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RESUMEN 

Numerosos informes sugieren que la capacidad reproductiva masculina se ha 

deteriorado en las últimas seis décadas. Este deterioro puede ser atribuido, en parte, 

a diversos estresores que pueden causar disminución de la calidad y la cuenta 

espermática, así como la libido, afectando así la salud reproductiva. 

Entre las consecuencias del estrés en el sistema reproductor masculino está el 

aumento en la generación de especies reactivas del oxígeno (ERO), que en altas 

concentraciones se relacionan con la baja calidad de los espermatozoides y con la 

infertilidad masculina. Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar los efectos 

del estrés agudo y crónico en la respuesta antioxidante del testículo de la rata adulta, 

así como en la calidad de los espermatozoides de la cauda del epidídimo. 

En este estudio se utilizó el modelo de estrés por inmersión en agua fría en 

ratas, ya que ha mostrado ser un activador eficaz del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal 

(HHA) capaz de causar un incremento en las concentraciones plasmáticas de 

corticosterona, así como un decremento en las de testosterona. Para investigar el 

efecto del estrés crónico se evaluó el peso corporal y el peso testicular; se estudiaron 

las concentraciones de la corticosterona y testosterona. Asimismo, se evaluó la 

producción de ERO, la actividad de la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la 

glutatión peroxidasa (GPx), así como el contenido de las enzimas SOD1, catalasa y 

GPx-4 y el daño a los lípidos en el testículo. Por último, se evaluó la movilidad, la 

viabilidad, la cuenta y la morfología espermática. 
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Los resultados obtenidos muestran que en las ratas sometidas a estrés agudo 

la corticosterona fue mayor en el tiempo 0 y fue menor a las 6 y 12 horas. La 

testosterona no se modificó en ninguno de los tiempos estudiados. La producción de 

ERO fue mayor únicamente a las 6 horas posteriores a la exposición al estresor, 

mientras que las actividades de las enzimas SOD, catalasa y GPx no se modificaron, 

tampoco el contenido de las enzimas SOD1, catalasa y GPx-4. La peroxidación 

lipídica y los parámetros de la calidad espermática no se modificaron. 

El estrés crónico causó menor aumento de peso corporal a partir del día 14 y 

hasta los 50 días de estrés. El peso testicular absoluto fue menor en las ratas 

estresadas durante 50 días. Las concentraciones de corticosterona fueron elevadas 

en los días de estrés evaluados, mientras que las concentraciones de testosterona 

se redujeron. La producción de ERO fue mayor con la exposición al estrés crónico. El 

contenido de la SOD1 no se modificó, pero la actividad total de la enzima fue menor. 

El contenido de la catalasa se mantuvo sin cambios durante el estrés crónico y su 

actividad presentó fluctuaciones, ya que fue mayor a los 20 días de estrés y menor 

en los animales estresados por 40 y 50 días. Respecto al contenido de la GPx-4, 

éste fue menor a los 20 días de estrés crónico y la actividad total de la GPx fue 

menor en los tiempos estudiados de estrés crónico. Por otro lado, las 

concentraciones de hidroperóxidos lipídicos fueron elevadas con el estrés crónico. 

En cuanto a la calidad de los espermatozoides, la movilidad total, la viabilidad de los 

espermatozoides y la cuenta espermática fueron menores, mientras que el 

porcentaje de los espermatozoides anormales fue mayor en todos los grupos de 

estrés. 
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El aumento en la concentración plasmática de corticosterona se correlacionó 

negativamente con la disminución de la testosterona, con las actividades de la SOD y 

GPx, y de manera positiva con la generación de ERO y con el daño a los lípidos en 

los tres tiempos estudiados. Asimismo, la actividad de la catalasa aumentó a los 20 

días de estrés y disminuyó a los 50 días. A su vez, la reducción en la concentración 

sérica de la testosterona se correlacionó negativamente con las anormalidades 

morfológicas y positivamente con la movilidad total, la viabilidad y la cuenta 

espermática. 

Estos resultados indican que durante el estrés agudo existe una regulación del 

estado redox en los testículos, ya que no se observa ningún efecto perjudicial. Por el 

contrario, durante el estrés crónico el equilibrio redox se pierde por la disminución de 

la actividad enzimática, aunque su contenido no haya sido modificado. Es probable 

que el cambio en las concentraciones hormonales influya en la pérdida del equilibrio 

del estado redox y repercuta en la calidad espermática.  
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ABSTRACT 

Several reports suggest that male reproductive capacity has steadily 

deteriorated over the last six decades. This deterioration can be attributed in part to 

several stressors that cause decrease on count and quality sperm as well as libido, 

which affects reproductive health. 

Among consequences by stress in male reproductive system is the increase of 

the reactive oxygen species (ROS) production, since high ROS levels are related to 

low sperm quality and male infertility. Therefore, the aim of this work was to evaluate 

the effects of acute and chronic stress on the antioxidant response of the adult rat 

testis, as well as the quality of sperm obtained from cauda epididymis. 

In this study the stress model by cold-water immersion in male rats was used, 

since it has been proved as an effective activator of the hypothalamic-pituitary-

adrenal (HPA) axis, which can cause a significant increase in plasma levels of 

corticosterone and decrease in testosterone. To investigate the effect of chronic 

stress, body and testicular weight were assessed; serum levels of testosterone and 

corticosterone were evaluated. ROS production, superoxide dismutase (SOD), 

catalase and glutathione peroxidase (GPx) activities were estimated. SOD1, catalase 

and GPx-4 content, as well as damage to lipids were measured in testis. Finally, 

motility, viability, count and morphology sperm were assessed. 

The results show that acute stress caused an immediate increase in serum 

corticosterone levels and decreased at 6 and 12 h. Testosterone levels did not 

change in any of times studied. ROS production increased 6 h after the exposure to 
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the stressor, while the activity of the antioxidant enzymes SOD, catalase and GPx did 

not change, nor the content of SOD1, catalase and GPx-4. Lipid peroxidation did not 

change and the sperm quality was not affected. 

Chronic stress caused less body weight gain from day 14 until day 50 of stress. 

Absolute testicular weight was lower in stressed rats by 50 days. Corticosterone 

levels were higher, while testosterone levels reduced. ROS production was higher in 

chronically stressed males. SOD1 content remained unchanged, but SOD total 

activity was lower compared with controls. Catalase content did not modify during 

chronic stress and its activity was greater at day 20 and lower at days 40 and 50. 

Regarding GPx-4 content, it was less at day 20 of chronic stress and GPx total 

activity was lower than in controls. Also, the levels of lipid hydroperoxides were 

elevated with chronic stress. Sperm quality, total motility, viability, and count sperm 

were lower, while the percentage of sperm abnormalities was higher in all stressed 

groups. 

Corticosterone levels correlated negatively with low testosterone and with SOD 

and GPx activities. Conversely, corticosterone correlated positively with ROS 

generation and lipid damage in all periods of chronic stress. Catalase activity had an 

initial increase at day 20 and then decreased at day 50 of stress. Testosterone levels 

correlated negatively with the morphological abnormalities in sperm, and positively 

with total motility, viability and count sperm. 

These results show a regulatory mechanism of redox state in testis, which 

turns on during acute stress, as no adverse effects were observed. Conversely, 

during chronic stress the redox balance is lost due to the reduction in enzymatic 
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activity, although its content does not modify. Possibly, changes in hormone levels 

influence redox state balance, disrupting sperm quality. 
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ABREVIATURAS 

•OH Radical hidroxilo 
17β-HSD 17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
3β-HSD 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
A1, A2, A3, A4 Tipos de espermatogonias A 
ACTH Adrenocorticotropina 
AMPc Adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico 
ANOVA Análisis de varianza 
AVP Arginina-vasopresina 
BCA Ácido bicinconínico 
BSA Albúmina sérica bovina 
CRH Hormona liberadora de corticotropinas 
Cu/Zn o SOD1 Superóxido dismutasa 1 
DCF Diclorofluoresceína 
DCFH-DA 2’,7’-diclorofluorescina 
DE Desviación estándar 
DTT Ditiotreitol 
E Epinefrina 
ERN Especies reactivas del nitrógeno 
ERO Especies reactivas del oxígeno 
Fe/Mn o SOD 2 Superóxido dismutasa 2 
FSH Hormona estimulante de los folículos 
GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas 
GPx Glutatión peroxidasa 
GSH Glutatión 
GSSG Glutatión oxidado 
H2O2 Peróxido de hidrógeno 
H2SO4 Ácido sulfúrico 
HHA Hipotálamo-hipófisis-adrenal 
HHT Hipotálamo-hipófisis-testículo 
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 
INT Cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5- fenil tetrazolio 
KMnO4 Permanganato de potasio 
LH Hormona luteinizante 
MAPK Proteína cinasa activada por mitógenos 
NaCl Cloruro de sodio 
NaCl 0.9% Solución Salina 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 
NADPH 
oxidasa/NOX 

Nicotinamida adenina dinucleótido oxidasa 

NE Norepinefrina 
NF-κB Factor nuclear kappa B 
NO● Óxido nítrico 
NO●

2 Radical dióxido de nitrógeno 
O2

●- Radical superóxido 
OONO- Peroxinitrito 
PKA Proteína cinasa A 
PKC Proteína cinasa C 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PVDF Difloruro de polivinilideno 
PVN Núcleo paraventricular 
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R● Radical lipídico 
RO● Radical alcoxilo 
ROH Hidroperoxido lipídico reducido a alcohol 
ROO● Radical peroxilo 
ROOH Hidroperóxido lipídico 
SDS Dodecil sulfato de sodio 
SOD Superóxido dismutasa 
SOD-Ex Superóxido dismutasa 3 
SSA Sistema simpato-adenomedular 
StAR Proteína de regulación de la esteroidogénesis aguda del transporte del 

colesterol 
TBS Solución salina tamponada con Tris 
TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilenediamina 
XOD Xantina oxidasa 
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1 INTRODUCCIÓN 

Durante la evolución, los organismos desarrollaron una estrategia eficaz para 

afrontar las situaciones adversas a las que estuvieron sometidos constantemente. A 

esta estrategia se le conoce como respuesta de estrés, en donde las situaciones 

desfavorables originan cambios en el sistema neuroendocrino, en la conducta y en el 

sistema reproductivo, entre otros. 

La respuesta de estrés se produce ante una amenaza, real o imaginaria, como 

un mecanismo que permite al organismo restablecer la homeostasis. Esta respuesta 

es necesaria y crucial para la supervivencia de los individuos; sin embargo, las 

situaciones adversas, también conocidas como estresores, pueden comprometer el 

estado de salud de los mismos. Las consecuencias patológicas que se producen por 

los estresores en los humanos, así como los mecanismos implicados en la aparición 

de dichas patologías, no se han determinado con precisión. Por lo tanto, la 

investigación científica utiliza modelos animales como una herramienta 

imprescindible para ayudar a dilucidar distintos parámetros conductuales, biológicos, 

físicos, químicos, bioquímicos, proteómicos y moleculares, relacionados con las 

alteraciones producidas por los estresores. 

A menudo, los estresores aplicados suelen ser físicos, como los choques 

eléctricos en las patas [Bhattacharya et al. 2001; Uysal et al. 2005], el nado forzado 

[Mingoti et al. 2003; Saki et al. 2009], la exposición al frío o al calor extremos [Sahin y 

Gumuslu 2007b; Tsopanakis y Tesserommatis 1991] y la inmovilización [Dong et al. 
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2004; Nadeem et al. 2006; Sahin y Gumuslu 2007a; Sarumathi y Saravanan 2012]. 

Sin embargo, es importante considerar que algunas de estas situaciones no siempre 

se presentan en los humanos, ya que en las sociedades la mayoría de las 

situaciones estresantes son de origen psicosocial o psicológico. Ya sea que los 

estresores sean físicos y/o psicológicos, otro factor a considerar es el tiempo de 

exposición al estresor en relación a los efectos desfavorables que producen. La 

periodicidad del estresor es una condición elemental al momento de promover una 

sintomatología propia de cada enfermedad. Considerando estos aspectos, se han 

desarrollado modelos de estrés físico y/o psicológico en animales [Campos et al. 

2013; Caso et al. 2008; Foa et al. 1992], que tratan de imitar estresores que posean 

validez y mimeticen signos conductuales y biológicos que surgen en las 

enfermedades relacionadas con el estrés en los humanos. 

En esta línea, se utilizó el modelo de inmersión en agua fría en ratas macho, 

en el que los animales se sometieron a estrés colocándolos en agua a 15 ºC durante 

15 minutos [Retana-Marquez et al. 2003a; Retana-Marquez et al. 2003b]. En este 

contexto, existen datos que señalan la importancia de la combinación de estresores 

de origen físico, como es la temperatura baja del agua y estresores psicológicos, que 

se relacionan con la imposibilidad de poder escapar. Por lo tanto, la exposición 

continua de los sujetos al agua fría en este modelo constituye una fuente de estrés 

crónico, inescapable e incontrolable [Koolhaas et al. 2011]. 

El trabajo que aquí se presenta, aporta datos que se consideran de interés en 

la comprensión de los mecanismos biológicos implicados en la respuesta de estrés y 
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sus consecuencias sobre la fisiología reproductiva de los machos. Este conocimiento 

podría ser útil para desarrollar estrategias eficaces para reducir el impacto de los 

efectos del estrés en la salud reproductiva masculina. 

1.1 CONCEPTO DE ESTRÉS 

En el estudio de la fisiología del estrés, Walter Cannon y Hans Selye aportaron 

ideas y datos clave sobre el concepto y la fisiología de la respuesta de estrés. 

Cannon se centró en los mecanismos adaptativos del organismo, introduciendo el 

término “homeostasis” para referirse a los procesos fisiológicos coordinados que 

operan para mantener constantes la mayoría de los estados del organismo. Para 

Cannon, existe un equilibrio entre los distintos componentes fisiológicos del individuo 

y ante las desviaciones del mismo, el organismo pone en marcha una serie de 

mecanismos homeostáticos compensatorios para restaurar dicho equilibrio y proteger 

al organismo ante diversas circunstancias adversas. Así, el concepto de estrés fue 

descrito por vez primera como una reacción de emergencia que ayuda al organismo 

a movilizar energía para preparar una respuesta de lucha o huida ante una situación 

de peligro [Cannon 1929]. Cannon enfatizó la importancia del sistema simpático y 

descubrió que ante un evento estresante la médula adrenal secreta epinefrina (E) y 

norepinefrina (NE). 

Hans Selye se interesó por la problemática del estrés, considerándolo no solo 

como un proceso fisiológico de adaptación, sino también como un estado que, al 

prolongarse en el tiempo, puede acabar produciendo enfermedades. Selye con sus 

experimentos descubrió que ante una situación de estrés la corteza adrenal libera 
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glucocorticoides a la circulación sanguínea [Selye 1936]. A partir de las 

contribuciones de Selye, se atribuyó un papel clave a las glándulas adrenales en la 

respuesta de estrés. 

Selye desarrolló el concepto denominado “síndrome general de adaptación”, 

que dividió en 3 fases. En la primera fase o de reacción de alarma se da una 

respuesta fisiológica rápida y enérgica ante la amenaza, liberándose E y NE a la 

circulación sanguínea. En la segunda fase, también llamada de resistencia, si la 

situación amenazante persiste, el objetivo del organismo es asegurarse de la 

distribución paulatina de los recursos para que éstos no se agoten y poder seguir 

haciendo frente a la situación amenazante. En esta fase, la respuesta fisiológica 

predominante es la liberación de los glucocorticoides al flujo sanguíneo, a la vez que 

el organismo inhibe los procesos que no son inmediatamente necesarios para la 

supervivencia. En la tercera fase o estado de agotamiento, se produce cuando el 

estresor tiene cierta magnitud y se prolonga en el tiempo, perdiéndose la capacidad 

de adaptación del organismo. Ésta conllevaría a la aparición de enfermedades que 

Selye denomino como “enfermedades de la adaptación” [Selye 1952]. 

El estrés se definió originalmente como una respuesta no específica del 

organismo a cualquier estímulo nocivo. Por lo general, el término estrés suele 

utilizarse para referirse a la situación en la cual los estímulos estresantes provocan 

una respuesta del organismo frente a éstos [Sapolsky et al. 2000]. Un estresor es un 

estímulo que amenaza la homeostasis, es decir, que ejerce un desajuste en el 

organismo; y la respuesta de estrés, que se produce ante una amenaza como un 
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mecanismo que permite al organismo restablecer su equilibrio fisiológico [Johnson et 

al. 1992]. 

Actualmente, el término estrés se considera como una percepción cognitiva de 

incontrolabilidad y/o impredecibilidad que se expresa en una respuesta fisiológica y 

de comportamiento [Koolhaas et al. 2011]. Así, los términos de "estrés" y "estresor" 

deben limitarse a las condiciones y estímulos donde la previsibilidad y/o la 

controlabilidad están en juego. La imprevisibilidad se caracteriza por la ausencia de 

una respuesta anticipada y la pérdida del control se refleja por un retraso en la 

recuperación de la respuesta y, por la presencia de un perfil típico neuroendocrino. 

Por lo tanto, es importante no considerar de manera aislada la naturaleza de un 

estímulo aversivo que pueda llevar a desencadenar una patología; se debe 

considerar la intensidad del estímulo así como el grado en el que éste puede 

predecirse y controlarse [Koolhaas et al. 2011; Weiss 1972a; b]. 

1.2 RESPUESTA NEUROFISIOLÓGICA DEL ESTRÉS 

En términos generales, cuando el cerebro de un animal percibe un evento 

como potencialmente peligroso, comienza una serie de cambios, tanto conductuales 

como neurofisiológicos [Tsigos y Chrousos 1994]. La respuesta neurofisiológica del 

estrés está enfocada en cubrir las necesidades de un organismo que debe hacer 

frente a un evento estresante y el principal requerimiento es el energético [McEwen y 

Stellar 1993]. Cuando un animal ve su vida amenazada, su prioridad es la 

supervivencia inmediata. Una vez que el cerebro ha recibido la información sensorial, 

si ésta es evaluada como una situación amenazante o estresante se desencadena 
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una respuesta neuroquímica, fisiológica y conductual que es modulada por el sistema 

límbico. La activación de los sistemas noradrenérgico, dopaminérgico y 

serotoninérgico cerebrales es crucial en la respuesta de estrés. 

1.2.1 Componentes del circuito neuroendocrino de la respuesta de estrés 

La respuesta de estrés implica la activación de diversos mecanismos en el 

sistema nervioso central y en el sistema nervioso periférico. Los componentes 

centrales se localizan en el hipotálamo y en el tronco del encéfalo e incluyen 

neuronas parvocelulares, neuronas productoras de arginina vasopresina (AVP) del 

núcleo paraventricular (PVN) del hipotálamo, neuronas productoras de la hormona 

liberadora de corticotropinas (CRH), el locus coeruleus y otros grupos celulares 

localizados en el bulbo raquídeo y la protuberancia, en su mayoría noradrenérgicos. 

Los componentes periféricos que participan en la respuesta de estrés incluyen los 

elementos periféricos del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HHA), las vías eferentes 

del sistema simpático-adrenomedular y los componentes del sistema parasimpático. 

El eje HHA es vital para el desarrollo de la respuesta de estrés a nivel central. 

Este eje está regulado por la CRH y la AVP. Estos neuropéptidos se secretan hacia 

los vasos portales donde son transportados hacia la adenohipófisis y promueven la 

síntesis de proopiomelanocortina para liberar a la circulación los péptidos que de ella 

se originan, entre ellos la adrenocorticotropina (ACTH) [Feldman 1997]. La AVP no 

estimula la síntesis de ACTH por sí misma, pero sí presenta una débil actividad sobre 

su liberación, ya que interacciona con la CRH para potenciar la secreción de ACTH 

[Antoni 1993]. A pesar de que las neuronas productoras de la CRH expresan también 
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AVP, la cantidad de AVP que se sintetiza es generalmente baja. Una vez que la 

ACTH se libera a la circulación periférica, activa la corteza suprarrenal provocando 

un aumento transitorio de las concentraciones circulantes de glucocorticoides 

[Andreis et al. 1992], fundamentalmente cortisol en los seres humanos y otros 

primates o corticosterona en ratas y ratones [Eacker et al. 2008; Vale et al. 1981]; 

estos corticosteroides llegan a todos los tejidos facilitando la coordinación entre el 

cerebro y sus efectos a nivel periférico [de Kloet 2005]. La retroalimentación negativa 

mediada por los glucocorticoides se ejerce a nivel de la hipófisis y del hipotálamo 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Eje hipotálamo-hipófisis-adrenal. 
Los principales sitios para el control de 
realimentación negativa por la corticosterona 
en plasma son la glándula hipófisis (1) y el 
centro de liberación de corticotropina 
hipotalámica (2). ACTH, hormona 
adrenocorticotrópica; AVP, vasopresina; CRH, 
hormona liberadora de corticotropinas; PVN, 
núcleo paraventricular. (Tomada y modificada 
de [Lightman y Conway-Campbell 2010]). 
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La activación del eje HHA por períodos cortos es esencial para las funciones 

vitales de un organismo; sin embargo, la hiperactivación constante de este circuito es 

desfavorable para el individuo y puede causar diversas patologías [Sapolsky et al. 

2000]. Cambios en el estado fisiológico junto con las respuestas del comportamiento, 

tales como la inhibición de actividad reproductiva, el aumento de la ansiedad y los 

cambios en la alimentación caracterizan el estado de emergencia [Wingfield et al. 

2001]. Cuando un organismo entra en esta etapa, se encienden mecanismos para 

promover estrategias de supervivencia [McEwen y Stellar 1993]. Por esta razón, los 

niveles circulantes de glucocorticoides son utilizados como indicadores de estrés 

[Romero 2004]. 

1.3 CLASIFICACIÓN DE LOS ESTRESORES 

La respuesta de estrés depende de la calidad del estímulo, de la intensidad y 

la duración, así como de la constitución y el estado del organismo [De wied 1980]. 

Los estresores pueden ser físicos, psicológicos o metabólicos [Pacak et al. 1998; 

Tilbrook et al. 2000; Van de Kar y Blair 1999]. Los estresores utilizados en la 

investigación a menudo son mixtos. El estrés por inmersión en agua fría combina el 

estrés físico, que causa fatiga muscular, y el estrés psicológico, debido a la pérdida 

de la esperanza de poder escapar del estresor [Retana-Marquez et al. 2003a; 

Retana-Marquez et al. 1996]. 
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Los estresores también se clasifican de acuerdo con la duración en agudo y 

crónico. El estrés agudo produce una respuesta intensa, rápida y a veces violenta. El 

estrés agudo se limita a los casos en donde existe una exposición única ante una 

situación estresante y tiene un tiempo de duración desde segundos hasta horas 

[Pacak et al. 1998]. El estrés crónico se origina por la frecuencia con la que un 

individuo se expone al estresor. Si la exposición es mayor a seis horas y se extiende 

a varios días se considera estrés crónico [Retana-Marquez et al. 1998], incluso la 

exposición al estresor puede ser durante años. La activación crónica del sistema de 

estrés puede inducir efectos perjudiciales para los organismos, tales como trastornos 

reproductivos, gastrointestinales, inmunológicos y de conducta [Stratakis y Chrousos 

1995]. 

La respuesta de estrés prolongada representa un estado de estrés crónico 

causado por el estrés intenso, los individuos estresados se exponen continuamente a 

los glucocorticoides y E liberados por las glándulas suprarrenales. Así, se considera 

que la liberación prolongada de glucocorticoides desempeña un papel fundamental 

en los procesos nocivos para los individuos [Kyrou y Tsigos 2009], ya que se 

relaciona con el aumento de la susceptibilidad a desarrollar enfermedades 

cardiovasculares y metabólicas [Bjelakovic et al. 2010; Sapolsky et al. 2000]. El 

estrés crónico es considerado un factor de riesgo para desarrollar enfermedades 

crónico-degenerativas [McEwen y Wingfield 2003; Stratakis y Chrousos 1995] e 

inhibir las funciones reproductivas masculinas de los mamíferos, incluyendo a los 

humanos [Almeida et al. 2000]. 
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1.4 SISTEMA REPRODUCTOR MASCULINO 

El sistema reproductor masculino consta de los testículos, el epidídimo, el 

conducto deferente, las vesículas seminales y la próstata. Los testículos tienen dos 

funciones bien diferenciadas: (1) en las células de Leydig se sintetizan los 

andrógenos requeridos para el mantenimiento de las funciones reproductivas 

masculinas, siendo la testosterona la más importante de estas hormonas [Hu et al. 

2008; Payne y Hales 2004] y (2) la producción de espermatozoides en asociación 

con las células de Sertoli dentro de los túbulos seminíferos [Kerr 1992]. La 

integración funcional de ambas funciones posibilita la capacidad reproductiva 

masculina. 

1.4.1 Esteroidogénesis testicular 

La testosterona y la 5α -dihidrotestosterona son dos hormonas importantes 

para el desarrollo del fenotipo masculino, de los caracteres sexuales secundarios y la 

espermatogénesis, incluyendo la conducta sexual. En el testículo, las células de 

Leydig sintetizan andrógenos en respuesta a la hormona luteinizante (LH). La 

síntesis de testosterona se produce a través de dos vías conocidas como Δ4 y Δ5
 [Hu 

et al. 2010; Sanderson 2006; Wilson 1975] (Figura 2). En los roedores, a diferencia 

de los humanos, la vía predominante para la síntesis de testosterona es la vía de los 

Δ4. 

La cascada de señalización de la esteroidogénesis se inicia por la unión de la 

LH a su receptor. Dicha unión activa los receptores acoplados a proteínas G que 



 11 

estimulan la síntesis de adenosina 3’,5’–monofosfato cíclico (AMPc). La acumulación 

intracelular del AMPc activa la proteína cinasa A (PKA), la cual fosforila la proteína 

de regulación de la esteroidogénesis aguda del transporte del colesterol (StAR), que 

regula la translocación del colesterol de la membrana mitocondrial externa a la 

interna [Granot et al. 2003; Payne y Hales 2004], donde ocurre la síntesis de 

pregnenolona por acción de la enzima citocromo P450scc (Figura 2). 

Esta cascada de transducción de señal no es la única en activarse, ya que el 

testículo genera una gran variedad de moléculas reguladoras que inducen vías 

activadoras independientes de AMPc, como es el caso del factor de crecimiento 

epidermal y el factor de crecimiento similar a la insulina I, que estimulan la expresión 

de StAR y la síntesis de hormonas esteroides, a través de vías que involucran a la 

proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK) y la proteína cinasa C (PKC) [Lin et 

al. 1998; Manna et al. 2002; Stocco et al. 2005]. Algunas citocinas derivadas de los 

macrófagos y del ácido araquidónico producen la activación de PKC, y en ciertos 

casos éstos funcionan en sinergia con la LH para promover la esteroidogénesis 

testicular [Bornstein et al. 2004; Stocco et al. 2005; Wang et al. 2002]. Estas 

observaciones sugieren la presencia en el testículo de tres vías de señalización que 

al activarse y comunicarse entre ellas, modifican la tasa de síntesis hormonal. 
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Figura 2. Las rutas inctracelulares esteroidogénicas para la síntesis de testosterona y las enzimas participantes 
para la síntesis de la testosterona en las células de Leydig. StAR moviliza el colesterol de los almacenes celulares 
hacia la mitocondria. La vía 4 está presente en los roedores (derecha) y la vía 5 está presente en los humanos 
(izquierda). 3β-HSD, 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17β-HSD, 17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 
DHEA, dehidroepiandrosterona; StAR, proteína de regulación esteroidogénica del transporte del colesterol; 
P450scc, enzima que escinde la cadena lateral del colesterol dependiente del citocromo P450; P450c17, enzimas 
que median la 17 alfa-hidroxilasa/C17-C20 liasa dependientes del citocromo P450 (CYP17). 

1.4.2 Espermatogénesis 

La espermatogénesis es el proceso biológico de la transformación celular, que 

produce células germinales masculinas diferenciadas haploides (espermatozoides) a 

partir de células madre (espermatogonias diploides) y se lleva a cabo en el epitelio 

seminífero, dentro del túbulo seminífero. 

El epitelio seminífero se divide en etapas separadas, de acuerdo con las 

asociaciones celulares observados en cada sección transversal tubular [Leblond y 

Clermont 1952]. La secuencia completa de estas asociaciones celulares constituyen 

un ciclo del epitelio seminífero [de Kretser y Kerr 1994] y en la rata lo constituyen XIV 
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etapas (Figura 3). En la rata, la espermatogénesis se lleva a cabo durante cuatro 

ciclos completos del epitelio seminífero y tiene una duración de 49 a 52 días 

[Clermont 1972]. 

Figura 3. Ciclo del epitelio seminífero. Representación esquemática (arriba) y cortes histológicos (abajo). Cada 
columna vertical muestra la secuencia de generaciones de células germinales que se observan en un corte 
histológico de los túbulos seminíferos de la rata en esa etapa. I-XIV (las 14 etapas). Esta clasificación se basa en 
la morfogénesis del acrosoma de las espermátidas de la fase menos diferenciada 1 a la altamente diferenciada 
en la fase 19. Espermatogonias: A, tipo A1, A2, A3, A4; In, intermedia; B, tipo B; PL, preleptoteno; m, etapas 
durante el cual se produce la mitosis de las espermatogonias. Espermatocitos primarios: L, leptoteno; Z, zigoteno; 
P, paquiteno; Di, diacinesis; II, espermatocito secundario. 1-19, fases de diferenciación de las espermátidas. 
(Tomada y modificada de [Dym y Clermont 1970; Lightman y Conway-Campbell 2010]). 

La organización general de la espermatogénesis se divide en tres fases 

principales, cada una con diferentes tipos de células germinales. 

La fase inicial es la proliferativa, las espermatogonias se dividen por mitosis 

para producir dos tipos de células: células madre adicionales y las espermatogonias, 

que se dividen y se diferencian en espermatocitos primarios. En la rata, hay tres tipos 



 14 

de espermatogonias: las células madre espermatogoniales, las proliferativas y las de 

diferenciación [Al, A2, A3, A4, In (intermedias) y B]. 

La fase meiótica forma espermatocitos primarios jóvenes y se dividen en cinco 

etapas secuenciales (leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis). La fase 

meiótica implica la síntesis de ADN en los espermatocitos primarios más jóvenes 

(preleptoteno) [Parvinen et al. 1991], la profase meiótica y la síntesis de ARN en la 

etapa de diploteno. Después de la profase meiótica larga, los espermatocitos 

primarios completan rápidamente su primera división meiótica para formar dos 

espermatocitos secundarios. Estas células se someten a una segunda división de 

maduración después de una breve interfase sin la síntesis de ADN, para producir 

cuatro espermátidas, cada una con un número haploide de cromosomas individuales. 

La fase de espermiogénesis implica la diferenciación morfológica y funcional 

de las espermátidas recién formadas a espermatozoides maduros. Al inicio de la 

transformación, el aparato de Golgi empaqueta su material para la formación del 

acrosoma. Se forma el flagelo de los centriolos. El núcleo se alarga progresivamente 

a medida que la cromatina se condensa [de Kretser y Kerr 1994]. El genoma se 

empaqueta con protaminas en lugar de las histonas para reducir su volumen. Este 

proceso se produce sin divisiones celulares y se subdivide en 19 pasos. Los 

espermatozoides recién formados son liberados de las célula de Sertoli a la luz 

tubular en el proceso llamado espermiación [McLachlan et al. 2002]. 
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1.4.3 Eje hipotálamo-hipófisis-testículo (HHT). Regulación neuroendocrina de 

la función testicular 

La función testicular está bajo el control de la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH), la cual es producida en neuronas del área preóptica media 

del hipotálamo medio basal [Silverman et al. 1979]. La GnRH se transporta a través 

del sistema circulatorio portahipofisiario a las células gonadotropas de la 

adenohipófisis, en ellas estimula la síntesis y liberación de las gonadotropinas; la LH 

[Neill et al. 1977] y la hormona estimulante de los folículos (FSH) [Smith 1985] hacia 

el torrente sanguíneo hasta alcanzar su órgano blanco, el testículo. 

En el testículo, la LH se une a su receptor en las células de Leydig para 

estimular la síntesis de testosterona [Payne y Hales 2004]. Dentro de los túbulos 

seminíferos, la FSH se une a su receptor en las células de Sertoli para estimular la 

secreción de nutrientes, minerales y factores de crecimiento, necesarios para la 

proliferación y diferenciación de las espermatogonias hasta espermátidas alargadas. 

Cuando la testosterona se secreta en exceso suprime su propia producción por 

retroalimentación negativa, hacia el hipotálamo, inhibiendo la liberación de GnRH y 

en la hipófisis, regulando negativamente la producción de la LH (Figura 4) [Mulder 

1993]. 

En respuesta a la FSH, las células de Sertoli secretan inhibina B, activinas A y 

activina B [Kaipia et al. 1992; Skinner et al. 1989]. Las activinas influyen en el control 

de la reproducción a nivel del hipotálamo estimulando la secreción de la GnRH y en 

la hipófisis, estimulando la secreción de las gonadotropinas. La señalización de las 
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activinas a su vez es modulada por dos mecanismos diferentes, uno mediado a 

través de la inhibina B y el otro a través de la folistatina [Anderson et al. 1998; Lewis 

et al. 2000]. La inhibina B se une e inactiva los receptores de activina de manera 

competitiva. La folistatina se une irreversiblemente a las activinas e impide la unión a 

sus receptores [de Kretser et al. 2002; Gray et al. 2002]. La inhibina B se produce 

principalmente por las células de Sertoli, su producción es dependiente de la 

espermatogénesis [Myers et al. 2009]; por lo que, está íntimamente implicada en la 

regulación del eje HHT siendo un indicador directo de la fertilidad. 

Figura 4. Regulación hormonal de las funciones testiculares. La mayoría de las hormonas mostradas pueden 
tener efectos tanto positivos como negativos, ya sea a nivel de la activación o desensibilización del receptor, o a 
través de la activación y la represión del tejido blanco corriente abajo. Inhibición por retroalimentación sobre el 
hipotálamo y la hipófisis resultada por el aumento de las concentraciones de testosterona y por el aumento en la 
producción de inhibina. GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; FSH, hormona estimulante de los 
folículos; LH, hormona luteinizante. Tomada y modificada de http://www.austincc.edu/apreview/NursingPics/ReproPics/Picture13. 
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1.4.4 Maduración espermática en el epidídimo 

El epidídimo está formado por un conducto altamente complejo que conecta 

los conductos eferentes con el conducto deferente [Hermo y Robaire 2002; Sullivan 

et al. 2005]. Éste se divide en 4 regiones anatómicas: el segmento inicial; la cabeza o 

caput (epidídimo proximal); el cuerpo o corpus y la cola o cauda (epidídimo distal), en 

él se llevan a cabo las funciones de transporte, protección, maduración, 

concentración y almacenamiento de los espermatozoides [Hermo y Robaire 2002; 

Rodriguez et al. 2002]. Estas funciones son favorecidas por un microambiente 

altamente especializado creado en el interior del conducto del epidídimo [Franca et 

al. 2005] 

Los espermatozoides de los mamíferos, una vez que dejan el testículo, son 

células funcionalmente inmaduras que requieren un proceso de maduración. La 

maduración espermática se define como el desarrollo de la capacidad de los 

espermatozoides para adquirir la movilidad progresiva y la capacidad de reconocer al 

ovocito para fertilizarlo [Bedford 1975; Hermo y Robaire 2002]. Como parte del 

proceso de maduración los espermatozoides modifican sus características 

morfológicas, fisiológicas, bioquímicas y funcionales [Cooper 1998; Hinton y 

Palladino 1995; Kirchhoff et al. 1997; Orgebin-Crist 1969; Setchell et al. 1993; 

Toshimori 1998; Yanagimachi 1994] . 

Funcionalmente, los espermatozoides del testículo y del epidídimo proximal 

son inmóviles e inmaduros (infértiles), mientras que los espermatozoides que llegan 

al epidídimo distal son móviles y maduros (fértiles), ya que tienen la capacidad de 
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moverse hacia delante, de reconocer la zona pelúcida y de experimentar la reacción 

acrosomal [Lakoski et al. 1988]. Por lo tanto, los espermatozoides se vuelven 

competentes para la fertilización y se almacenan hasta la eyaculación embebidos en 

fluido luminal. 

El fluido luminal contiene electrolitos, enzimas y otras proteínas, que se 

originan principalmente en las células de Sertoli y en las células epiteliales que 

recubren el epidídimo. La secreción y la actividad del epitelio del epidídimo son 

regionalmente distintas y el sitio de la secreción varía para cada proteína particular 

bajo el control de los andrógenos. El microambiente luminal se aísla de la sangre por 

las uniones estrechas presentes en la barrera hemato-testicular y la barrera hemato-

epididmaria [Klinefelter 2002; Toshimori 2003]. 

En general, la maduración de las estructuras del espermatozoide van desde 

modificaciones en el núcleo, el acrosoma, en elementos del citoesqueleto (teca 

perinuclear, fibras densas externas y vaina fibrosa), hasta la migración distal y la 

pérdida de la gota citoplasmática a lo largo del flagelo a medida que progresan a 

través del epidídimo [Cuasnicu 2002; Yanagimachi 1994]. En la rata, estas 

modificaciones requieren de un período mínimo para llevarse a cabo, es decir, los 

espermatozoides deben permanecer 2.5 días en la cabeza y 2 días en el cuerpo del 

epidídimo [Franca et al. 2005; Sommer et al. 1996]. 

En cuanto al proteoma de los espermatozoides, las proteínas se sintetizan 

generalmente en los espermatocitos y/o espermátidas, terminando la actividad 

transcripcional en las espermátidas alargadas, por lo general varios días antes de 
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que finalice la espermatogénesis. Por lo tanto, la síntesis de proteínas está altamente 

regulada a nivel de la transcripción, la traducción y post-traducción [Eddy 1998; 

Hecht 1998]. 

1.5 RADICALES LIBRES Y ESTRÉS OXIDANTE 

Una de las principales causas de la disfunción del sistema reproductor 

masculino es el estrés oxidante, que altera la integridad del ADN y daña los lípidos y 

las proteínas de la membrana plasmática de los diferentes tipos celulares. El origen 

del estrés oxidante parece implicar las mitocondrias, que tienden a generar altas 

concentraciones de radicales libres como preludio a entrar en la cascada apoptótica 

intrínseca [Sinha et al. 2013]. 

Un radical libre es cualquier especie química que contiene un electrón 

desapareado en su órbita exterior. Debido a estos electrones desapareados, los 

radicales libres son muy reactivos y reaccionan prácticamente con todos los 

componentes celulares (lípidos, proteínas y ácidos nucleicos) en el cuerpo. Estas 

reacciones se producen a través de una cadena de reacciones oxidantes que causan 

lesiones en los tejidos [Kohen y Nyska 2002]. En la mayoría de las componentes 

celulares, el daño por los radicales libres está estrechamente asociado con el daño 

oxidante, causando lesión celular directa, mediante la inducción de peroxidación de 

los lípidos y de las proteínas, y el daño a los ácidos nucleicos [Pryor et al. 2006; 

Slater 1984]. 
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En la mayoría de los sistemas biológicos, los radicales libres de interés se 

refieren a las especies reactivas del oxígeno (ERO), ya que la importancia biológica 

de los radicales libres están centrados en el oxígeno. Las ERO producidas en las 

células incluyen el radical superóxido (O2
●-), el radical hidroxilo (•OH) y el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) (Figura 5), aunque éste último no se considera como un radical 

libre en sí, ya que no contiene electrones desapareados [Pryor et al. 2006; Slater 

1984]; sin embargo, el H2O2 se considera una ERO por su capacidad de generar 

radicales libres •OH altamente reactivos a través de interacciones con metales de 

transición reactivos como el Fe y el Cu (Reacción de Fenton) [Aruoma et al. 1991; 

Valko et al. 2005]. 

Figura 5. El O2
●-, el H2O2 y el •OH, se generan a partir de la reducción parcial del oxígeno molecular. O2

●-, radical 
superóxido; H2O2, peróxido de hidrógeno; •OH, radical hidroxilo. 

 

Las especies reactivas del nitrógeno (ERN) es otro grupo de radicales libres 

que pueden alterar la función celular [Kohen y Nyska 2002]. Las ERN se refiere 

colectivamente a los radicales centrados en el nitrógeno e incluyen el óxido nítrico 

(NO•), el peroxinitrito (OONO-), el radical dióxido de nitrógeno (NO•
2), también 

incluyen otros óxidos de nitrógeno y productos que surgen cuando el NO• reacciona 

con el O2
●- [Beckman 1996]. 

O2                       O2
●-                      H2O2                      

●OH               H2O 
  
 
  
  

e-                     e-+ 2H+             e- + H+                   e- + H+ 

H2O 



 21 

La toxicidad de las ERO depende de su reactividad, del tiempo de vida y de su 

naturaleza química. El radical •OH es un poderoso oxidante, su tiempo de vida es de 

10-9 segundos y su difusión dentro de la célula es limitada; sin embargo, puede 

reaccionar con la mayoría de las biomoléculas inactivando su función [Czapski 1984]. 

La toxicidad de H2O2 y del O2
●- es menor. El H2O2 es menos reactivo debido a la 

estabilidad de su enlace oxígeno-oxígeno, es capaz de atravesar membranas y de 

dispersarse hasta alcanzar otras biomoléculas [Halliwell 1999]. El O2
●- posee una 

carga negativa que le impide atravesar membranas [Imlay 2003]. La toxicidad 

también depende de la concentración, del contexto en el que se producen y del 

tiempo de exposición a las mismas, llegando a ser perjudiciales para las funciones y 

la supervivencia celular [Bauche et al. 1994]. 

El estrés oxidante se caracteriza por un desequilibrio entre los compuestos 

pro-oxidantes y las defensas antioxidantes (enzimas antioxidantes, sistemas de 

reparación) en favor de los primeros, dando lugar a un aumento de la tasa de 

generación de daño oxidante [Wang et al. 2003] que conlleva a daños en las 

macromoléculas biológicas más importantes. 

Las ERO tienen una tendencia a reacciones en cadena, es decir, un 

compuesto que lleva un electrón desapareado va a reaccionar con otro compuesto 

para generar otro electrón desapareado, de tal forma que "radicales generan 

radicales" [Aitken 1995; Kodama et al. 1996]. 
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1.5.1 Efecto de las especies reactivas del oxígeno en los lípidos 

El efecto principal de las ERO sobre los lípidos es la peroxidación lipídica. El 

•OH puede atacar directamente los lípidos de membrana e iniciar su peroxidación. 

Las reacciones de peroxidación lipídica se favorecen por la presencia de agentes 

promotores, como los iones metálicos Cu y Fe, y la luz UV, entre otros. Las ERO y 

otras especies reactivas son capaces de extraer un átomo de hidrógeno de un ácido 

graso insaturado generando un radical lipídico (R•), el cual puede reaccionar con el 

O2 dando lugar a un radical peroxilo (ROO•). Los radicales peroxilo contribuyen a la 

propagación de las reacciones en cadena de peroxidación lipídica, sustrayendo 

átomos de hidrógeno de otros ácidos grasos insaturados cercanos y generando así 

nuevos R• e hidroperóxidos lipídicos (ROOH). Éstos últimos se descomponen en 

radicales alcoxilo (RO•) y peroxilo, contribuyendo a la propagación del daño oxidante 

[Mates 2000]. 

Debido a que las células están continuamente expuestas a las ERO a partir de 

una variedad de fuentes (Tabla 1) y en ocasiones la producción de ERO ocurre 

espontáneamente en los organismos aerobios, se hace necesario la presencia de un 

sistema de defensa que contrarreste los efectos oxidantes de estas especies. 
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1.6 EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES EN LA GENERACIÓN DE 

ESTRÉS OXIDANTE 

Las altas concentraciones de glucocorticoides generan una producción mayor 

de ERO y finalizan con la muerte por apoptosis de diversos tipos celulares [Gao et al. 

2003]. Sin embargo, los glucocorticoides además de incrementar el daño oxidante, 

también pueden iniciar la sobre regulación de las defensas antioxidantes y reducir la 

producción de radicales libres, por lo tanto, pueden proteger contra la generación del 

estrés oxidante patológico. El grado del daño dependerá del tiempo de exposición a 

los glucocorticoides, del tejido, la edad y del sexo [Cohen et al. 2006; Veskoukis et al. 

2009]. Los glucocorticoides pueden ser de origen endógeno, como son los liberados 

durante la respuesta de estrés; o de origen exógeno, que además de ser sintéticos 

como la dexametasona, buscan mimetizar los efectos del estrés. 

El estrés oxidante aumenta levemente con la administración de 

glucocorticoides a corto plazo, después de unas horas a 4-5 días. Por el contrario, el 

estrés oxidante aumenta considerablemente con la duración del tratamiento, sobre 

todo después de 3 semanas de administración de glucocorticoides [Costantini et al. 

Tabla 1. Fuentes potenciales de ERO en las células. (Tomada de [Winterbourn 2003]). 
Respiración mitocondrial 
Oxidaciones catalizadas por metales 
Oxidaciones mediadas por peroxidasas 
Ciclo redox o auto oxidación de xenobióticos 
Radiación γ y UV 
Oxidorreductasas, por ejemplo: NADPH oxidasas, xantina oxidasa, lipoxigenasa, óxido nítrico 
sintetasa 
Peroxidación lipídica 
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2011]. Sin embargo, la administración exógena de glucocorticoides para imitar una 

condición de estrés no refleja la condición real, ya que las concentraciones 

circulantes de glucocorticoides alcanzan niveles muy por encima de los máximos 

observados durante la respuesta de estrés [Dhanabalan y Mathur 2009; Lin et al. 

2009]. Por el contrario, otros reportes indican que la administración de 

glucocorticoides incrementa las concentraciones circulantes dentro del rango 

fisiológico de las especies estudiadas, y éstos podrían tener efectos negativos 

exacerbados por el estrés oxidante, ya sea en el sistema antioxidante o en el grado 

del daño oxidante generado [Costantini et al. 2008; Cote et al. 2010; Lin et al. 2004; 

Stier et al. 2009]. 

Estudios en modelos animales asocian el aumento de glucocorticoides 

circulantes durante el estrés crónico con el estrés oxidante en eritrocitos, hígado, 

riñón, corazón, cerebro, estómago y pulmón [Lucca et al. 2008; Sahin y Gumuslu 

2007a]. 

2 ANTECEDENTES 

2.1 SISTEMA ANTIOXIDANTE EN LOS TESTÍCULOS, EL EPIDÍDIMO Y 

EN LOS ESPERMATOZOIDES 

Los testículos, el epidídimo y los espermatozoides contienen enzimas 

antioxidantes que protegen los diferentes tipos celulares del daño oxidante. Las 

enzimas superóxido dismutasa (SOD), catalasa, glutatión peroxidasa (GPx) (Figura 

6), glutatión-S-transferasa, glutatión reductasa, hemo oxigenasa 1 [Bauche et al. 
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1994; Gu y Hecht 1996], y algunas moléculas antioxidantes como el glutatión (GSH), 

el ácido ascórbico, el alfa-tocoferol, el beta-caroteno, pueden neutralizar al O2
●- y a 

otras ERO [Andreyev et al. 2005]. 

Las enzimas antioxidantes previenen la formación de nuevas ERO, 

transformándolas en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar 

o evitando la formación de radicales libres a partir de otras moléculas. Las enzimas 

SOD, catalasa y GPx se encuentran distribuidas en los diferentes tipos celulares del 

sistema reproductor masculino. Estos últimos presentan una sensibilidad muy 

variable al estrés oxidante, debido a que presentan sistemas antioxidantes diferentes 

y/o diferentes proporciones de los mismos. 

Figura 6. Sistemas generadores de ERO y sistemas enzimáticos de defensa antioxidante. Generadores de ERO: 
NADPH oxidasa, xantina oxidasa, oxidasas, P450 oxidasa, cadena respiratoria mitocondrial, mieloperoxidasa. 
Antioxidantes: Cu,Zn-SOD, GR, GPx, CAT. CAT, catalasa; Cu/Zn-SOD o SOD1, superóxido dismutasa 1; ERO, 
especies reactivas del oxígeno; GPx, glutatión peroxidasa; GR, glutatión reductasa; GSH, glutatión; GSSG, 
glutatión oxidado; NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido; MPO; mieloperoxidasa; RE, 
retículo endoplásmico; 1O2, oxígeno en singulete; O2

●-, radical superóxido; H2O2, peróxido de hidrógeno; ●OH, 
radical hidroxilo; H2O, agua. 
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2.1.1 Superóxido dismutasa (SOD) 

Las enzimas SOD son la primera y una de las líneas más importantes de 

defensa contra las ERO. La SOD específicamente modula al O2
●- y lo convierte en 

H2O2 y en oxígeno (Ecuación 1) [Fridovich 1995]. Las células de Sertoli expresan las 

tres isoformas de la SOD: la citosólica (Cu/Zn o SOD1), la mitocondrial (Fe/Mn o 

SOD2) y la extracelular (SOD-Ex o SOD3) [Bauche et al. 1994]. Estas células se 

caracterizan por la actividad relativamente alta de SOD intracelular y poseen el 

sistema antioxidante más completo, por lo que se pueden proteger de manera más 

eficiente contra el estrés oxidante. 

 

Las espermatogonias también tienen una gran tolerancia al ataque de las 

ERO, mientras que en fases más avanzadas de las células germinales, tales como 

los espermatozoides son mucho más susceptibles, ya que la actividad y la expresión 

de la SOD1 disminuyen en los espermatocitos y en las espermátidas. Además, los 

espermatozoides, los espermatocitos y las espermátidas sufren procesos apoptóticos 

asociados con las ERO, mientras que las espermatogonias no [Celino et al. 2011]. 

Las células germinales presentan actividad alta de la SOD, mientras que la 

actividad de la GPx es más baja, lo que sugiere que las células germinales son 

capaces de convertir el O2
●- en H2O2, por lo que podrían tener mayor dificultad para 

biotransformar el H2O2 y peróxidos orgánicos a moléculas no reactivas [Aitken et al. 

1989]. 

O2
●- + O2

●- + 2H+                 H2O2 + O2                        (1)  
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El hecho de que las células germinales tengan mayor actividad de la SOD en 

comparación con la GPx, puede llevar a la saturación de los sistemas de protección 

de los peróxidos. Como resultado de ello, el H2O2 formado puede estar disponible 

para su conversión a •OH por medio de la reacción de Fenton (Ecuación 2), el cual 

induce daño a los ácidos nucleicos, a las proteínas y a los lípidos celulares. Las 

consecuencias pueden ser dañinas en el testículo, con el riesgo de la generación de 

mutaciones heredables en las células germinales. Además, la gran cantidad de 

ácidos grasos poliinsaturados en las membranas de las células testiculares de los 

mamíferos, pueden ser muy susceptibles al ataque del •OH [Aitken et al. 1989]. 

 

 

El epidídimo también posee las isoformas SOD1 y SOD3. El ARNm de la 

SOD1 se expresa en cantidades muy altas a lo largo de todo el epidídimo, y no varía 

significativamente en las diferentes regiones de este órgano [Jervis y Robaire 2001]. 

El epitelio de la cauda del epidídimo secreta la SOD1, que se asocia estrechamente 

con los espermatozoides [Perry et al. 1993]. La presencia de esta enzima en el 

lumen de la cauda del epidídimo se relaciona con la necesidad de proteger a los 

espermatozoides del estrés oxidante durante su almacenamiento en esta región, 

siendo muy importante porque los espermatozoides son ricos en ácidos grasos 

poliinsaturados y el contenido de sus enzimas antioxidantes es bajo, debido a la 

pérdida del citoplasma [Tramer et al. 1998]. 

Fe2+ + H2O2             Fe3+ + -OH + •OH                        (2) 
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Una posible función para la SOD3 asociada a la membrana plasmática de los 

espermatozoides de la cauda del epidídimo sería promover una explosión de la 

producción de H2O2 en el eyaculado con el fin de estimular la regulación redox, la 

fosforilación de tirosinas asociadas a eventos relacionados con la capacitación 

espermática [Lewis y Aitken 2001]. 

2.1.2 Catalasa 

Una vez que la SOD ha biotransformado al O2
●- en H2O2 y en oxígeno 

(Ecuación 3), el H2O2 a su vez es degradado por la catalasa en oxígeno y en agua en 

los peroxisomas. La catalasa elimina al H2O2 de origen extracelular y el generado 

durante el metabolismo. El H2O2, además de ser un producto secundario del 

metabolismo que puede resultar tóxico, desempeña un papel importante como 

modulador de algunos procesos celulares como la proliferación, diferenciación y 

muerte celular [Fridovich 1978]. 

 

La expresión de la catalasa se localiza en las células de Leydig, en las células 

mioides peritubulares [Zini y Schlegel 1996], en las células de Sertoli [Nenicu et al. 

2007] y en las espermatogonias, aunque su expresión disminuye en espermatocitos 

y espermátidas durante la espermatogénesis [Dastig et al. 2011; Luers et al. 2006]. 

La actividad de la catalasa se incrementa durante el periodo de crecimiento rápido 

[Zini y Schlegel 1996] y, aunque la actividad es muy baja comparada con la actividad 

2H2O2              2H2O + O2                                  (3) 
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que presenta el hígado, ésta permanece constante en el testículo de las ratas adultas 

[Peltola et al. 1992]. 

La catalasa también se expresa en los espermatozoides [Tramer et al. 1998], 

en el epitelio del epidídimo y en otros tejidos a lo largo del sistema reproductor 

masculino, excepto en las vesículas seminales de la rata [Zini y Schlegel 1997]; sin 

embargo, la expresión del ARNm de la catalasa en estos órganos es sumamente 

baja. La catalasa muestra alta selectividad por su sustrato, su intervención parece 

importante sólo a concentraciones de H2O2 mayores de 10-6 M [Cohen y Hochstein 

1963]. Estas concentraciones se alcanzan durante una explosión oxidante o durante 

la sobre-expresión de SOD [Przedborski et al. 1992], y raramente se lograrían 

durante condiciones fisiológicas normales. 

La actividad baja de la catalasa en el testículo, el epidídimo y los 

espermatozoides sugiere que estos son vulnerables a factores prooxidantes. Sin 

embargo, el H2O2 también es eliminado por la enzima GPx, para modular el potencial 

redox. Además, cuentan con antioxidantes no enzimáticos, que son parte esencial en 

el sistema de defensa contra factores prooxidantes. Así, se considera que la catalasa 

no parece ser un participante importante en el control del estrés oxidante en el 

sistema reproductor masculino. 

2.1.3 Glutatión peroxidasa (GPx) 

GPx es el nombre genérico para una familia de múltiples isoenzimas que se 

caracterizan por su triada catalítica compuesta de selenocisteína, glutamina y 
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triptófano. La GPx requiere del GSH como fuente de electrones para reducir el H2O2 

en agua, produciendo glutatión oxidado (GSSG) (Ecuación 4). 

 

 

La GPx-1 es la forma celular más importante de la GPx, está presente en el 

testículo y el epidídimo [Dufaure et al. 1996; Zini y Schlegel 1997] y es responsable 

de la mayor actividad medida en presencia de H2O2 o hidroperóxido de terc-butilo, en 

extractos de epidídimo total. 

La GPx-3 se expresa significativamente en el epidídimo [Maser et al. 1994; 

Schwaab et al. 1995], en la región cefálica del epidídimo su expresión es baja y es 

secretada hacia el lumen, mientras que en la cauda, el sitio principal de expresión, 

permanece en el citosol de las células epiteliales. Además, la expresión de la GPx-3 

está bajo el control de los andrógenos dentro de la cauda y el cuerpo del epidídimo, 

mientras que es independiente de andrógenos en la región cefálica [Schwaab et al. 

1998]. 

La GPx de fosfolípidos o GPx-4 tiene mayor actividad en los testículos, 

comparado con el hígado y con el corazón [Cárdenas-Rodríguez 2008]. Se expresa 

tanto en las células germinales como en las células de Leydig [Baek et al. 2007]. 

Esta enzima cataliza la reducción de los ROOH derivados de lípidos insertados en la 

membrana en alcohol (ROH) (Ecuación 5) [Cárdenas-Rodríguez 2008], de los 

H2O2
 + 2GSH              GSSG + 2H2O                    (4) 
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hidroperóxidos de colesterol [Thomas et al. 1990] y de las lipoproteínas [Sattler et al. 

1994]. 

La actividad de la GPx-4 es influenciada por la testosterona, ya que en el 

testículo de la rata se expresa después de la pubertad [Maiorino et al. 1998] y es 

necesaria para una correcta diferenciación de las células germinales, por lo tanto su 

actividad después de la pubertad apoya la idea de que la GPx-4 participa en el 

proceso de la espermatogénesis. La GPx-4 se localiza dentro de células 

espermatogénicas en maduración, especialmente en las espermátidas redondas, 

mientras que en las células de Sertoli no se expresa [Roveri et al. 1992]. 

 

Un papel plausible de la GPx-4 en el testículo puede ser la protección del 

material genético del daño provocado por los hidroperóxidos lipídicos, 

particularmente cuando el material genético es propenso a daño durante periodos de 

proliferación rápida y gametogénesis [Roveri et al. 1992]. 

La GPx-4 no solo lleva a cabo la función antioxidante, sino también en la 

maduración sexual y en la diferenciación. Esta enzima fue descrita como un factor 

que previene la peroxidación lipídica [Ursini et al. 1982] y principalmente protege a 

las biomembranas del estrés oxidante. La sobre expresión de la GPx-4 protege a las 

células de la apoptosis inducida por varios estímulos, ya que al localizarse en el sitio 

de contacto donde se encuentra el citocromo c evita su liberación de la mitocondria 

por la reducción de hidroperóxidos de cardiolipina [Imai y Nakagawa 2003]. 

ROOH + 2GSH              GSSG + ROH + H2O                       (5) 
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La GPx-1, 3, 4 y 5 se encuentran en los espermatozoides, en las células 

epiteliales del epidídimo y en el fluido luminal [Alvarez y Storey 1984; Li 1975]. En los 

espermatozoides del epidídimo de la rata, la GPx-4 está presente en el citosol, en las 

mitocondrias y en el núcleo. La GPx-4 se considerada un componente estructural de 

la cápsula mitocondrial [Ursini et al. 1999], su supresión causa infertilidad masculina 

asociada con el deterioro de la calidad espermática y con anormalidades 

estructurales en la pieza media de los espermatozoides [Schneider et al. 2009]. 

La GPx-4 ejerce actividad tiol-oxidasa en protaminas de la cabeza de los 

espermatozoides epididimarios. La actividad es mayor en las protaminas de la región 

cefálica que en las protaminas de la cauda, lo que podría contribuir de manera 

significativa a la condensación nuclear. Por tanto, la GPx participa en la maduración 

de los espermatozoides, a través del metabolismo de los hidroperóxidos y la 

oxidación de los tioles de las protaminas, además de su función como un protector 

antioxidante [Godeas et al. 1997]. 

La GPx-5 es secretada hacia el lumen en la cabeza del epidídimo y está 

estrictamente bajo el control de los andrógenos [Faure et al. 1991]. La enzima se 

asocia con la membrana plasmática de los espermatozoides durante su tránsito por 

el epidídimo [Jimenez et al. 1992; Vernet et al. 1997]. La GPx-5 se encuentra libre en 

el fluido de la cauda del epidídimo, débilmente unida a las membranas de los 

espermatozoides o asociada con estructuras que contienen lípidos. Dentro de la 

cauda del epidídimo, la unión de la GPx-5 es más fuerte que en la región cefálica 

[Rejraji et al. 2002]. 
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2.2 EFECTO DEL ESTRÉS OXIDANTE EN EL TESTÍCULO, EL 

EPIDÍDIMO Y EN LOS ESPERMATOZOIDES 

El estrés oxidante puede afectar el proceso de espermatogénesis provocando 

infertilidad masculina. Esto implica un daño en la membrana de los espermatozoides 

de las células de Leydig y las células germinales del testículo, y la fragmentación del 

ADN nuclear y mitocondrial que llevan a la apoptosis. Los componentes celulares, 

como los lípidos, proteínas, ADN son objetivos potenciales del estrés oxidante 

[Agarwal et al. 2008]. 

Las ERO que atacan los ácidos grasos poliinsaturados en la membrana 

celular, dan lugar a una cascada de reacciones químicas llamadas peroxidación 

lipídica, ésta es utilizada para determinar el grado de daño peroxidante sufrido en la 

membrana de los espermatozoides [Aitken y Fisher 1994; Aitken et al. 1989]. El 

aumento en la peroxidación lipídica se correlaciona con la función espermática 

alterada, discutido en términos de movilidad y la capacidad de la fusión entre los 

espermatozoides con el ovocito [Aitken et al. 1993]. 

De las diversas causas que dan origen a la infertilidad masculina, el estrés 

oxidante ha sido identificado como un factor que afecta el estado de la fertilidad. 

Sustancias tóxicas del medio ambiente pueden causar estrés oxidante en el testículo, 

con la consecuente alteración de la espermatogénesis. En las ratas expuestas al 

pesticida hexaclorociclohexano se genera estrés oxidante testicular y aumenta el 

daño a las células germinales [Samanta y Chainy 1997]; además, el estrés oxidante 

induce eventos de señalización en la muerte celular por apoptosis, lo que sugiere 
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que es una de las principales causas de la pérdida de células germinales en el 

testículo [Ohta et al. 2003]. 

La exposición a concentraciones altas de hierro [Wellejus et al. 2000] y cadmio 

[Koizumi y Li 1992; Oteiza et al. 1999] aumentan el daño oxidante y acaban con los 

antioxidantes en los testículos de las ratas. Por otra parte, ingerir alcohol o fumar en 

exceso aumenta la producción de ERO y en ocasiones se han asociado con la 

infertilidad masculina [Peltola et al. 1994; Wu y Cederbaum 2003]. 

Durante el estrés oxidante el ADN de los espermatozoides se oxida y se 

fragmenta. La base oxidada más estudiada es la guanina, dando como producto el 

aducto 8OHdG, utilizado en estudios para demostrar el daño oxidante del ADN. Las 

concentraciones de 8OHdG se correlacionan altamente con la medición del daño en 

el ADN en los espermatozoides, medidas por el marcaje in situ del ADN fragmentado 

o también conocida como técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick end labeling) [Aitken et al. 2014]. Además, se ha observado la inducción 

de peroxidación lipídica durante la esteroidogénesis en el testículo de ratas [Peltola 

et al. 1996]. 

Recientemente se reportó que el estrés psicosocial crónico afecta 

negativamente la estructura testicular, el conteo de los espermatozoides y la función 

reproductiva en humanos [Gollenberg et al. 2010; Lampiao 2009]. 

En animales de experimentación, el estrés por inmovilización durante 60 días 

en ratas genera estrés oxidante, como consecuencia se reduce el peso de los 

testículos y del epidídimo [Dhanabalan et al. 2011; Nirupama et al. 2013], y altera la 
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espermatogénesis, ya que disminuye el conteo de espermatozoides testiculares. 

Además, se reduce el número de espermatogonias A, espermatocitos en paquiteno, 

espermátidas alargadas [Nirupama et al. 2013] y el número de espermatozoides 

móviles [Dhanabalan et al. 2011; Dhanabalan y Mathur 2009]. 
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3 JUSTIFICACIÓN 

La investigación actual ha implicado al estrés oxidante en la disfunción 

reproductiva masculina, con alteraciones en la espermatogénesis y en los 

espermatozoides como las causas más comunes de la infertilidad masculina. La 

producción normal de espermatozoides y la calidad espermática, que incluyen la 

movilidad, la capacitación, la reacción acrosomal, la penetración del ovocito y la 

descondensación del ADN del espermatozoide, son procesos esenciales para lograr 

la fertilización. Así, diversos estudios en modelos animales han mostrado 

mecanismos relacionados con el estrés oxidante que se relacionan con el deterioro 

de estos procesos. Estos modelos incluyen la exposición a factores endógenos tales 

como la criptorquidia, la torsión testicular y el varicocele, que generan un estado de 

estrés oxidante o bien la exposición a factores exógenos como son los xenobióticos y 

las infecciones. 

Por el contrario, el efecto que tiene el estrés en la salud reproductiva 

masculina no se ha estudiado mucho, siendo limitadas las investigaciones enfocadas 

en buscar una relación directa entre la exposición a concentraciones elevadas de 

glucocorticoides durante la respuesta de estrés en el testículo y la inducción de 

estrés oxidante, los cuales pueden alterar el proceso de la espermatogénesis. Por lo 

anterior, es importante estudiar los efectos de los glucocorticoides liberados durante 

el estrés agudo y crónico a diferentes tiempos, en la generación de estrés oxidante 

en el testículo. Además, es importante conocer el daño que podrían sufrir los 

espermatozoides almacenados en la cauda del epidídimo, justo antes de ser 
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eyaculados. La información obtenida permitirá conocer los procesos tempranos que 

pudieran estar alterando a los espermatozoides por efecto del estrés, mismos que 

posteriormente podrían causar una pobre calidad espermática. 

En el presente trabajo, no se pretende evaluar de forma directa la fertilidad de 

los machos por efecto del estrés. Sin embargo, es de nuestro interés estudiar el 

efecto del estrés físico/psicológico sobre las concentraciones plasmáticas de 

corticosterona y testosterona, su relación con los cambios producidos en la actividad 

y el contenido de las enzimas antioxidantes durante el estrés agudo y crónico, así 

como su posible relación con los cambios en los parámetros microscópicos de los 

espermatozoides obtenidos de la cauda del epidídimo. Evaluar los cambios en 

diferentes días de exposición al estrés crónico permitirá conocer las posibles 

alteraciones en el testículo que incidan en la espermatogénesis y que, 

eventualmente, pudieran afectar la fertilidad en los machos tratados. De esta 

manera, los resultados obtenidos proporcionaran información que ayude a identificar 

una de las posibles causas de la infertilidad masculina, dada por la calidad de los 

espermatozoides y, por qué no, darle más importancia al fenómeno de estrés y su 

relación con la salud reproductiva masculina. 
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4 OBJETIVOS 

El interés de este trabajo se centra en aportar un conjunto de datos que 

permitan aumentar el conocimiento de los elementos implicados en los efectos del 

estrés y su posible relación con alteraciones en la fisiología testicular y espermática. 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los efectos del estrés agudo y del estrés crónico en la respuesta 

antioxidante del testículo de la rata adulta, así como en la calidad de los 

espermatozoides obtenidos de la cauda del epidídimo. 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

4.2.1 Estudiar los efectos del estrés físico/psicológico agudo y crónico en el 

estado oxidante y en el sistema antioxidante del testículo. 

4.2.2 Evaluar el daño oxidante que el estrés genera en el testículo. 

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

estrés agudo y crónico. 

4.2.4 Determinar la relación entre los efectos del estrés agudo y crónico en el 

testículo y la calidad de los espermatozoides obtenidos de la cauda del 

epidídimo. 

4.2.5 Establecer la correlación entre la corticosterona con los diferentes 

parámetros relacionados con el estrés oxidante.  
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5 HIPÓTESIS 

La respuesta de estrés inducirá efectos dañinos en el testículo a través del 

incremento de especies reactivas del oxígeno, lo que provocará daño oxidante, el 

cual se verá reflejado en la disminución del contenido y la actividad de enzimas 

antioxidantes, así como en el daño provocado directamente en los lípidos de las 

células testiculares. Asimismo, se observará disminución en la calidad de los 

espermatozoides frente a situaciones estresantes. 

6 MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente estudio se llevó a cabo en el laboratorio de 

Neuropsicoendocrinología del Departamento de Biología de la Reproducción. Se 

trabajó en conjunto con los laboratorios de Fisiología Celular del departamento de 

Ciencias de la Salud y Reproducción Animal Asistida, del departamento de Biología 

de la Reproducción de la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa (UAM-I). 

6.1 MODELO BIOLÓGICO 

Se utilizaron 55 ratas macho albinas de la cepa Wistar de 3 meses de edad, 

con pesos corporales de 300 a 320 g. Se colocaron cinco animales por caja (50 X 30 

X 20 cm) y se mantuvieron en el bioterio de la UAM-I. 

Los animales se aclimataron en su caja durante 1 semana. Se mantuvieron en 

condiciones estables, temperatura ambiente constante de 24 ± 1 ºC, humedad 

relativa de 60%, ciclos de luz-oscuridad invertidos de 12 horas. La luz se prendió a 
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las 21:00 horas y se apagó a las 9:00 horas. El ciclo de luz-oscuridad se invirtió para 

llevar a cabo los experimentos en la fase activa (nocturna) de las ratas. El consumo 

de alimento y agua fue ad libitum para todos los animales. Se tomaron las medidas 

adecuadas para minimizar el dolor o el malestar en los animales de experimentación. 

Todos los procedimientos de la manipulación de los animales, así como el método de 

eutanasia, se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial mexicana (NOM-062-ZOO-

1999). 

6.2 DISEÑO EXPERIMENTAL GENERAL 

Se realizaron dos experimentos utilizando el mismo modelo de estrés. 

Después del periodo de aclimatación, los animales (n=55) se asignaron 

aleatoriamente a los dos grupos de trabajo. El primer grupo de ratas (n=25) se dividió 

en 5 subgrupos (n=5 en cada uno, Tabla 2). Un subgrupo sirvió como grupo control, 

el cual se mantuvo inalterado durante el experimento, los 4 subgrupos restantes se 

utilizaron como animales de experimentación y se sometieron a estrés agudo. Este 

consistió en estresar a los machos a las 9:00 horas en una sola sesión de 15 

minutos. Después del estrés, los machos se sacrificaron inmediatamente (n=5), 

posterior a 6 horas (n=5), 12 horas (n=5) y 24 horas (n=5). 

El segundo grupo de ratas (n=30) se dividió en 3 subgrupos (n=10 en cada 

uno, Tabla 2). Cada subgrupo se subdividió en grupo control (n=5) y grupo 

experimental (n=5). Los machos de los grupos control permanecieron en sus cajas y 

su manipulación fue exclusivamente para el registro semanal del peso corporal sin 

causarles ninguna perturbación. Los animales de los grupos de experimentación se 
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sometieron a estrés crónico, éstos se estresaron una vez al día por 15 minutos 

durante 20, 40 y 50 días consecutivos (Tabla 2). 

 

6.3 INDUCCIÓN DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO POR INMERSIÓN 

EN AGUA FRÍA 

Los machos de los grupos experimentales se colocaron individualmente en un 

tanque de agua a 15 ºC, con profundidad de 15.5 cm durante 15 minutos, durante 1, 

20, 40 y 50 días consecutivos. Las ratas permanecieron en posición vertical de pie 

sobre sus patas traseras, con la cabeza por encima del nivel del agua (Figura 7). El 

estresor se aplicó al inicio de la fase oscura entre las 9:00 y las 10:00 horas. 

Figura 7. Rata macho sometida a estrés por inmersión en agua fría. 

Tabla 2. Distribución de los animales en los distintos grupos de trabajo 

  Estrés agudo. Día 1 

Horas posteriores al estrés 

 Estrés crónico. Días 
consecutivos 

  0  6   12   24   20  40  50  

Grupos control  n=5  n=5 n=5 n=5 

Grupos de estrés  n=5 n=5 n=5 n=5  n=5 n=5 n=5 
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6.4 REGISTRO DEL PESO CORPORAL 

Los machos del grupo control del estrés agudo se pesaron para asegurar que 

el peso corporal estuviera dentro del intervalo previsto de 300 a 320 g. Los machos 

de los grupos control y de los grupos experimentales del estrés crónico se pesaron 

semanalmente desde el inicio del experimento, hasta el final del mismo. 

6.5 OBTENCIÓN DE LOS TESTÍCULOS DE LOS GRUPOS DE TRABAJO 

Al final de cada tratamiento, los animales se anestesiaron con una dosis de 

pentobarbital sódico de 25 mg/kg de peso corporal administrado por vía 

intraperitoneal. Los machos estresados agudamente se anestesiaron a las 0, 6, 12 y 

24 horas después de una sola exposición al estresor. Los machos estresados 

crónicamente se anestesiaron a los 20, 40 y 50 días de estrés consecutivo. El mismo 

procedimiento se llevó a cabo con los animales de los grupos control. 

Bajo el efecto de la anestesia, se realizó una incisión en la línea media del 

abdomen inferior y se retiraron del escroto el testículo izquierdo y la cauda del 

epidídimo. De la cauda del epidídimo se obtuvieron los espermatozoides para 

evaluar su calidad. El testículo se extrajo y se lavó con solución salina (NaCl 0.9%) a 

37 °C. Inmediatamente después se pesó, se le retiró la cápsula y los túbulos 

seminíferos obtenidos se dividieron en fragmentos para evaluar la producción de 

ERO, la actividad de las enzimas antioxidantes y el daño por peroxidación lipídica. El 

resto del tejido se congeló en N2 líquido (-190 °C) por inmersión y se conservó a -80 

ºC hasta el día de los ensayos. A partir de estas muestras se evaluó el contenido de 

las enzimas antioxidantes por Western blot. Se obtuvieron muestras de sangre para 
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evaluar las concentraciones de corticosterona y testosterona. Los animales se 

sacrificaron por exanguinación inmediatamente después de la disección del testículo 

y de la recolección de los espermatozoides. La representación esquemática del 

diseño experimental se representa en las figuras 8 y 9. 

 

Figura 8. Representación esquemática del diseño experimental del estrés agudo 
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Figura 9. Representación esquemática del diseño experimental del estrés crónico. 
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6.6.1 Obtención de las muestras de sangre 

Para la extracción sérica de corticosterona y testosterona se colectaron de 3 a 

4 ml de sangre en tubos de vidrio por punción cardiaca. La sangre se dejó coagular a 

temperatura ambiente y se centrifugó (2000 x g durante 15 minutos) para separar el 

suero. Las muestras de suero se almacenaron a -20 °C hasta el día del ensayo. A 

partir de estas muestras se determinaron las concentraciones de corticosterona y 

testosterona por HPLC. 

6.6.2 Extracción de las hormonas 

La extracción de corticosterona y testosterona se realizó de acuerdo con una 

modificación del método reportado por Woodward y Emery [Woodward y Emery 

1987]. A 1 ml de suero se le adicionaron 100 µl de hidróxido de sodio 0.03 M y 5 ml 

de éter-dietílico-diclorometano (60:40 v/v), se homogeneizaron y centrifugaron (1050 

x g a 4 ºC durante 5 minutos). La fase orgánica obtenida se mezcló con 1 ml de agua 

grado HPLC. Después de una segunda centrifugación, se separaron 3 ml de fase 

orgánica y se dejaron evaporar a temperatura ambiente. Finalmente, los residuos se 

re-disolvieron en 100 µl de una mezcla de metanol:agua (60:40 v/v). 

6.6.3 Cuantificación de la corticosterona y la 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 
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acetonitrilo–agua grado HPLC (65:35 v/v) a una velocidad de flujo de 0.4 ml/min. Las 

separaciones se realizaron en la columna a 40 ºC. 

Se utilizó un sistema controlador Waters 600–MS para separar la fase móvil. 

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

detector) a una absorbancia de 245 nm. Los resultados se analizaron con el software 

Millenium 32 (Waters Corp., Milford, Massachusetts, USA). Se utilizaron estándares 

que cubrieron el rango de 0–50 µg/dl para la corticosterona y 0–34 ng/ml para la 

testosterona. Se usó la ecuación de la regresión lineal entre la altura de los picos y la 

concentración de corticosterona y testosterona para determinar las concentraciones 

desconocidas. La regresión lineal de la altura del pico de las concentraciones 

conocidas de corticosterona y testosterona se utilizaron para determinar las 

concentraciones desconocidas de las muestras. La regresión lineal para la 

corticosterona fue: y = 0.6464 + 0.01655x (r2 = 0,99986). Para la testosterona, la 

línea de regresión fue: y = 0.774x + 0.2181x (r2 = 0,99893). El límite de detección del 

ensayo para la corticosterona fue de 0.05 µg/dl y 0.05 ng/ml para la testosterona. 

6.7 PRODUCCIÓN DE PERÓXIDOS 

La producción de las ERO se determinó indirectamente por la fluorescencia de 

la diclorofluoresceína (DCF). La técnica se basa en la oxidación de la sonda 2',7'-

diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA, SIGMA) [Kumar y Muralidhara 2007; LeBel et 

al. 1992], la cual no es fluorescente y en presencia de peróxidos en el interior de las 

células se convierte en DCF (producto verde fluorescente). 
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Se pesó 0.1 g de testículo y se homogeneizó en 600 µl de amortiguador de 

fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se colocaron 200 µl del homogeneizado en una micro placa y 

se pre-incubaron con DCFH-DA 10 µM a 37 °C en la obscuridad. Después de 30 

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

espectrofotómetro DTX 880 detector multimodal fluorescente (Beckman Coulter) a 

480 nm de excitación y 520 nm de emisión. Las muestras de cada pocillo se 

recuperaron y se determinó la cantidad de proteínas totales contenidas en cada 

muestra por el método del ácido bicinconínico (BCA). Los resultados se expresaron 

como unidades relativas de fluorescencia. 

6.8 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

Para la determinación de las actividades enzimáticas de las proteínas SOD, 

catalasa y GPx, se utilizó como herramienta principal el espectrofotómetro. Las 

determinaciones por espectrofotometría requirieron que se llevara a cabo 

previamente una reacción química específica que varió según el analito a determinar. 

Los productos finales de esta reacción se cuantificaron utilizando la lectura de la 

absorbancia de la muestra, así como la de los estándares conocidos. Se calculó el 

delta de la absorbancia para establecer la relación entre dos puntos de absorbancia, 

es decir, la absorbancia final menos la absorbancia inicial. 

6.8.1 Preparación del homogeneizado testicular 

El tejido testicular se homogeneizó en buffer HEPES 0.1 M, pH 7.4 y se 

centrifugó (5000 x g a 4 °C durante 10 minutos) [Arenas-Rios et al. 2007]. Se 
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recuperó el sobrenadante y se utilizó para la determinación de las actividades 

enzimáticas, tal como se describe. 

6.8.2 Actividad total de la superóxido dismutasa  

Este ensayo mide la actividad de las isoformas de la SOD presentes en 

organismos vivos: Cu/Zn-SOD, Fe/Mn-SOD y SOD-Ex. La actividad total de la SOD 

[EC 1.15.1.1] se midió por la disminución en la formación del cromógeno debido a la 

eliminación del O2
•- por acción de la SOD [Arthur y Boyne 1985]. En la determinación 

de la actividad de la SOD se empleó xantina y xantina oxidasa (XOD) para la 

formación de O2
•-, y su posterior reacción con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-

nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (INT), con lo que se formó el colorante rojo formazán. El 

cromógeno formado se cuantificó espectrofotométricamente a 505 nm a 37 °C. 

El sistema de reacción consistió de 25 µl de sobrenadante como fuente de la 

enzima, 850 µl de substrato mixto (xantina 0.05 mmol/l; INT 0.025 mmol/l) y 125 µl de 

XOD (80 U/l). Las muestras se homogeneizaron después de adicionar cada uno de 

los reactivos, y posteriormente se registró la absorbancia de cada muestra. Previo a 

cada determinación se realizó una curva de calibración a partir de una solución 

estándar de SOD. La actividad de la SOD total se expresó como U/mg de proteína 

(U=cantidad de enzima que inhibe el 50% de formazán). 

6.8.3 Actividad de la catalasa 

La actividad de la catalasa [EC 1.11.1.6] se determinó en un sistema de 

reacción que contuvo permanganato de potasio (KMnO4) cuya coloración intensa se 



 49 

registró a 480 nm. La técnica consiste en la disminución del color debido a la 

reacción de peroxidación provocada por H2O2 hacia el KMnO4, y el mantenimiento del 

color en presencia de la catalasa [Cohen et al. 1970]. La enzima contenida en el 

sobrenadante se solubilizó, se activó tratándola en frío con 1 µl de etanol (96%) 

durante 30 minutos y con tritón X-100 durante 5 minutos. Posteriormente, las 

soluciones se diluyeron 1:5 con buffer HEPES 0.1 M, pH 7.4. 

El sistema de reacción consistió de 100 µl de solución como fuente de la 

enzima en 500 µl de H2O2, se agitó y se permitió la reacción por 3 minutos a 

temperatura ambiente (22 ± 2 ºC). La reacción se detuvo con 100 µl de ácido 

sulfúrico (H2SO4) 6 N, se agregaron 700 µl de KMnO4 0.01 N y se leyó en el 

espectrofotómetro a 480 nm a 37 ºC. La actividad de la catalasa se expresó como 

k/mg de proteína (k=constante de velocidad de la reacción de primer orden). 

6.8.4 Actividad total de la glutatión peroxidasa 

Este ensayo mide la actividad de las isoformas de la GPx presentes en 

organismos vivos: GPx-1, GPx-2, GPx-3, GPx-4 y GPx-5. La actividad total de la GPx 

[EC 1.11.1.9] se midió indirectamente por una reacción acoplada a la glutatión 

reductasa [Paglia y Valentine 1967]. El glutatión oxidado, producido por la reacción 

del hidroperóxido de cumeno con la GPx, se recicló a su forma reducida por la 

glutatión reductasa y nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH) 

como donador de protones. La oxidaxión del NADPH a NADP+ se acompaña por una 

disminución en la absorbancia a 340 nm a 37 ºC. La actividad de la enzima se 
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expresó como U/mg de proteína (U=cantidad de enzima que oxida 1.0 nmol de 

NADPH hacia NADP+/minuto). 

6.9 INMUNODETECCIÓN DE LAS PROTEÍNAS SOD1, CATALASA y GPx-

4 POR WESTERN BLOT 

En este trabajo se utilizó la técnica analítica de Western blot para el estudio 

del contenido de las enzimas SOD1, catalasa y GPx-4. Este método, descrito por 

primera vez por Towbin y colaboradores [Towbin et al. 1979], permite la detección de 

una sola proteína dentro de una muestra biológica. La especificidad de Western blot 

se logra mediante la utilización de un anticuerpo que reconoce y se une a un epítope 

único de la proteína de interés. 

6.9.1 Extracción de las proteínas totales 

Las muestras del tejido testicular se homogeneizaron con 250 µl de buffer de 

lisis [10 ml de M-PER Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific; 1 pastilla 

de inhibidor de proteasas, Complete Mini; 100 µl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 0.1 M y 100 µl de ditiotreitol (DTT) 1 M] durante 15-20 segundos. 

Posteriormente, se incubaron en frío durante 15 minutos y se centrifugaron (13000 x 

g a 4 ºC durante 10 minutos). El sobrenadante se recuperó y se almacenó a -80 ºC. 

Previo a la electroforesis, se tomó una alícuota de cada muestra para cuantificar la 

concentración de proteínas totales por el método del ácido bicinconínico. 
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6.9.2 Electroforesis de las proteínas totales en geles SDS-PAGE  

Para el apilamiento de las proteínas totales se prepararon 5 ml del gel 

concentrador al 4% con 3.05 ml de agua destilada, 1.25 ml de Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, 

50 µl de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, 650 µl de acrilamida-bis al 30%, 10 µl 

de N,N,N ́,N ́-tetrametiletilenediamina (TEMED) y 25 µl de persulfato de amonio al 

10%. Para la separación de las proteínas totales se prepararon 10 ml del gel de 

corrida al 10 % con 4.02 ml de agua destilada, 2.5 ml de Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, 100 

µl de SDS al 10%, 3.33 ml de acrilamida-bis al 30%, 10 µl de TEMED y 50 µl de 

persulfato de amonio al 10%. 

En tubos Eppendorf se colocaron 30 µg de las proteínas totales de cada 

muestra, en un volumen final de 40 µl con buffer para muestras 4X (Tris-HCl 0.5 M 

pH 6.8, 2-mercaptoetanol, SDS al 10%, azul de bromofenol 0.05%, glicerol y agua 

destilada). Las muestras se calentaron a 95 ºC durante 5 minutos para desnaturalizar 

las proteínas. Posteriormente, el marcador de peso molecular (SeeBlue Plus2, 

Invitrogen) y las muestras de las proteínas totales se colocaron en los carriles del gel. 

Para el corrimiento electroforético se utilizó un buffer de corrida (Tris Base 25 mM, 

glicina 192 mM, SDS 1%, pH 8.3). El corrimiento se realizó a 120 voltios durante 90 

minutos en una cámara de electroforesis vertical (BIO RAD, USA). 

6.9.3 Transferencia de las proteínas totales a la membrana de PVDF 

Transcurrido el tiempo de corrimiento, se identificó la posición de las proteínas 

de interés: SOD1 23 KDa, catalasa 60 KDa, GPx-4 21 KDa y β-actina 42 KDa como 
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control interno. Se utilizó únicamente el gel de corrida, el cual contenía las proteínas 

de interés. El gel se transfirió a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, 

GE Healthcare). La transferencia de llevó acabo con Towbin buffer frío (Tris 25 mM, 

glicina 192 mM, metanol 20% v/v, pH 8.3) a un voltaje de 120 voltios a 4 ºC durante 

120 minutos, en agitación constante. 

6.9.4 Anticuerpos primarios, secundarios y revelado 

Después de la transferencia, la membrana se bloqueó durante 60 minutos a 

temperatura ambiente con solución salina tamponada con Tris (TBS) y Tween 20 

(NaCl 137 mM, Tris-HCl 20 mM, Tween 20 0.1%, pH 7.5) más 5% de leche 

descremada. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavó dos veces con TBS-

Tween 20. La membrana se colocó en una solución que contenía TBS-Tween 20 y el 

anticuerpo primario de la proteína que se deseó visualizar de acuerdo a la Tabla 3. 

La incubación de realizó durante toda la noche en agitación ligera a 4 ºC. La 

membrana se lavó tres veces durante 15 minutos con TBS-Tween 20. 

Posteriormente, se incubó con el anticuerpo secundario (Tabla 3) a temperatura 

ambiente durante 120 minutos en agitación suave. Se lavó la membrana dos veces 

durante 15 minutos con TBS-Tween 20 y una vez con TBS solo. 

 

 

 

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para el Western blot 

Anticuerpos 
primarios  Anticuerpos secundarios 

SOD1. Dilución 1:3000  Goat-antirabbit. Dilución 1:10000) 

Catalasa. Dilución 1:3000  Goat-antimouse. Dilución 1:10000) 

GPx-4. Dilución 1:200  Goat-antirabbit. Dilución 1:10000) 

β-actina. Dilución 1:3000   
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Como sustrato del anticuerpo secundario se agregaron 500 µl de luminol 

(SuperSignal West Pico) y 500 µl de peróxido (SuperSignal West Pico Stable). La 

identificación se realizó en un fotodocumentador (KODAK Gel Logic 1500 Imaging 

System) para observar la luminiscencia generada en la reacción de la peroxidasa de 

rábano picante, indicando la presencia de la proteína. 

6.10 DETERMINACIÓN DEL DAÑO OXIDANTE 

En relación con el daño oxidante, se realizaron estudios específicos que 

consistieron en la evaluación de indicadores de daño a biomoléculas, como lo fue el 

daño a los lípidos, a través de la cuantificación de hidroperóxidos lipídicos. 

6.10.1 Evaluación de la peroxidación lipídica 

El grado de peroxidación lipídica se determinó usando un kit comercial 

(Calbiochem, USA), el cual midió directamente los hidroperóxidos lipídicos utilizando 

reacciones redox con iones ferroso [Mihaljevic et al. 1996]. Los hidroperóxidos 

lipídicos reaccionaron con los iones ferroso para producir iones férrico, éstos se 

detectados empleando iones tiocianato como cromógeno. 

Se pesó 0.1 g de testículo y se homogeneizó en 400 µl de agua grado HPLC. 

Se colocaron 300 µl del homogeneizado en otro tubo y se adicionaron 600 µl de 

cloroformo desoxigenado. La solución se mezcló y se centrifugó (1500 x g a 0 °C 

durante 5 minutos) para extraer los hidroperóxidos lipídicos de la capa de cloroformo. 

Se tomaron 500 µl del extracto de cloroformo, se combinaron con 450 µl de una 

mezcla de cloroformo:metanol (67:33 v/v) y 50 µl del cromógeno recién preparado 
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(sulfato ferroso 4.5 mM en HCl 0.2 M y tiocianato de amonio al 3%) en un tubo de 

vidrio. Después de 5 minutos de incubación se midió la absorbancia a 500 nm. Las 

concentraciones de hidroperóxidos lipídicos en las muestras se calcularon a partir de 

una curva estándar. Cada muestra se analizó por duplicado, las concentraciones de 

hidroperóxidos lipídicos se expresaron como nmol/mg de proteína. 

6.11 ANÁLISIS DE LA CALIDAD ESPERMÁTICA 

Las evaluaciones de los marcadores de la calidad espermática proporcionan 

información acerca de las propiedades estructurales (contar con cabeza y flagelo 

normales) y de la integridad de la membrana plasmática, así como de atributos 

funcionales como la movilidad. En conjunto estos parámetros pretenden valorar las 

propiedades que permitan identificar a un conjunto de espermatozoides de buena 

calidad, o bien, emplearse como marcadores de daño. 

6.11.1 Obtención de los espermatozoides de la cauda del epidídimo 

Inmediatamente después de que los animales se anestesiaron, los testículos 

se expusieron y se identificó la cauda del epidídimo, se hizo una incisión de la túnica 

epididimaria con exposición del conducto epididimario. La región caudal se separó y 

se lavó en solución salina. Después se transfirió a 1 ml de solución salina y se 

realizaron cortes a la cauda del epidídimo para permitir que los espermatozoides 

salieran y se dispersaron por agitación suave, a esta mezcla se le llamó suspensión 

espermática epididimaria. La obtención de los espermatozoides se realizó para el 

análisis cualitativo y cuantitativo. 
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6.11.2 Determinación de la movilidad total espermática 

Para determinar la movilidad total espermática (movimiento individual de los 

espermatozoides, clasificada en dos categorías: movilidad progresiva y no 

progresiva) se colocaron 10 µl de suspensión espermática epididimaria sobre un 

portaobjetos, previamente etiquetado y atemperado a 37 ºC y se cubrieron con un 

cubreobjetos 50 x 24 mm previamente atemperado a 37 ºC. 

La preparación con la suspensión espermática epididimaria se colocó en un 

microscopio de campo claro y se enfocó a 40X. Se contaron 200 espermatozoides 

con un contador manual. Se registraron los espermatozoides que presentaron 

movilidad progresiva y no progresiva. El resto de los espermatozoides se 

contabilizaron como inmóviles. La movilidad de los espermatozoides se expresó 

como el porcentaje de espermatozoides móviles del total de espermatozoides 

contados. 

6.11.3 Determinación de la viabilidad espermática 

La viabilidad espermática considera el número de espermatozoides vivos, 

expresado en porcentaje. Se colocaron 10 µl de suspensión espermática epididimaria 

sobre un portaobjetos, previamente etiquetado y atemperado a 37 ºC. Sobre la 

muestra se colocaron 10 µl del colorante (eosina Y 0.1 M y nigrosina al 10%) y se 

cubrieron con un cubreobjetos 50 x 24 mm previamente atemperado a 37 ºC. La 

preparación se analizó en un microscopio de campo claro y se enfocó a 40X. En un 

mismo campo se contaron los espermatozoides que se tiñeron de rosa 
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(espermatozoides que se consideraron muertos) y los que no se tiñeron 

(espermatozoides que se consideraron vivos), hasta contar un total de 200 

espermatozoides. Se hizo una regla de tres y el resultado se expresó en porcentaje. 

6.11.4 Determinación de la concentración espermática 

La concentración espermática se determinó con el número de 

espermatozoides expresado en 106/ml. Se tomaron 25 µl de la suspensión 

espermática epididimaria y se colocaron en 500 µl de agua destilada. De esta mezcla 

se tomaron 10 µl, se colocaron por la ranura central hasta llegar a la cuadrícula 

central de la cámara de Neubauer. Se colocaron otros 10 µl en la otra cuadrícula 

central. Se dejaron transcurrir 10 minutos para permitir que los espermatozoides 

precipitaran en el fondo de la cámara. El conteo espermático se realizó en los 

subcuadros marcados con rojo con el objetivo 40X (Figura 10). La concentración de 

espermatozoides se expresó en 106/ml. 

Figura 10. Esquema de la cámara de Neubauer. (A) vista general de la cámara de Neubauer que muestra las dos 
cuadrículas y la ranura central. (B) vista detallada de una cuadrícula que muestra los cuadros A, B, C y D que 
corresponden a las esquinas de la cuadrícula; el cuadro E es central. El cuadro E se divide en 25 subcuadros, de 
los cuales E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y E8 corresponden a la periferia del cuadro E. 

A) B) 
cuadrícula central 

canales laterales 

ranura central 



 57 

Cada subcuadro contiene 16 cuadros más pequeños. Se contaron las cabezas 

de los espermatozoides que se encontraron en los 16 cuadros pequeños, así como 

las cabezas que se encontraron sobra la línea roja que formaron los límites (superior 

izquierdo) de cada subcuadro formando una “L invertida” (Figura 11). Se contaron las 

cabezas que tocaron la línea roja de cada subcuadro y no se contaron las cabezas 

que tocaron las líneas negras en cada subcuadro. 

Figura 11. Esquema que muestra un subcuadro, hipotéticamente el E1. Se indican los límites superior e izquierdo 
con la línea roja formando una “L invertida”. Para el conteo se consideraron los cabezas de los espermatozoides 
que estuvieron en los cuadros y los que tocaron la “L invertida”. Los espermatozoides en color verde se tomaron 
en cuenta para el conteo, mientras que los espermatozoides en color rojo se excluyeron.  

La concentración se calculó con la siguiente fórmula: 

n x 21 x 10 000 x 8 / 2, donde: 

n, es el número de espermatozoides que se contaron en ambas cuadrículas. 

21, es el factor de dilución. 

10 000, es la profundidad de la cámara de Neubauer. 

8, es el número de subcuadros que se contaron. 

2, es el número de cuadrículas que se ocuparon. 
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6.11.5 Determinación de la morfología espermática 

La morfología de los espermatozoides se evalúo en la misma muestra que se 

observó la viabilidad. Se contaron 500 espermatozoides al azar en diferentes 

campos. La muestra se observó con el objetivo de 40X. Se tomaron en cuenta las 

anormalidades en la cabeza, el flagelo y la presencia de la gota citoplasmática. La 

morfología se expresó en porcentaje. 

6.12 DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE PROTEÍNAS TOTALES 

El contenido de las proteínas totales de las muestras se determinó utilizando 

la técnica del BCA usando el kit comercial BCA (Pierce), con la formulación basada 

en un detergente compatible con el ácido bicinconínico para la detección 

colorimétrica y la cuantificación de proteínas totales en el homogeneizado [Smith et 

al. 1985]. Las concentraciones desconocidas de las proteínas se determinaron 

mediante la comparación con 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). Cada patrón y las muestras se colocaron en una micro 

placa de 96 pozos. La micro placa se incubó a 37 °C protegida de la luz durante 30 

minutos. Se determinó el cambio de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm 

(detector 880 multimodo DTX, Beckman Coulter). Las concentraciones finales de las 

proteínas desconocidas se determinaron por interpolación de los valores elaborados 

a partir de una curva estándar de los valores de BSA. 
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6.13 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las bases de datos se crearon en Excel. El análisis estadístico y las gráficas 

se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.0. Los datos de expresaron como la 

media ± la desviación estándar (DE). El peso corporal se analizó por medio de un 

análisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Las concentraciones de la 

corticosterona y la testosterona, las concentraciones de hidroperóxidos lipídicos, la 

actividad de las enzimas antioxidantes, los parámetros de la calidad espermática del 

estrés agudo y la detección de ERO del estrés agudo y crónico se analizaron 

mediante un ANOVA de una vía. El peso testicular, las concentraciones de la 

corticosterona y la testosterona, las concentraciones de hidroperóxidos lipídicos, la 

actividad de enzimas antioxidantes y la calidad espermática del estrés crónico se 

analizaron por ANOVA de dos vías con la condición experimental y los días como 

factores. La prueba de Tukey-Kramer se utilizó para hacer las comparaciones 

múltiples. Las correlaciones entre la corticosterona con los marcadores del estrés 

oxidante y la testosterona con la calidad espermática se analizaron mediante la 

correlación de Pearson. El nivel de significancia estadística se fijó en p<0.05. 
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7 RESULTADOS 

Los resultados que a continuación se presentan muestran el impacto del 

estrés agudo y crónico en la fisiología testicular. Además, revelan cómo las células 

testiculares responden ante el reto de la desregulación en el estado redox provocado 

por una situación estresante. 

7.1 SEGUIMIENTO SEMANAL DEL PESO CORPORAL A PARTIR DEL 

INICIO DEL ESTRÉS CRÓNICO 

El peso corporal de los grupos control y los grupos de estrés se registró desde 

el inicio del estudio y cada siete días. El peso corporal de los machos estresados no 

aumentó de manera similar al grupo control, ya que a partir de los 14 días de 

tratamiento el grupo de estrés redujo significativamente la ganancia de peso, con la 

diferencia del 4.8% con respecto al grupo control y dicha disminución continuó hasta 

el día 50: 21 días 6.6%, 28 días 7.6%, 35 días 10.4%, 42 días 10.7% y 50 días 13.1% 

(p<0.05; Figura 12). De esta manera se confirmó que la disminución en la ganancia 

de peso corporal se relaciona con la inducción del estrés crónico. 
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Figura 12. Cambios en el peso corporal en ratas control (línea azul) y ratas sometidas a estrés crónico por 
inmersión en agua fría (línea roja). Las evaluaciones se hicieron cada siete días. Cada punto representa la media 
± DE (n=5). En el gráfico se observa el inicio de la disminución en la ganancia de peso a los 14 días de haber 
comenzado el estrés. ANOVA de medidas repetidas, Tukey-Kramer. *p<0.05 comparado con el grupo control. 

 

7.2 PESO TESTICULAR DESPUÉS DEL ESTRÉS CRÓNICO 

El peso absoluto de los testículos se mantuvo sin cambios después de 20 y 40 

días de estrés consecutivo, mientras que a los 50 días de estrés el peso testicular fue 

significativamente menor (11.4%) que en el grupo control (p<0.05; Tabla 3). 

 

 

Tabla 3. Pesos testiculares en machos estresados crónicamente por inmersión en agua fría. 

Tiempo bajo 
estrés (días)  

  
     20 

  
40 

  
                   50 

Peso    Control Estrés  Control Estrés  Control Estrés 

Testículo (g)  1.74±0.09 1.68±0.13  1.76±0.07 1.75±0.10  2.01±0.06 1.78±0.08* 

Los datos se expresan como media ± DE (n=5). 
Los datos se analizaron con ANOVA de dos vías, seguida de la prueba de Tukey-Kramer. 
*p<0.05 comparado con el grupo control. 
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7.3 INFLUENCIA DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO EN LAS 

CONCENTRACIONES SÉRICAS DE LA CORTICOSTERONA 

Las concentraciones séricas de la corticosterona se determinaron a las 0, 6, 12 y 

24 horas después de solo una sesión de estrés. Las mediciones también se hicieron a 

los 20, 40 y 50 días de estrés consecutivo. La concentración de corticosterona en el 

grupo control del estrés agudo fue de 22.56 ± 2.60 µg/dl y la del grupo de estrés al 

tiempo 0 fue de 54.78 ± 8.42 µg/dl, por lo que aumentó significativamente 142.8% en 

el tiempo 0 comparado con el grupo control (p<0.05; Figura 13A). Las 

concentraciones de corticosterona a las 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés fueron 

de 14.76 ± 1.01 µg/dl, 5.85 ± 1.22 µg/dl y 24.86 ± 2.03 respectivamente (p<0.05; 

Figura 13A). Así que, el aumento observado al tiempo 0 no continuó en los tiempos 

posteriores, al contrario, al tiempo 6 la corticosterona disminuyó significativamente 

34.6% y al tiempo 12 la reducción fue del 74.1% comparados con el grupo control. Si 

bien, las concentraciones de la corticosterona estuvieron fluctuando a lo largo de los 

diferentes tiempos, a las 24 horas regresaron a concentraciones similares a las del 

grupo control. 

Por otra parte, durante el estrés crónico las concentraciones de la 

corticosterona aumentaron de manera general. En el grupo estresado durante 20 

días consecutivos la corticosterona aumentó significativamente 94.7% (p<0.05; 

Figura 13B), en los días 40 y 50 de estrés crónico se incrementó 92.9% (p<0.05; 

Figura 13B) y 160.9% (p<0.05; Figura 13B), respectivamente. 
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Figura 13. Concentraciones séricas de la corticosterona en machos sometidos a estrés. Las concentraciones se 
obtuvieron por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). (A) Los machos se expusieron a una sesión de 
estrés y las evaluaciones se realizaron a las 0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés. Se encontró un aumento 
significativo inmediatamente después de la exposición al estresor y disminuyó a las 6 y 12 horas, regresando a 
las 24 horas a concentraciones similares a las del grupo control, *p<0.05 denota diferencias significativas en los 
grupos de estrés comparados con el grupo control. Los valores del gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA 
de una vía, Tukey-Kramer. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 50 días consecutivos. En 
los tres tiempos estudiados la corticosterona aumento significativamente por efecto del estrés crónico, *p<0.05 
denota diferencias significativas en los grupos de estrés comparados con su respectivo grupo control. Los valores 
del gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de dos vías, Tukey-Kramer. 

 

7.4 INFLUENCIA DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO EN LAS 

CONCENTRACIONES SÉRICAS DE LA TESTOSTERONA 

Las concentraciones séricas de la testosterona se determinaron a las 0, 6, 12 

y 24 horas después de la primera sesión de estrés. También, las mediciones se 

hicieron a los 20, 40 y 50 días de estrés consecutivo. En ninguno de los grupos 

experimentales expuestos al estrés agudo se modificaron las concentraciones de la 

testosterona (Figura 14A). 

Durante el estrés crónico, la testosterona disminuyó en los tres tiempos 
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disminuyó 73.2% (p<0.05; Figura 14B). En el día 40 la testosterona se redujo 

significativamente 87.3% (p<0.05; Figura 14B) y en el día 50 la disminución fue del 

89% (p<0.05; Figura 14B). 

Figura 14. Concentraciones séricas de la testosterona en machos sometidos a estrés. Las concentraciones se 
obtuvieron por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). (A) Los machos se expusieron a una sesión de 
estrés y las evaluaciones se realizaron a las 0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés, sin encontrarse diferencias 
significativas en las concentraciones de la hormona. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 
50 días consecutivos. En los tres tiempos estudiados la testosterona disminuyó significativamente por efecto del 
estrés crónico, *p<0.05 denota diferencias significativas en los grupos de estrés comparados con su respectivo 
grupo control. Los valores del gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de dos vías, Tukey-Kramer. 

 

7.5 PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO EN EL 

TESTÍCULO DESPUÉS DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO 

La evaluación de la fluorescencia generada por la oxidación de la DCF por la 

presencia de peróxidos fue un parámetro utilizado para determinar de manera 

indirecta la presencia de ERO en nuestro modelo. Los ensayos realizados por 

espectrofluorometría revelan que en las células del testículo de animales estresados 

de forma aguda no se generan ERO inmediatamente después de que los animales 
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se expusieron al estresor. Por el contrario, la producción de ERO aumentó 

significativamente 77.6% a las 6 horas posteriores al estresor con respecto al grupo 

control y se incrementó 89.0% con respecto al grupo del tiempo 0 (p<0.05; Figura 

15A). Este aumento fue momentáneo, ya que a las 12 y 24 horas posteriores a la 

exposición al estresor, la producción de ERO se mantuvo en concentraciones 

similares a los grupos control y del tiempo 0. 

Por el contrario, cuando los animales se estresaron crónicamente, aumentó la 

generación de ERO en el testículo durante los tres tiempos de exposición al estresor. 

A partir de los 20 días de estrés crónico la producción de ERO aumentó 

significativamente 45.8%, a los 40 días el aumento fue de 77.5% y en el día 50 

incrementó 92.1% comparados con el grupo control (p<0.05; Figura 15B). 

Figura 15. Producción de especies reactivas del oxígeno (ERO) en el testículo de animales sometidos a estrés 
agudo y crónico. La producción de ERO se evaluó por medio de la detección de la fluorescencia de la sonda 2-7 
diclorofluoresceína. (A) Los machos se expusieron a una sesión de estrés y las evaluaciones se realizaron a las 
0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés. Únicamente a las 6 horas aumentó significativamente la generación de 
ERO, *p<0.05 comparado con los grupos control y tiempo 0. Los valores del gráfico muestran la media ± DE 
(n=5). ANOVA de una vía, Tukey-Kramer. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 50 días 
consecutivos. En los tres tiempos aumentó significativamente la producción de ERO, *p<0.05 comparado con el 
grupo control. Los valores de los tres grupos control se normalizaron a 1 y se representó sólo un grupo control. 
Los valores del gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de una vía, Tukey-Kramer. 
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7.6 ACTIVIDAD TOTAL DE LA SOD Y CONTENIDO DE LA ENZIMA SOD1 

EN EL TESTÍCULO DESPUÉS DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO 

Los efectos perjudiciales del estrés se estudiaron con la medición de la 

actividad y el contenido de la enzima SOD en el testículo. El estrés agudo no 

modificó la actividad total de la SOD ni el contenido de la SOD1 (Figura 16A). En los 

animales estresados crónicamente la actividad total de la SOD disminuyó 

significativamente 53.9% a los 20 días, 55.1% a los 40 días y 81.7% en el día 50, 

comparada con el grupo control (p<0.05; Figura 16B). A pesar del descenso en la 

actividad total de la SOD, el contenido de la SOD1 se mantuvo sin cambios durante 

el estrés crónico (Figura 16B, panel inferior). 

Figura 16. Actividad total de la superóxido dismutasa (SOD) y contenido de la SOD1 (panel inferior) en el 
testículo de ratas estresadas. La actividad total de la SOD se expresó como U/mg de proteína. El contenido de la 
SOD1 se determinó por Western blot. (A) Los machos se expusieron a una sesión de estrés y las evaluaciones se 
realizaron a las 0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés, sin encontrarse diferencias significativas en la actividad y 
contenido de la enzima. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 50 días consecutivos. En 
los tres tiempos estudiados la actividad total de la SOD disminuyó por efecto del estrés crónico, *p<0.05 denota 
diferencias significativas en los grupos de estrés comparados con su respectivo grupo control. Los valores del 
gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de dos vías, Tukey-Kramer. C, control; E, estrés; U, una unidad de 
actividad se define como la cantidad de la enzima que inhibe el 50% de formazán. 
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7.7 ACTIVIDAD Y CONTENIDO DE LA ENZIMA CATALASA EN EL 

TESTÍCULO POR EFECTO DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO 

 La actividad antioxidante de la catalasa no se modificó y el contenido de la 

enzima se mantuvo constante en el testículo por efecto del estrés agudo (Figura 

17A). En los machos estresados por 20 días la actividad de la catalasa se incrementó 

47.6%. Por el contrario, en los animales estresados por 40 días, la actividad de la 

catalasa disminuyó 28.9%, por lo que, su actividad se mantuvo 71.1% comparado 

con el grupo control. La actividad de la catalasa continuó baja a los 50 días de estrés, 

la reducción fue de 35.5% (p<0.05; Figura 17B). A pesar del descenso en la actividad 

de la catalasa, su contenido se mantuvo sin cambios durante el estrés crónico 

(Figura 17B, panel inferior). 

Figura 17. Actividad y contenido de la enzima catalasa (CAT, panel inferior) en el testículo de ratas estresadas. 
La actividad de la catalasa se expresó como los cambios en k/mg de proteína. El contenido de la catalasa se 
determinó por Western blot. (A) Los machos se expusieron a una sesión de estrés y las evaluaciones se 
realizaron a las 0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés, sin encontrarse diferencias significativas en la actividad y 
contenido de la enzima. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 50 días consecutivos. La 
actividad de la catalasa aumentó a los 20 días de estrés y disminuyó a los 40 y 50 días, *p<0.05 denota 
diferencias significativas en los grupos de estrés comparados con su respectivo grupo control. Los valores del 
gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de dos vías, Tukey-Kramer. C, control; E, estrés; k, constante de 
velocidad de la reacción de primer orden. 
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7.8 ACTIVIDAD TOTAL DE LA GPx Y CONTENIDO DE LA ENZIMA GPx-4 

EN EL TESTÍCULO POR EFECTO DEL ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO 

El estrés agudo no modificó la actividad total de la GPx ni el contenido de la 

GPx-4 en el testículo de los machos tratados (Figura 18A). En los animales 

estresados por 20 días, la actividad total de la GPx disminuyó 48.7%. La actividad de 

la GPx se mantuvo abajo a los 40 días de estrés, la reducción fue del 22.1%. De 

forma similar, a los 50 días de estrés la actividad de la enzima se redujo 64.6%, 

comparada con el grupo control (p<0.05; Figura 18B). A pesar del descenso en la 

actividad total de la GPx, la GPx-4 únicamente disminuyó su contenido a los 20 días 

de estrés crónico (Figura 18B, panel inferior). 

Figura 18. Actividad total de la glutatión peroxidasa (GPx) y contenido de la GPx-4 (panel inferior) en el testículo 
de ratas estresadas. La actividad de la GPx se expresó como U/mg de proteína. El contenido de la GPx-4 se 
determinó por Western blot. (A) Los machos se expusieron a una sesión de estrés y las evaluaciones se 
realizaron a las 0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés, sin encontrarse diferencias significativas en la actividad y 
contenido de la enzima. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 50 días consecutivos. En 
los tres tiempos estudiados la actividad total de la GPx disminuyó por efecto del estrés crónico, *p<0.05 denota 
las diferencias significativas en los grupos de estrés comparados con su respectivo grupo control. El Western blot 
mostró que únicamente a los 20 días de estrés el contenido de la GPx-4 disminuyó. Los valores del gráfico 
muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de dos vías, Tukey-Kramer. C, control; E, estrés; U, cantidad de enzima 
que oxida 1.0 nmol de NADPH hacia NADP+/minuto. 
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7.9 GENERACIÓN DE HIDROPERÓXIDOS LIPÍDICOS POR EFECTO DEL 

ESTRÉS AGUDO Y CRÓNICO EN EL TESTÍCULO 

La medición de la peroxidación lipídica en el testículo se realizó para 

establecer una relación entre la posible generación de estrés oxidante y la oxidación 

lipídica, como un marcador de daño. Las concentraciones de hidroperóxidos lipídicos 

en el testículo se mantuvieron sin cambios inmediatamente después de que las ratas 

se expusieron por primera vez al estresor (Figura 19A). Por el contrario, durante el 

estrés crónico, las concentraciones de hidroperóxidos lipídicos aumentaron 

significativamente en los tres tiempos estudiados. Después de 20 días de estrés la 

concentración de hidroperóxidos lipídicos aumentó significativamente 96.4% (p<0.05; 

Figura 19B), a los 40 días aumentó 98.7% (p<0.05; Figura 19B) y en el día 50 

110.7% (p<0.05; Figura 19B). 

Figura 19. La peroxidación lipídica (LPO) en el testículo de ratas estresadas aguda y crónicamente. La 
determinación de la LPO se realizó mediante la medición directa de los hidroperóxidos lipídicos utilizando 
reacciones redox con el ion ferroso. (A) Los machos se expusieron a una sesión de estrés y las evaluaciones se 
realizaron a las 0, 6, 12 y 24 horas posteriores al estrés, sin encontrarse diferencias significativas en las 
concentraciones de hidroperóxidos lipídicos. (B) Los machos se estresaron crónicamente durante 20, 40 y 50 días 
consecutivos. En los tres tiempos estudiados las concentraciones aumentaron significativamente por efecto del 
estrés crónico, *p<0.05 denota diferencias significativas en los grupos de estrés comparados con su respectivo 
grupo control. Los valores del gráfico muestran la media ± DE (n=5). ANOVA de dos vías, Tukey-Kramer. 
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7.10 CALIDAD ESPERMÁTICA DESPUÉS DEL ESTRÉS AGUDO Y 

CRÓNICO 

La calidad espermática no se modificó por la exposición al estrés agudo (Tabla 

4). Por el contrario, la movilidad total de los espermatozoides disminuyó 

significativamente en los machos sometidos al estrés crónico. La movilidad de los 

espermatozoides disminuyó 25.0% a los 20 días, 24.8% a los 40 días y 28.0% a los 

50 días de estrés (p<0.05; Tabla 5). 

Asimismo, la viabilidad de los espermatozoides se redujo significativamente en 

los 20, 40 y 50 días consecutivos de estrés, la reducción fue del 21.6%, 22.6% y 

15.5% respectivamente (p<0.05; Tabla 5). 

La cuenta espermática total de los grupos estresados a los 20, 40 y 50 días 

fue significativamente menor comparada con los grupos control, la disminución fue 

del 44.7%, 43.2% y 30.9% respectivamente (p<0.05; Tabla 5). 

El porcentaje de espermatozoides anormales aumentó significativamente 36% 

en el grupo estresado por 20 días. De forma similar, después de 40 y 50 días de 

estrés las anormalidades morfológicas se incrementaron 49.1% y 35.7%, 

respectivamente (p<0.05; Tabla 5). 

Tabla 4. Efecto del estrés agudo por inmersión en agua fría en los parámetros de calidad espermática. 
    Tiempo posterior al estrés (horas) 

Parámetros        Control             0              6             12             24 
Movilidad total (%)  85.20±4.9    83.20±6.5  81.25±2.9  84.60±5.4  84.40±4.2 
Viabilidad (%)  84.80±3.9    84.80±1.7  86.25±2.8  83.80±4.8  80.60±5.3 
Cuenta espermática (106/ml)  131.71±11.5  132.92±7.7  125.29±16.9  130.56±12.5  134.58±18.5 
Anormalidades          
morfológicas (%) 

   7.96±2.3      8.04±2.3      9.6±1.8    8.30±1.4    8.76±0.8 

Los datos se expresan como la media ± DE (n=5). 
Los datos se analizaron con ANOVA de una vía. 
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7.11 CORRELACIÓN DE LA CORTICOSTERONA CON LOS 

MARCADORES DE ESTRÉS OXIDANTE Y LA TESTOSTERONA 

La correlación entre la corticosterona y los marcadores de estrés oxidante se 

muestran en la Tabla 6. Cuando se compararon las correlaciones de los parámetros 

del estrés oxidante, se encontró la relación entre el aumento en la corticosterona 

sérica durante el estrés crónico con la generación de ERO y con el aumento del daño 

a los lípidos a los 20, 40 y 50 días de estrés. Por el contrario, el aumento en la 

corticosterona se relacionó de forma inversa, es decir, cuando la hormona se 

incrementó, la SOD y la GPx disminuyeron su actividad total en los tres tiempos 

estudiados. Asimismo, cuando la corticosterona aumentó a los 20 días de estrés, la 

actividad de la catalasa también aumentó, contrario a lo que sucedió a los 50 días de 

estrés, ya que en este tiempo la relación fue a la inversa, aumentó la corticosterona y 

disminuyó la actividad de la catalasa. Sin embargo, a los 40 días de estrés no se 

encontró relación entre la corticosterona y la actividad de esta enzima. 

Tabla 5. Efecto del estrés crónico por inmersión en agua fría en los parámetros de la calidad espermática. 
Tiempo bajo estrés 
(días) 

  
     20 

  
       40 

  
        50 

Parámetros  Control Estrés  Control Estrés  Control Estrés 
Movilidad total (%)  83.75±3.0  62.80±12.3*  84.80±5.0 63.80±3.1*  83.60±2.2   60.20±11.2* 
Viabilidad (%)  86.45±4.3 67.75±8.2*  82.94±4.0 64.20±7.4*  84.55±5.1 71.45±7.0* 
Cuenta 
espermática 
(106/ml) 

 127.9±29.8 70.77±17.9*  143.42±31.7 81.4±20.1*  123.82±21.1   85.55±28.7* 

Anormalidades 
morfológicas (%) 

 8.08±0.8 11.0±1.4*    8.80±0.9 13.12±2.4*   9.64±1.2 13.08±1.2* 

Los datos se expresan como la media ± DE (n=5). 
Los datos se analizaron con ANOVA de dos vías, seguida de la prueba de Tukey-Kramer. 
*p<0.05 comparado con el grupo control. 
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Por otra parte, con el aumento de la corticosterona durante el estrés crónico 

se relacionó con la disminución en la testosterona en los tres tiempos estudiados. 

 

 

 

 

 

 

 

7.12 CORRELACIÓN ENTRE LA TESTOSTERONA Y LOS PARÁMETROS 

ESPERMÁTICOS 

La correlación entre la testosterona y los parámetros espermáticos se 

muestran en la Tabla 7. Cuando se compararon las correlaciones de los parámetros 

espermáticos, se encontró la relación entre la disminución en la testosterona sérica 

durante el estrés crónico con las reducciones de la movilidad total, de la viabilidad y 

de la cuenta espermática a los 20, 40 y 50 días de estrés. Por el contrario, el 

descenso en la testosterona se relacionó de forma inversa, es decir, cuando la 

hormona disminuyó, también aumentó en la cuenta de espermatozoides anormales. 

 

 

Tabla 6. Correlación de Pearson entre la corticosterona sérica y los marcadores de 
estrés oxidante (especies reactivas del oxígeno (ERO), peróxidos lipídicos (LPO), 
actividad de la superóxido dismutasa total (SOD), actividad de la catalasa, actividad de 
la glutatión peroxidasa total (GPx)), y las concentraciones séricas de testosterona 
durante el estrés crónico (20, 40 y 50 días consecutivos de exposición al estresor). 

Tiempo bajo 
estrés (días) 

  
20 

  
40 

  
50 

Parámetros        
ERO  0.847 (0.002)  0.750 (0.012)  0.974 (0.000) 
LPO  0.773 (0.024)  0.828 (0.006)  0.771 (0.009) 
SOD  -0.957 (0.000)  -0.700 (0.024)  -0.925 (0.000) 
Catalasa  0.651 (0.041)  -0.644 (0.118)  -0.682 (0.030) 
GPx  -0.937 (0.000)  -0.822 (0.004)  -0.893 (0.001) 
Testosterona  -0.899 (0.000)  -0.848 (0.002)  -0.938 (0.000) 
R (p). p=nivel de significancia (2-colas) 
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Tabla 7. Correlación de Pearson entre la testosterona sérica y la calidad espermática (movilidad total, 
viabilidad, cuenta y morfología espermática) durante el estrés crónico (20, 40 y 50 días consecutivos de 
exposición al estresor). 
Tiempo bajo estrés (días)  20  40  50 
Parámetros       
Movilidad total  0.812 (0.008)  0.933 (0.000)  0.835 (0.003) 
Viabilidad  0.787 (0.007)  0.956 (0.000)  0.943 (0.000) 
Cuenta espermática  0.824 (0.003)  0.918 (0.000)  0.837 (0.003) 
Anormalidades morfológicas  -0.834 (0.003)  -0.752 (0.012)  -0.888 (0.001) 
R (p). p=nivel de significancia (2-colas) 
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8 DISCUSIÓN 

Varios estudios sugieren que el estrés puede causar infertilidad al afectar las 

gónadas [Hjollund et al. 2004; Jung et al. 2002; Maric et al. 1996; Sheiner et al. 

2003], algunos autores proponen que el estrés induce la formación de ERO que 

producen estrés oxidante en el testículo [Nirupama et al. 2013; Priya y Reddy 2012], 

el cual es considerado como una de las principales cusas de la infertilidad masculina 

[Aitken et al. 2014; Makker et al. 2009; Saleh y Agarwal 2002]. Sin embargo, son 

pocos las investigaciones realizadas para estudiar la formación de ERO por efecto 

del estrés en los testículos. 

En este estudio, se tuvo como objetivo investigar el efecto del estrés agudo y 

crónico en la respuesta antioxidante del testículo de la rata adulta por medio de 

pruebas bioquímicas y en parámetros de calidad de los espermatozoides obtenidos 

de la cauda del epidídimo. 

Como indicadores de que las ratas experimentan estrés, en este estudio se 

examinó el efecto del estrés crónico por inmersión en agua fría en los pesos corporal 

y testicular. El uso en la investigación de diferentes estresores demuestra la 

reducción de la ganancia de peso corporal en animales de experimentación [Bekris et 

al. 2005; Gamaro et al. 2003; Nirupama et al. 2013; Retana-Marquez et al. 2003a; 

Zardooz et al. 2006a]. 

En el presente estudio, la ganancia de peso corporal de las ratas después del 

estrés crónico, fue significativamente menor desde los primeros 14 días y hasta el 
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final de la exposición al estresor, esto puede ser debido a la disminución en la 

ingesta de alimento [Bekris et al. 2005; Harris et al. 1998; Lucca et al. 2009; Rybkin 

et al. 1997]. Durante el estrés continuo se incrementa la liberación de la CRH, que 

actúa como un neuropéptido anorexigénico, ya que inhibe la liberación del 

neuropéptido Y, lo que puede reducir la ingesta de alimento y, en consecuencia, 

menor aumento de peso en las ratas estresadas [Carrasco y Van de Kar 2003; 

Zardooz et al. 2006b]. Otra razón de la disminución en la ganancia de peso se 

explicaría como consecuencia de la disminución de las reservas corporales por el 

aumento de la actividad metabólica [Herman et al. 1995]. 

Además, los resultados muestran que el peso absoluto de los testículos 

disminuyó en los machos estresados durante 50 días consecutivos; esto indica que 

los testículos son vulnerables al estrés, por lo que su peso es considerado un 

parámetro importante para evaluar el riesgo de los efectos tóxicos en el sistema 

reproductor masculino [Clegg  et al. 2001; Yavasoglu et al. 2008]. La exposición 

repetida al estrés induce cambios estructurales en los testículos, como lo son la 

disminución del diámetro de los túbulos seminíferos y la reducción en el número y 

tamaño de las células de Leydig, lo que provoca el descenso en la síntesis de 

testosterona. Como consecuencia, se detiene la maduración de las células 

germinales en proliferación, aumenta la apoptosis de las células germinales y 

disminuye así la producción de las espermátidas y aumenta el número de 

espermatozoides muertos, reduciéndose la función testicular y la espermatogénesis 

como previamente se ha reportado [Hou et al. 2014; Mingoti et al. 2003; Potemina 
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2008; Swami et al. 2007]. Por lo tanto, se considera que el peso testicular depende 

principalmente de la abundancia de las células espermatogénicas diferenciadas y de 

los espermatozoides [Takahashi y Oishi 2001]. Tomando en cuenta lo anterior, el 

peso absoluto testicular debe tomarse en consideración y no esperar que la 

reducción del peso testicular se relacione con la reducción del peso corporal [Clegg  

et al. 2001]. 

Otro indicador de estrés es el incremento de las concentraciones circulantes 

de corticosterona [Romero 2004], este aumento además, puede afectar la fisiología 

testicular. En los machos sometidos a estrés agudo las concentraciones de 

corticosterona aumentaron durante los primeros minutos posteriores al estrés, pero 

no durante las horas siguientes. Esto refleja el patrón típico del ritmo circadiano 

según la disminución observada a las 6 y 12 horas, y al aumento de la corticosterona 

similar al grupo control a las 24 horas. Esto ocurre debido a la alteración cíclica de 

las señales procedentes del hipotálamo cada 24 horas [Atkinson y Waddell 1997; 

Retana-Marquez et al. 2003a]. 

Según lo reportado, el aumento de la corticosterona durante la respuesta de 

estrés podría tener efectos nocivos en la función testicular, más específicamente en 

la esteroidogénesis. Sin embargo, el incremento de la corticosterona en los primeros 

minutos posteriores al estrés agudo, no afectó el patrón de secreción de la 

testosterona en ninguno de los tiempos estudiados. Datos existentes demuestran 

que en ratones inmovilizados por 15 minutos, las concentraciones de corticosterona 

aumentan y después de 30 minutos de estrés disminuyen las de la testosterona. 
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Estos datos se confirmaron in vitro después de la administración de corticosterona, 

demostrando que esta hormona disminuye la formación de AMPc (segundo 

mensajero involucrado en la regulación de la esteroidogénesis en las células de 

Leydig) a los 15 minutos de incubación. Además, reduce la síntesis de testosterona 

después de 30 minutos, lo que indica que la corticosterona actúa a través de 

mecanismos no genómicos en las células de Leydig [Dong et al. 2004; Hu et al. 

2008]. 

En este estudio, la testosterona se evaluó a las 0, 6, 12 y 24 horas después de 

solo una exposición al estresor, por lo que no se excluye la posibilidad de que entre 

los tiempos 0 y 6 las concentraciones de testosterona hayan descendido. Además, 

se debe tomar en cuenta que los machos estuvieron expuestos a una sola 

concentración de corticosterona durante una sesión de estrés por 15 minutos y no 

por tiempos más prolongados. Por este motivo, es posible que la testosterona haya 

disminuido dentro de la primera hora de la exposición de la corticosterona, ya que 

esta hormona tiene un tiempo de vida media de 50 minutos [Kitay 1961]. Si bien, los 

resultados obtenidos demuestran que después de 6 horas posteriores al estrés 

agudo no se afectan las concentraciones de testosterona, permite sugerir que el 

estrés agudo no compromete la función esteroidogénica del testículo. 

Por el contrario, bajo condiciones de estrés crónico, en los machos estresados 

por 20, 40 y 50 días la corticosterona aumentó, confirmando la hiperactividad del eje 

HHA, por lo tanto, es de esperarse la disminución de la síntesis de testosterona 

[Veldhuis 1997]. Las células de Leydig expresan el receptor de glucocorticoides y son 
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el principal objetivo de la acción de los glucocorticoides en el testículo [Ortlip et al. 

1981]. El complejo receptor-corticosterona entra al núcleo y actúa como regulador de 

la transcripción génica y puede causar cambios positivos o negativos en el ARNm y 

en proteínas específicas que modulan la función celular [Landers y Spelsberg 1992; 

Schmid et al. 1995]. 

En las células de Leydig, la corticosterona inhibe la transcripción de genes que 

codifican para enzimas que participan en la biosíntesis de la testosterona, tales como 

la enzima de escisión de la cadena lateral del colesterol (P450scc), la 3 beta-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), la 17 beta-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (17β-HSD) [Hales y Payne 1989; Srivastava et al. 1993] y la proteína 

StAR [Dhanabalan et al. 2011]. Además, la exposición prolongada a corticosterona 

inicia la apoptosis de las células de Leydig en ratas [Gao et al. 2002; Gao et al. 

2003], lo que podría contribuir a disminuir la capacidad esteroidogénica dada por la 

supresión de la biosíntesis de la testosterona. 

El incremento de al menos dos veces las concentraciones de corticosterona 

en los tres tiempos estudiados durante el estrés crónico se asocian con la 

disminución de las concentraciones de testosterona durante el estrés por inmersión 

en agua fría, lo que confirma los hallazgos previamente reportados [Retana-Marquez 

et al. 2003a]. Una de las funciones que principalmente se altera durante el estrés 

crónico es la síntesis de testosterona y, en este estudio, quedó demostrado por la 

correlación negativa encontrada entre el aumento de la corticosterona y la 

disminución de la testosterona. 
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Para evaluar otros efectos del estrés, se estudia la liberación de 

glucocorticoides en la respuesta de estrés y en su administración a diferentes dosis, 

para mimetizar el efecto del estrés. Los resultados respaldan que los glucocorticoides 

en ambos casos tienen un impacto significativo en la fisiología redox, con la notable 

generación de estrés oxidante [Costantini et al. 2011]. 

Después de la administración de glucocorticoides, se producen diversos 

efectos rápidos dentro de un periodo de tiempo corto, que no se relacionan con los 

efectos genómicos de los mismos [Buttgereit y Scheffold 2002; Falkenstein et al. 

2000; Stellato 2004]. Estos efectos incluyen la generación de ERO [Greenstein et al. 

2002; Wang et al. 2006]. 

Los glucocorticoides actúan a través de la unión a su receptor, el cual se ha 

detectado en las mitocondrias de células germinales, células de Sertoli y 

espermatozoides [Demonacos et al. 1995; Koufali et al. 2003; Psarra et al. 2005; 

Scheller et al. 2003; Silva et al. 2010]. La translocación rápida del receptor de 

glucocorticoides a las mitocondrias representa uno de los primeros efectos no 

genómicos de los glucocorticoides. Por lo tanto, las mitocondrias desempeñan un 

papel central en la regulación de estos efectos no genómicos, ya que las 

mitocondrias son fuente importante de la producción de ERO [Jezek y Hlavata 2005]. 

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan que una sola exposición al 

estresor incrementa la formación de peróxidos como marcador de la producción de 

ERO en el testículo. El aumento en la producción de ERO ocurrió a las 6 horas 

posteriores al estrés; sin embrago, el aumento fue temporal y reversible, ya que no 
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se sostuvo en el tiempo y regresó a concentraciones similares a las del grupo control 

a las 12 y 24 horas. La generación de ERO a las 6 horas, se podría relacionar con el 

aumento de la corticosterona liberada inmediatamente después de la exposición al 

estresor, como se ha reportado previamente [Costantini et al. 2008; Lin et al. 2004; 

Stier et al. 2009]. 

El incremento temporal en la generación de ERO podría regular la 

homeostasis redox en el testículo, ya que durante el envejecimiento, por el ejercicio o 

por otras condiciones de estrés, las ERO aumentan para restablecer la homeostasis 

redox [Droge 2002]. Algunos autores señalan que el término "homeostasis redox" 

debe sustituirse por "alostasis redox", este sistema alostático actuaría como un 

sistema amortiguador que tiene un nivel basal y cierta capacidad amortiguadora que 

puede mantener la estabilidad dinámica [Li y He 2009; McEwen 1998]. 

Hasta la fecha no hay evidencias que sustenten el aumento de ERO como 

amortiguador de la homeostasis redox en el testículo, aunque sí se ha estudiado 

para otros tipos celulares. En las células madre de las vías respiratorias, el aumento 

en las concentraciones de ERO activan el factor de transcripción Nrf2, que activa la 

vía Notch para estimular la auto-renovación y proliferación celular. Asimismo, activa 

el sistema antioxidante para neutralizar las ERO intracelulares, volviendo las 

concentraciones basales de ERO para mantener el equilibrio homeostático por medio 

de la regulación redox [Paul et al. 2014]. Los resultados obtenidos en este estudio 

muestran el aumento de ERO, pero sin alterar la actividad y el contenido de las 

enzimas antioxidantes. 
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En el presente estudio, la actividad total de la SOD y el contenido de la SOD1 

no se modificaron, lo que sugiere que el estrés agudo no incrementó la producción 

de O2
●- o tal vez éste fue controlado de manera eficaz sin la necesidad de aumentar 

la actividad o el contenido de estas enzimas. Del mismo modo, la actividad y el 

contenido de las enzimas catalasa, GPx y GPx-4 se mantuvieron sin cambios 

después del estrés agudo. En el caso de la GPx es posible que la relación 

GSH/GSSG y el equilibrio antioxidante-prooxidante no se alteraran por el estrés 

agudo. Estos resultados indican que una sola exposición al estresor no es suficiente 

para causar estrés oxidante en el testículo, en su lugar, el estado redox celular se 

modificó temporalmente con la finalidad de señalizar y no para causar daño. Por lo 

que, existe la posibilidad de que la generación de ERO podría provenir de otra fuente 

como lo es la NADPH oxidasa 5 (NOX5) y participar en procesos de regulación 

celular [Thannickal y Fanburg 2000]. La producción de ERO por la NOX5 desempeña 

un papel fisiológico en las primeras etapas de la espermatogénesis, tales como la 

división celular, la inducción de la apoptosis y en la compactación del ADN [Banfi et 

al. 2001]. Estas evidencias apoyan la idea de que el aumento de ERO a las 6 horas 

regulan procesos fisiológicos a través del desequilibrio momentáneo del estado 

redox, pero sin causar estrés oxidante. 

La lipoperoxidación es un marcador de estrés oxidante que respalda la 

propuesta que el aumento transitorio en la producción de ERO no es suficiente para 

causar estrés oxidante en el testículo durante el estrés agudo. Ya que 

concentraciones elevadas de ERO en el testículo in vivo inducen lipoperoxidación y 
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su cuantificación es esencial para evaluar el daño oxidante en trastornos 

fisiopatológicos. 

El aumento de hidroperóxidos lipídicos es indicador de lipoperoxidación que 

refleja daño en los ácidos grasos poliinsaturados y alteración de la estructura de la 

membrana plasmática y de sus funciones [Agarwal y Prabakaran 2005; Halliwell y 

Gutteridge 1999]. En los tiempos estudiados posteriores al estrés agudo no aumentó 

la formación de hidroperóxidos lipídicos en el testículo, estos resultados son similares 

a los reportados en otros tejidos. Utilizando choques eléctricos en las patas [Uysal et 

al. 2005] y estrés psicológico por un periodo de 2 a 16 horas [Matsumoto et al. 1999] 

se demostró que el estrés agudo no causó lipoperoxidación en el cerebro y en el 

hígado de rata, a pesar de que estos dos tejidos son demasiado vulnerables al daño 

oxidante [Costantini et al. 2011]. 

Si el aumento en la producción de ERO por efecto del estrés agudo no 

modifica la actividad ni el contenido de las enzimas antioxidantes ni tampoco genera 

lipoperoxidación, queda una pregunta por resolver ¿qué otro papel desempeña el 

aumento transitorio en las concentraciones de ERO en el testículo? 

Es posible que el aumento temporal de las ERO induzca la muerte por 

apoptosis de las células germinales, debido que en nuestro grupo de investigación se 

encontró que el estrés agudo estimuló la muerte celular en las células del epitelio 

seminífero a las 24 horas posteriores al estrés (datos no mostrados en este trabajo). 

En este sentido, el aumento de ERO a las 6 horas posteriores al estrés podría estar 

involucrado con la ruta apoptótica extrínseca, la cual comprende la unión de 



 83 

receptores de muerte con su ligando (ligando Fas-receptor de Fas, TNF-alfa-receptor 

1 de TNF). El complejo receptor-ligando induce la formación de balsas lipídicas, se 

recluta y activa la NOX que genera ERO y se activa la señal de la esfingomielinasa 

ácida. Estos procesos constituyen la plataforma de señalización de las balsas 

lipídicas que activarían la apoptosis mediada por receptores de muerte [Zhang et al. 

2007; Zhang et al. 2006]. 

En lo que concierne al estrés crónico, éste podría alterar el sistema 

reproductor masculino a través del daño oxidante ocasionado por el estrés oxidante. 

Diferentes tipos de estrés pueden promover la formación de ERO y estrés oxidante 

[Kamper et al. 2009; Nadeem et al. 2006] en diversos órganos [Sahin y Gumuslu 

2007a; Zafir y Banu 2009]. El estrés oxidante es el resultado de un desequilibrio 

entre oxidantes y antioxidantes. Existen evidencias que apoyan la idea de que el 

estrés oxidante juega un papel crucial en el inicio y progresión de diferentes 

condiciones relacionadas con la infertilidad masculina [Ahmad et al. 2012; Depke et 

al. 2009]. 

En el testículo, los antioxidantes protegen a las células germinales contra el 

daño oxidante [Fraga et al. 1991], ya que éste es uno de los principales factores que 

inducen apoptosis en las células germinales [Kasahara et al. 2002]. Las ERO son 

neutralizadas por el sistema antioxidante, siendo SOD, catalasa y GPx la primera 

línea de defensa celular contra el estrés oxidante. En este estudio, en los machos 

sometidos a estrés crónico aumentó la producción de ERO, lo que sugiere que la 

corticosterona puede causar la desregulación prolongada del estado redox hacia la 



 84 

condición de estrés oxidante [Nayanatara 2005] y la generación excesiva de ERO 

puede disminuir las estrategias de defensas antioxidantes en el testículo [Gil-

Guzman et al. 2001]. 

El desequilibrio en el estado redox induce cambios en la actividad de las 

enzimas antioxidantes, lo cual es considerado indicador importante en un 

determinado tejido in vivo [Ong et al. 2002]. El estrés por inmovilización durante 60 

días disminuye la actividad de SOD en el testículo [Nirupama et al. 2013]. Los 

resultados del presente trabajo demuestran que la actividad total de la SOD 

disminuye desde los primeros 20 días de estrés, dicha disminución continuó hasta 

los 50 días de estrés crónico. La reducción de la actividad total de la SOD podría 

deberse a la oxidación de sus cadenas polipeptídicas originada por el aumento de 

ERO. Las enzimas SOD1 y SOD3 pueden ser inactivadas por H2O2 [Goldstone et al. 

2006; Hodgson y Fridovich 1975], la SOD2 suele ser nitrada y desactivada por el 

ONOO- [MacMillan-Crow et al. 1998]; sin embargo, se necesitan estudios para 

determinar los cambios en las enzimas antioxidantes por el estrés crónico por 

inmersión en agua fría. 

Aparentemente, el contenido de la enzima SOD1 se mantiene sin cambios; sin 

embargo, si su actividad se alteró por el estrés crónico, es probable que mecanismos 

moleculares lleven a la recuperación de la enzima, en cuanto al contenido de la 

misma, es decir, se podrían estar activando factores de transcripción tales como el 

factor de transcripción nuclear kappa B (NF-κB), para mantener el contenido 

constante de la SOD1 [Kaur et al. 2006]. 
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Asimismo, el estrés crónico durante 20 días aumentó la actividad de la 

catalasa y disminuyó la actividad total de la GPx. En este mismo tiempo, aumentó la 

producción de ERO y el contenido de la GPx-4 se redujo. Existe la posibilidad de que 

el H2O2 generado por el estrés crónico pudiera ser biotransformado principalmente 

por la catalasa y no por la GPx [Forstrom et al. 1979], ya que la actividad de la 

catalasa aumenta con concentraciones altas de H2O2, mientras que la GPx se activa 

con concentraciones bajas de H2O2 [Cohen y Hochstein 1963]. Lo anterior podría 

explicar las diferencias observadas en las actividades de las enzimas catalasa y 

GPx. 

Después de 40 y 50 días de estrés crónico, continuó la producción de ERO. 

Este aumento podría deberse a la síntesis de H2O2 por la reducción directa del O2. 

Otra fuente importante de H2O2 está en los peroxisomas de las células de Leydig, de 

Sertoli y peritubulares, así como en las espermatogonias, en los espermatocitos, y en 

las espermátidas redondas y alargadas en los túbulos seminíferos, ya que todas 

éstas contienen un gran número de oxidasas, que generan H2O2 [Nenicu et al. 2007]. 

Esto podría explicar el aumento en la producción de ERO a partir de los 20 hasta los 

50 días de estrés y no por el H2O2 originado por la dismutación de O2
●- en presencia 

de la SOD. 

La modificación en las actividades de las enzimas antioxidantes durante la 

respuesta de estrés es diferente según el tipo de estresor, la duración, la intensidad, 

el tipo de tejido estudiado y el sexo [Papandreou et al. 2011]. El estrés por choques 

eléctricas en las patas durante 21 días aumenta significativamente la actividad de la 
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SOD en el cerebro y reduce la actividad de la catalasa [Bhattacharya et al. 2001]. 

Además, varios estudios informaron el aumento en las actividades de la SOD y la 

catalasa [Ahmad et al. 2012; Sahin y Gumuslu 2004; Samson et al. 2007; Uysal et al. 

2005], otros afirmaron disminuciones [Sarumathi y Saravanan 2012], mientras que 

otros no encontraron diferencias significativas en diversos tejidos [Sahin et al. 2006] 

en respuesta a diferentes modelos de estrés. 

La reducción de las actividades de las enzimas antioxidantes en este estudio 

indica que la exposición al estrés crónico altera sólo su actividad como resultado del 

desequilibrio del estado redox, ya que el contenido de las enzimas se mantiene sin 

cambios. El contenido invariante de las enzimas podría reflejar un efecto de 

compensación de desequilibrio del estado redox. 

Hasta la fecha, son limitados los estudios diseñados para estudiar el daño 

provocado por la generación del estrés oxidante posterior a la respuesta de estrés en 

el sistema reproductor masculino. Recientemente, se demostró que en el testículo de 

ratas sometidas a estrés crónico durante 60 días por inmovilización se genera estrés 

oxidante, ya que aumenta la peroxidación lipídica y disminuye la actividad de la 

catalasa y la SOD [Priya y Reddy 2012]. Otro estudio similar reportó los efectos de la 

combinación del estrés por inmovilización y del estrés por nado forzado. En este 

caso, disminuyó la actividad de las enzimas antioxidantes y aumentó la peroxidación 

lipídica en los testículos de las ratas estresadas [Nirupama et al. 2013], demostrando 

que la disminución de la actividad de las enzimas antioxidantes resulta en estrés 

oxidante y daño celular. 
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En el presente estudio la peroxidación lipídica se incrementó 

significativamente en las ratas expuestas desde los 20 hasta los 50 días causando 

daño celular en los testículos, ya que las membranas celulares son altamente 

susceptibles a la peroxidación lipídica, como se ha informado anteriormente, lo que 

sugiere que el daño a los testículos es causado por una desregulación de estado 

redox en lugar de estrés oxidante. 

La correlación positiva entre el aumento de corticosterona con la generación 

de ERO y la peroxidación de lípidos, así como una correlación negativa con las 

actividades de SOD, catalasa y GPx, sugieren que el aumento de la corticosterona 

podría estar relacionada con la disminución de la actividad de las enzimas 

antioxidantes, con la producción de ERO y con el daño a los lípidos en el testículo. 

Estos hallazgos sugieren que la respuesta de estrés crónico puede causar daños a la 

membrana lipídica de las células de Leydig testiculares a través del aumento de 

ERO, lo cual afecta la esteroidogénesis testicular. Por lo tanto, las ERO podrían ser 

consideradas como parte del mecanismo de toxicidad testicular [Aitken y Roman 

2008], ya que las altas concentraciones de ERO pueden dañar los componentes 

celulares de los testículos [Marchlewicz et al. 2007; Murata y Kawanishi 2000; Peltola 

et al. 1994; Verma y Nair 2001]. 

La función del sistema reproductor masculino puede ser afectada por diversos 

factores, éstos incluyen los estudiados en este trabajo: la desregulación del estado 

redox y la disminución de la testosterona por efecto del estrés. Cuando las 

concentraciones de testosterona no son las adecuadas, los espermatozoides pierden 
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la movilidad, la capacidad para fertilizar al ovocito y mueren [Dyson y Orgebin-Crist 

1973]. La acción de la testosterona esta mediada por la unión con su receptor 

[Benten et al. 1999; Kampa et al. 2002]; el receptor de andrógenos se encuentran a 

lo largo de todo el epidídimo de diferentes especies, incluyendo la rata [Goyal et al. 

1997]; se encuentra esencialmente en las células principales, aunque también se 

encuentra en las células basales y apicales [Zhou et al. 2002; Zhu et al. 2000]. Las 

células principales son las más sensibles a la privación de testosterona [Moore y 

Bedford 1979], y debido a que las células principales se relacionan con el transporte 

de sodio a su interior desde el lumen; sintetizan un gran número de proteínas que 

son retenidas en la misma célula o secretadas al lumen, por lo que desempeñan un 

papel muy importante en la maduración de los espermatozoides [Hermo 1995; 

Hermo y Robaire 2002]. 

Lo anterior explicaría por qué los parámetros de la calidad espermática 

posteriores al estrés agudo no presentaron diferencias en ninguno de los tiempos 

estudiados; ya que tampoco disminuyeron significativamente las concentraciones de 

testosterona. Sin embargo, los parámetros espermáticos estudiados sí se afectaron 

con el estrés crónico. Disminuyó la movilidad, la viabilidad y la cuenta de 

espermatozoides de la cauda del epidídimo, y aumentó el porcentaje de 

espermatozoides morfológicamente anormales. Evidencias sugieren que el estrés 

crónico variable daña los espermatozoides, después de 32 días de estrés, en este 

caso el porcentaje de la movilidad progresiva de los espermatozoides del epidídimo 

disminuyó [Suarez et al. 1996]; en otro estudio, el estrés por nado forzado durante 50 
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días redujo el número y la movilidad de los espermatozoides en ratas [Saki et al. 

2009]. 

La alteración de la calidad espermática en este estudio podría deberse a 

eventos ocurridos durante la respuesta de estrés, uno de ellos dado por la 

hiperactivación del eje HHA, el cual suprime al eje HHT a través de diferentes vías e 

interfiriere con la función gonadal [Ferin 2006; Rivier y Rivest 1991], alterando 

principalmente la síntesis de testosterona. La testosterona es necesaria para 

mantener tanto la espermatogénesis [Singh et al. 1995] como la funcionalidad del 

epidídimo debido a su dependencia a los andrógenos [Vreeburg 1975]. 

La reducción de la testosterona por el estrés podría acelerar el tiempo del 

tránsito de los espermatozoides a través del epidídimo, contribuyendo a alterar los 

parámetros espermáticos, ya que el tiempo del tránsito es importante en la 

maduración de los espermatozoides [Fernandez et al. 2008]. Como parte del proceso 

de maduración durante el tránsito por el epidídimo, los espermatozoides son 

modificados morfológica y fisiológicamente [Orgebin-Crist 1969]. Las modificaciones 

incluyen la migración distal y pérdida de la gota citoplasmática [Cuasnicu 2002; 

Yanagimachi 1994], además de la adquisición de la movilidad progresiva. Los 

espermatozoides necesitan un período mínimo en la cabeza y en el cuerpo del 

epidídimo para que el proceso de maduración se pueda llevar a cabo [Franca et al. 

2005]. 

En este estudio, se correlacionó positivamente la reducción de la testosterona 

con la disminución de la movilidad, la viabilidad y el conteo de los espermatozoides, 
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así como negativamente con el aumento en el número de espermatozoides 

anormales. La disminución de la cuenta espermática, en machos crónicamente 

estresados observados en este trabajo, podría deberse a la aceleración del tiempo 

del tránsito de los espermatozoides en el epidídimo, como ya se ha sugerido en otros 

estudios por efecto de disminución de la testosterona [Klinefelter 2002; Klinefelter y 

Suarez 1997].  

Durante el tránsito a través del epidídimo, el metabolismo de los 

espermatozoides se incrementa, hecho que se asocia con el peligro de experimentar 

estrés oxidante. Algunos estresores también pueden contribuir a la generación de 

estrés oxidante en el epidídimo, el cual podría causar daño a los espermatozoides en 

este órgano. El estrés por inmovilización durante 15 días aumenta la producción de 

ERO y la peroxidación lipídica, así como la disminución de la actividad de la SOD y la 

catalasa en el epidídimo de las ratas tratadas [Dhanabalan et al. 2011]. Estas 

enzimas son parte del sistema antioxidante del epidídimo para evitar los efectos 

perjudiciales de las ERO [Dacheux et al. 2003; Robaire 2006]. Aunque en el presente 

estudio no se midió la actividad de las enzimas antioxidantes en el epidídimo, no se 

descarta la posibilidad que éste sea un órgano afectado por el estrés oxidante 

durante el estrés crónico. 

La evidencia experimental apoya que los espermatozoides pueden producir 

ERO en los complejos I o III, por la interrupción del flujo del transporte de electrones 

mitocondrial [Koppers et al. 2008] y por la NADPH oxidasa anclada a la membrana 

plasmática [Vernet et al. 2001]. El aumento de ERO oxida la membrana de los 
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espermatozoides [Aitken y Clarkson 1987; Aitken et al. 1989; Baumber et al. 2000; 

Guthrie y Welch 2012] debido al alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados que 

los hace susceptibles a la peroxidación. La generación de ERO por el complejo I 

provoca daño peroxidante a la pieza media de los espermatozoides [Koppers et al. 

2008]. Adicional al daño oxidante de los lípidos, el aumento de ERO causa la 

depleción de ATP en el axonema y produce pérdida de la movilidad de los 

espermatozoides [de Lamirande y Gagnon 1992; El-Taieb et al. 2009; Guthrie y 

Welch 2012]. Esto podría explicar la disminución de la movilidad observada en los 

espermatozoides de los machos crónicamente estresados. 

Por otro lado, en los machos estresados crónicamente aumentaron las 

anormalidades flagelares y la presencia de la gota citoplasmática [Cooper 2011]. La 

detección de anormalidades morfológicas espermáticas y su evaluación, permite 

inferir acerca de los cambios en la funcionalidad de los testículos, que podría afectar 

el proceso de la espermatogénesis y/o en la función del epidídimo, en este último 

caso en particular con respecto al proceso de la maduración de los espermatozoides. 

Las alteraciones en la pieza de conexión pueden dar lugar a la separación de 

la cabeza y el flagelo. Esta alteración morfológica tiene un origen testicular y se debe 

a un error durante la migración de los centriolos hacia la posición caudal de las 

espermátidas [Chemes et al. 1999; Chemes y Rawe 2010]. En este estudio, se 

observaron sólo flagelos; probablemente las cabezas ya han sido fagocitadas por las 

células de Sertoli o por los macrófagos del epidídimo [Baccetti et al. 1989; Chemes et 

al. 1999]. Las gotas citoplasmáticas en los espermatozoides pueden inducir la 
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angulación del flagelo e inhibir la movilidad progresiva, la cual se asocia con la 

infertilidad [Cooper et al. 2004]. 

Las alteraciones morfológicas en los espermatozoides se pueden producir 

debido al estrés oxidante [Aitken et al. 1989], según Gómez et al., 1998 [Gomez et al. 

1998], la producción de ERO en el epidídimo se correlaciona con el aumento de 

anormalidades morfológicas, con la disminución de la movilidad y de la concentración 

total de los espermatozoides. Los resultados mostrados anteriormente de los 

parámetros espermáticos indican que el estrés crónico altera el proceso de 

maduración de los espermatozoides durante su tránsito a través del epidídimo, 

además, la presencia de espermatozoides defectuosos proporciona información 

importante sobre la calidad subyacente del proceso de espermatogénesis [Gil-

Guzman et al. 2001]. Sin embargo, se necesita de más investigación en el desarrollo 

del estrés oxidante en los espermatozoides y en el epidídimo de ratas estresadas 

crónicamente. 
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9 CONCLUSIONES 

Este trabajo muestra que una sola exposición al estresor no afecta el estado 

antioxidante en el testículo, mientras que el estrés crónico por inmersión en agua fría 

disminuye la actividad de las enzimas antioxidantes, pero sin modificar su expresión, 

a pesar de que aumentaron los hidroperóxidos lipídicos. Lo anterior indica que no se 

genera estrés oxidante por efecto del estrés crónico; en su lugar, existe un 

desequilibrio en el estado redox, sugiriendo una pobre adaptación de los testículos a 

los retos constantes o sostenidos en las ratas adultas. 

El desequilibrio en el estado redox por la exposición crónica al estresor se 

observa desde los primeros 20 días, se mantiene hasta los 50 días de estrés y se 

correlaciona con el incremento de la corticosterona, lo que sugiere que esta hormona 

podría estar mediando los efectos del estrés en la alteración del estado redox. Este 

desequilibrio causado en los testículos representa una posible causa de la alteración 

de las funciones reproductivas, ya que los parámetros espermáticos también se 

modificaron con el estrés crónico, posiblemente como resultado de la disminución de 

la testosterona y aumento de la corticosterona. 
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10 APÉNDICE I. DIFUSIÓN DE RESULTADOS 
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