la T sérica 

con la disminución de la movilidad progresiva, la viabilidad y la concentración de 

los espermatozoides epididimarios. Asimismo, la disminución de T se correlacionó 

negativamente con el incremento en el porcentaje de espermatozoides anormales. 

Por otro lado, el incremento en la corticosterona correlacionó positivamente con el 
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aumento de las anormalidades en los espermatozoides (r= 0.7086, p=0.0005). La 

tabla 8 muestra la correlación de la corticosterona con la T y la T con los 

parámetros de la calidad espermática.  

 

Tabla 8. Correlación de Spearman de la testosterona sérica con los parámetros de la calidad 

espermática en los machos expuestos a estrés crónico. 

  

 

 

 

 

 

                     
             R (p). p=nivel de significancia (2-colas) 
 

11 DISCUSIÓN  

 

El paso de los espermatozoides a través de las diferentes regiones del epidídimo 

es esencial para que continúen con su maduración estructural y funcional después 

que han sido formados en el proceso de la espermatogénesis (Robaire et al., 

2006). Dicho proceso de maduración puede alterarse por efecto del estrés crónico. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el estrés causa 

alteraciones en diversos aspectos fisiológicos y reproductivos en el macho. Uno de 

esos procesos es la ganancia de peso corporal. 

 

11.1 Peso corporal 

La ganancia de peso corporal en los machos estresados de manera crónica fue 

significativamente menor a partir del día 10 y hasta el día 50 de estrés. En 

investigaciones previas (Retana-Márquez et al., 2003b; Bazhan et al., 2007; 

Solomon et al., 2007; Calvez et al., 2011; Nirupama et al., 2013; García-Díaz et al., 

2015), se observó que, en roedores sometidos a situaciones diversas de estrés, la 

ganancia de peso corporal es menor que en los machos no estresados. Este 
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efecto puede atribuirse a la CRH, pues se ha demostrado que la exposición 

prolongada a los estresores aumenta la liberación de este neuropéptido en el 

hipotálamo (Ottenweller, et al., 1992). Además de su papel neuroendocrino en la 

estimulación del eje HHA, esta hormona actúa también como un neuropéptido 

hipotalámico anorexigénico, ya que inhibe la ingesta de alimentos al inhibir la 

liberación del neuropéptido Y (NPY), el cual es orexigénico, es decir, estimula la 

ingesta de alimento (White, 1993). Dicha inhibición reduce la ingesta de alimento 

(Tempel y Leibowitz, 1994) y, como resultado, ocasiona disminución en la 

ganancia de peso corporal. Asimismo, en el núcleo paraventricular, la CRH parece 

mediar los efectos de la hormona leptina, considerada también anorexigénica, la 

cual se incrementa por efecto del estrés (Konishi et al., 2006) y, junto con la 

insulina, contribuyen a la reducción de la ingesta de alimento (González-Jiménez y 

Río-Valle, 2012). 

 

11.2 Peso de las glándulas masculinas. 

 El estrés crónico durante 50 días consecutivos también afectó los pesos de los 

testículos, la próstata y las vesículas seminales, pues éstos fueron 

significativamente menores que en los machos control. Se ha demostrado que la 

exposición continua a los estresores disminuye el peso de las gónadas, de la 

próstata y de las glándulas accesorias (Priya y Reddy, 2012; Retana-Márquez et 

al., 2014; Nirupama et al., 2013; García-Díaz et al., 2015; Ribeiro et al., 2018). El 

menor peso en los testículos puede explicarse por los efectos que el estrés tiene 

en la estructura y función de los testículos; los cuales incluyen la pérdida de 

células debido a la descamación de células germinales, las cuales son 

desprendidas del epitelio seminífero y liberadas hacia la luz de los túbulos 

seminíferos, así como apoptosis en las células testiculares, principalmente 

espermatocitos y espermátidas redondas (Juárez- Rojas et al., 2015). El bajo peso 

testicular también puede explicarse por la disminución en la concentración 

plasmática de T a causa del estrés. Esto debido a que la CRH puede inhibir 

directamente la secreción de la GnRH en el hipotálamo, mediante conexiones 

sinápticas entre las neuronas CRH del núcleo paraventricular con las neuronas 
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GnRH del APOm (Rivier y Rivier, 1986). Además, los GC secretados durante el 

estrés pueden inhibir directamente la liberación de LH en la hipófisis (Almeida et 

al.,1998), así como disminuir el receptor para LH en las células de Leydig 

(Bambino y Hsueh, 1981) y la síntesis de T en las células de Leydig, además de 

inducir apoptosis en esas células testiculares (Hardy et al., 2005). La disminución 

de T causada por el estrés crónico es responsable de la reducción del peso de las 

glándulas sexuales accesorias masculinas, debido a la disminución del área 

epitelial en la próstata y en las vesículas seminales (Retana-Márquez et al., 2014; 

Lamsaard et al., 2021), ya que esta hormona es necesaria, tanto para la 

diferenciación como el desarrollo y el adecuado funcionamiento de las glándulas 

accesorias (McAllan, 1998; Luke y Coffey 1994; Prins, 1989). 

 

11.3 Corticosterona y testosterona 

Con respecto a la respuesta de estrés, en este estudio se observó que la 

exposición crónica a la inmersión en agua fría causó el incremento significativo de 

la concentración sérica de corticosterona. Estos resultados confirman lo observado 

en trabajos previos, en los que se muestra que el estrés crónico activa al eje HHA, 

incrementando la concentración de corticosterona sérica, inhibiendo al mismo 

tiempo al eje HHT, disminuyendo en consecuencia los niveles de T en el suero 

(Retana-Márquez et al., 2003ª). En las células de Leydig, la corticosterona liberada 

durante el estrés inhibe la transcripción de genes que codifican para enzimas que 

participan en la síntesis de la T (Orr et al., 1994), como son la 3 beta-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), que cataliza la conversión de 

pregnenolona a progesterona; la 17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-

HSD), que convierte la pregnenolona en 17 hidroxipregnenolona y la 17α-

hidroxilasa/17-20 liasa, necesaria en la síntesis de hormonas sexuales (tanto 

andrógenos como estrógenos) y la enzima citocromo P450scc, la cual cataliza el 

rompimiento de la cadena lateral del colesterol (C27) para producir pregnenolona 

(C21) (Hales y Payne, 1989). La actividad de los GC en las células de Leydig 

depende del metabolismo del glucocorticoide, pues los niveles intracelulares de 

corticosteroides son regulados por la enzima 11β-hidroxyesteroide 
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deshidrogenasa en sus dos isoformas (11βHSD-1 y 11βHSD-2) (Hu, 2008b; Hardy 

et al., 2005; Hardy et al., 1997). La isoforma 11βHSD-1 dependiente de NADP+ 

/NADPH, actúa como oxidorreductasa y cataliza la conversión de la corticosterona 

en su metabolito inactivo, la 11-dehidrocorticosterona mientras que la 11βHSD-2 

es una oxidasa que convierte la corticosterona en 11-dehidrocorticosterona y es 

dependiente de NAD (Ge et al., 2005; Ge et al., 1997), por lo que es probable que 

el incremento en la concentración intracelular de glucocorticoides exceda la 

capacidad oxidativa de la 11βHSD-1 durante el estrés y se relacione con la 

disminución de la concentración plasmática de T. Además, es importante 

considerar que la exposición continua a la corticosterona induce apoptosis en las 

células de Leydig (Hu, 2008ª; Gao et al., 2002; Gao et al., 2003), lo que 

contribuiría a la disminución en la síntesis de T testicular. 

 

11.4 ERO y sistema antioxidante 

El incremento en la concentración de glucocorticoides durante la respuesta de 

estrés puede inducir estrés oxidante. Esto se debe a que la corticosterona puede 

causar la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, lo que permite que el 

citocromo C y otras proteínas se filtren de las mitocondrias, la cadena respiratoria 

mitocondrial se desacopla de la síntesis de ATP, lo que genera ERO (Loeffler y 

Kroemer, 2000) y se activan las caspasas, lo que desencadena la apoptosis (Gao 

et al., 2003; Green y Reed, 1998).  

En el trabajo presente, los resultados muestran un aumento significativo en la 

producción de H2O2 exclusivamente en el corpus del epidídimo de los machos 

estresados crónicamente. Estos resultados difieren parcialmente de lo reportado 

por Dhanabalan et al. (2011), quienes observaron aumento en la producción de 

H2O2 en las tres regiones del epidídimo en ratas sometidas a estrés por 

inmovilización. En aquel estudio solamente se evaluó la actividad de las enzimas 

CAT y SOD, a diferencia de este trabajo, en el que se cuantificó el contenido de 

CAT, SOD y GPX4, además del ARNm para dichas enzimas. Observamos que el 

contenido de CAT y GPx-4 disminuyó sólo en el corpus del epidídimo, lo que 

concuerda con el incremento en la producción de H2O2, así como con el aumento 
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en la concentración de peróxidos lipídicos en la misma región. Aunado a lo 

anterior, la expresión del ARNm para la proteína GPx-4 fue mayor en el corpus del 

epidídimo, lo que podría deberse a un posible mecanismo genético de 

compensación ante el aumento de H2O2 asociado con el menor contenido de esta 

enzima en el corpus. Sin embargo, la expresión del ARNm para la CAT no se 

modificó en ninguna región epididimaria. Se ha reportado que esta enzima se 

encuentra en bajas concentraciones en todo el epidídimo (Vernet et al., 2004). Por 

lo tanto, el que el H2O2 solamente aumentara en el corpus y no en el caput y la 

cauda, podría explicarse por la presencia de otras enzimas o isoformas 

antioxidantes que disminuyen el H2O2 en esas regiones del conducto epididimario. 

Tal es el caso de la isoforma 3 de la enzima GPX, presente principalmente en la 

región caudal (Schwaab et al., 1998), así como la isoforma 5, que se expresa en 

las células principales de la región cefálica del epidídimo (Ghyselinck et al.,1990; 

Lefrancois et al., 1993) y la familia de las enzimas peroxirredoxinas en sus 

isoformas 1-4 y 6 presentes en el caput y la cauda del epidídimo (O’Flaherty, 

2014; O’Flaherty y de Souza, 2011). La presencia de estas enzimas antioxidantes 

podría explicar la diferencia en los resultados con el trabajo de Dhanabalan et al. 

(2011), que reportan incremento de H2O2 en las tres regiones del epidídimo.  

En cuanto a la producción de O2
●-, los resultados del presente trabajo mostraron 

incremento significativo de esta ERO en las tres regiones del epidídimo. Este 

incremento de O2
●- se asocia con la reducción en el contenido de SOD1 en las tres 

regiones epididimarias. No obstante, la expresión del ARNm para SOD1 no se 

modificó.  Lo anterior sugiere que la exposición a estrés crónico por inmersión en 

agua fría podría disminuir las estrategias de defensa del sistema antioxidante del 

epidídimo ante el incremento del O2
●-. Asimismo, se ha sugerido que el aumento 

en los niveles de esta ERO podría, a su vez, disminuir la actividad de la enzima 

SOD e inactivar a la enzima CAT, contribuyendo así a la generación de estrés 

oxidante en el epidídimo (Kono y Fridovich, 1982). 

 

11.5 Peróxidos lipídicos 

El aumento en la producción de H2O2 en el corpus del epidídimo observado en 
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este trabajo, se asocia con el incremento en la concentración de peróxidos 

lipídicos en la misma región del conducto epididimario, mientras que el incremento 

en la producción de O2
●-, tanto en el corpus como en la cauda epididimaria se 

relaciona con el aumento en la concentración de peróxidos lipídicos en las mismas 

regiones. El hecho de que los peróxidos lipídicos no se hayan incrementado en el 

caput, podría deberse a la presencia de otras defensas antioxidante que atenúan 

al O2
●-.  

 

11.6 Calidad espermática 

Con respecto al análisis de los espermatozoides epididimarios, se observó que el 

estrés crónico por inmersión en agua fría afectó la calidad de los espermatozoides 

de la cauda del epidídimo, debido a que su concentración fue menor, lo mismo 

que su movilidad y su viabilidad, además de que el porcentaje de anormalidades 

fue mayor. Lo anterior puede deberse a la elevada concentración de 

corticosterona, así como a la disminución en la T sérica, debido al estrés crónico. 

La reducción en la concentración de los espermatozoides epididimarios puede 

deberse a la disminución de la T, ya que, en los testículos la T es necesaria para 

la conversión de espermátidas redondas a elongadas durante la espermiogénesis. 

Al disminuir la T las espermátidas redondas se desprenden prematuramente 

(O´Donnell et al., 1996). Si la diferenciación de espermátidas redondas a 

elongadas se ve afectada podría repercutir en la liberación de los 

espermatozoides al lumen del epitelio seminífero, en su transporte y en su proceso 

de maduración en el conducto epidídimario, y con ello disminuiría la concentración 

de espermatozoides en la región caudal del epidídimo. Otra posibilidad, es la 

generación de procesos apoptóticos, mediante la activación de las vías intrínseca 

y extrínseca de la apoptosis, inducidos por el estrés en las células germinales 

testiculares, como se ha reportado en estudios previos, y que han relacionado la 

baja concentración espermática con la disminución de la T (Juárez-Rojas et al., 

2015). Estos mecanismos apoptóticos, cuya finalidad es eliminar espermatozoides 

con daño oxidante, podrían contribuir a la baja concentración espermática. La 

disminución de la viabilidad espermática podría explicarse también por el 
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desencadenamiento de mecanismos apoptóticos causados por el aumento de 

H2O2 y O2
●-.  

Adicionalmente, la fuga de e- activa la vía intrínseca de la apoptosis, que comienza 

con la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y termina con la ruptura de 

la cadena de ADN y la muerte celular (Aitken et al., 2012).  La activación continua 

del fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) evita que los espermatozoides entren en la vía 

apoptótica intrínseca (Koppers et al., 2011). Cuando la actividad de la PI3K es 

inhibida, los espermatozoides entran, por defecto, en una cascada apoptótica que 

se caracteriza por una rápida pérdida en la movilidad, la generación de ERO 

mitocondriales, la activación de caspasas en el citosol, la unión de la anexina V a 

la superficie celular, y daño oxidante del ADN (Koppers et al., 2011). 

Con relación a la disminución en la movilidad, ésta puede deberse al aumento en 

la concentración plasmática de corticosterona, la cual puede generar la producción 

de ERO y peroxidación lipídica en la membrana de los espermatozoides 

(Dhanabalan et al., 2011). Los aldehídos generados en la peroxidación lipídica 

como el 4-hidroxinonenal (4HNE) (Walters et al., 2018) desregula a las moléculas 

relacionadas con las vías bioenergéticas para la síntesis de ATP en los 

espermatozoides, así como los componentes estructurales y de señalización 

asociados a la movilidad (Nowicka-Bauer, y Nixon, 2020). El 4HNE puede unirse, 

mediante enlaces covalentes, a las enzimas relacionadas con la producción de la 

energía en la movilidad de los espermatozoides, tales como las enzimas 

glucolíticas fosfofructocinasa (PFKP), aldolasa A, fructosa-bisfosfato aldolasa, 

fosfoglicerato cinasa (PGK), piruvato cinasa (PKM), la cadena C de la lactato 

deshidrogenasa (LDHC)]; las enzimas involucradas en el ciclo de Krebs malato 

deshidrogenasa 2, la nicotinamida adenina dinucleótido (NAD) mitocondrial (Baker 

et al., 2015), en la cadena de transporte de e- la subunidad A de la Succinato 

deshidrogenasa (SDHA) (Aitken et al., 2012), el complejo III o citocromo bc1; 

enzimas de la beta-oxidación, amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH), la acil 

coenzima A sintetasa de cadena larga (ACSL1), la acetil coenzima A 

acetiltransferasa 1 (ACAT1)] y a la proteína transportadora mitocondrial 

SLC25A31, involucrada en el intercambio de ADP citoplasmático por ATP 
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mitocondrial (Baker et al., 2015). Lo anterior reduciría el ATP intracelular y 

disminuiría la frecuencia del batido flagelar en los espermatozoides. Además, el 

4HNE puede formar aductos con la proteína tubulina, con varios miembros de la 

familia de la proteína dineína DNAH5, DNAH17, DNALI1 (cuya función de ATPasa 

es necesaria para el batido flagelar mediante el deslizamiento alternado de 

microtúbulos en toda la longitud del flagelo), con las proteínas de anclaje a la 

cinasa A (AKAP4 y AKAP3) y con la proteína PKA (Baker et al., 2015) importantes 

en la organización estructural de la vaina fibrosa, la cual regula la flexibilidad y la 

forma del batido flagelar de los espermatozoides (Eddy, 2003). Lo anterior se 

relaciona con la disminución en la fosforilación de residuos de tirosina en las 

AKAPS y en la fosforilación de la proteína motora dineína (Baker et al., 2015) 

En los espermatozoides, las enzimas SOD y GPx son los componentes principales 

del sistema enzimático antioxidante (Storey, 1997). La GPx requiere de GSH para 

reducir el H2O2 en H2O. El GSH es el donador de equivalentes reductores, así la 

reducción del H2O2 en H2O y la oxidación de GSH a GSSG ocurren 

simultáneamente La GSSG es reducida por la enzima intracelular glutatión 

reductasa, la cual, utiliza NADPH (proporcionado en la vía de las pentosas fosfato 

en su fase oxidativa) como cofactor. En la vía de las pentosas fosfato la enzima 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) cataliza la primera reacción de la fase 

oxidativa (Königsberg, 2008). El aumento en la producción de H2O2 inhibe la 

síntesis de la G6PD. La inhibición de la G6PD por el H2O2 genera la disminución 

de la disponibilidad de NADPH y cambios rápidos en las concentraciones de GSH 

y GSSG y, con ello, alteraciones en el ambiente oxidorreductor (Königsberg, 

2008). Lo anterior puede disminuir las defensas antioxidantes de los 

espermatozoides y aumentar la peroxidación de los fosfolípidos de membrana 

(Griveau et al., 1995; Storey, 1998). Esto es importante porque el análisis de  

muestras de semen de pacientes sanos, pero con diferente porcentaje de 

espermatozoides móviles después de 1 hora: baja motilidad (n = 51) y alta 

motilidad (n = 56), mostró que la actividad de la G6PD fue 52 % más baja en el 

grupo de baja movilidad en comparación con la del grupo de alta movilidad; 

además, la concentración de malondialdehído (MDA) fue 12 % más alto en el 
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grupo de baja movilidad en comparación con el grupo de alta movilidad 

(Kurkowska et al., 2020). Estos hallazgos refuerzan la importancia del estrés 

oxidante en las alteraciones funcionales y morfológicas de los espermatozoides. 
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12 CONCLUSIÓN  

 

El estrés crónico por inmersión en agua fría genera estrés oxidante en el 

epidídimo, mostrado por el aumento diferencial de las especies reactivas de 

oxígeno en el caput, el corpus y la cauda, y que está asociado a la reducción en el 

contenido de las enzimas epididimarias SOD, CAT y GPx4. La disminución en el 

contenido de estas enzimas antioxidantes no se debe a la disminución en la 

expresión de los genes que codifican para su síntesis, ya que no hubo cambios en 

el ARNm. Es posible que el menor contenido de las enzimas antioxidantes se 

deba a alteraciones en su síntesis o a alteraciones postraduccionales. El estrés 

oxidante observado correlaciona con el aumento de la corticosterona sérica, así 

como con la disminución de la T sérica, lo que trae como consecuencia, la 

reducción de la calidad espermática. Estos resultados muestran que el estrés 

crónico es un factor que puede contribuir a la infertilidad masculina. 
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