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1. RESUMEN 

En quirópteros, existen diferentes estrategias reproductivas para asegurar el éxito de 

la progenie. En Corynorhinus mexicanus, un murciélago vespertiliónido  endémico de 

México, las hembras almacenan espermatozoides en la región utero-tubárica de 

noviembre a enero, manteniéndolos viables hasta la fertilización. A este fenómeno se 

le denomina almacenamiento prolongado de espermatozoides. Sin embargo, una 

de las amenazas a los que se enfrentan los espermatozoides en los distintos 

ambientes luminales del tracto reproductor de la hembra, es el daño por radicales 

libres. Estas especies químicas, son átomos con electrones desapareados que 

buscan completar su par electrónico, capturando electrones y oxidando átomos de 

otras moléculas. El oxígeno tiene la facultad de generar metabolitos con esta 

característica denominados especies reactivas de oxígeno (ERO). Para evitar una 

sobreproducción de ERO, las células cuentan con un sistema de defensa 

antioxidante enzimático que regula la presencia de las ERO; este sistema está 

constituido por la superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), la glutatión 

peroxidasa (GPX) y la glutatión reductasa (GR). Estas enzimas protegen a los 

espermatozoides evitando que las ERO generen daños en diferentes biomoléculas, 

comprometiendo la viabilidad de los gametos. Es por lo anterior que, el objetivo del 

presente trabajo fue evaluar la actividad enzimática antioxidante durante el 

almacenamiento de espermatozoides en el tracto genital de las hembras de C. 

mexicanus. Se capturaron 8 hembras de octubre (control negativo) a   diciembre 

(almacenamiento espermático). Se determinó la actividad específica de SOD, GPX y 

CAT en el fluido genital por espectrofotometría, en cada uno de los meses. La 

actividad de SOD fue de 20 USOD/mL/min, sin variaciones en cada uno de los 

meses. La actividad de GPX fue de 70 UGPX/mL/min en octubre; mientras que en 

noviembre y diciembre hay un incremento hacia 140 UGPX/ mL/min. La actividad de 

CAT fue de 2000 UK/mL/min en octubre, en noviembre incrementa a 16000 

UK/mL/min y en diciembre a 32000 UK/mL/min. También se evaluó la concentración 

de ERO en espermatozoides por citometría de flujo, sin encontrar diferencias 

significativas en ninguno de los meses de estudio. Los datos muestran que el sistema 
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de defensa antioxidante desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de la 

viabilidad espermática en el tracto reproductor de las hembras de C. mexicanus 

durante el almacenamiento prolongado, a través de la regulación REDOX 

(ERO/antioxidantes); la SOD sin cambios significativos en su actividad para la 

dismutación constante de O2
- y a su vez la formación de H2O2, que será eliminado por 

GPX y CAT  

2. ABTRACT 

In chiroptera, there are different reproductive strategies to ensure the success of the 

progeny. In Corynorhinus mexicanus, an endemic vespertilionid bat from Mexico, 

females store sperm in the utero-tubal junction from November to January, keeping 

them viable until fertilization. This phenomenon is called prolonged sperm storage. 

However, one of the threats sperm face in the different luminal environments of the 

female reproductive tract is by free radical damage. These chemical species are 

atoms with unpaired electrons that seek to complete their electronic pair, capturing 

electrons and oxidizing atoms of other molecules. Oxygen has the ability to generate 

metabolites with this characteristic called reactive oxygen species (ROS). To avoid an 

overproduction of ROS, cells have an enzymatic antioxidant defense system that 

regulates the presence of ROS. This system is made up of superoxide dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) and glutathione reductase 

(GR). These enzymes protect the sperm by preventing ROS from damaging different 

biomolecules, compromising the viability of the gametes. Therefore, the aim of the 

present work was to evaluate the antioxidant enzymatic activity during sperm storage 

in the genital tract of C. mexicanus females. 8 females were captured from October 

(negative control) to December (sperm storage). The specific activity of SOD, GPX 

and CAT in the genital fluid was determined by spectrophotometry, in each of the 

months. SOD activity was 20 USO/mL/min, without variations in each of the months. 

The GPX activity was 70 UGPX/mL/min in October; while in November and 

December there is an increase towards 140 UGPX/mL/min. CAT activity was 2000 

UK/mL/min in October, in November it increased to 16000 UK/mL/min and in 

December to 32000 UK/mL/min. The ROS concentration in sperm was also evaluated 
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by flow cytometry, without finding significant differences in any of the study months. 

The data show that the antioxidant defense system plays a fundamental role in 

maintaining sperm viability in the reproductive tract of C. mexicanus females during 

prolonged sperm storage, through REDOX regulation (ROS/antioxidants); the SOD 

without significant changes in its activity for the constant dismutation of O2
- and in turn 

the formation of H2O2 that will be eliminated by GPX and CAT. 

3. INTRODUCCIÓN 

Los radicales libres son átomos o moléculas que tienen la capacidad de capturar 

electrones de otros átomos o moléculas, oxidándolas. El oxígeno diatómico (O2), una 

molécula fundamental en el metabolismo aerobio puede producir metabolitos con 

estas características y pueden comprometer la viabilidad de las células somáticas y 

sexuales cuando no se regula su concentración (Arenas-Ríos, 2009). Estas 

moléculas son denominadas ERO. Por lo anterior, las ERO han sido objeto de 

estudio sobre los efectos que causan en los espermatozoides, dado que estos daños 

promueven la pérdida de la capacidad fertilizante. Para evitarlo, los gametos 

masculinos cuentan con un sistema de defensa antioxidante que se divide en 

enzimático (primario) y no enzimático (secundario) que contrarresta el efecto de los 

radicales libres, evitando el estrés oxidante, estado en el que la concentración de 

ERO sobrepasa a estos agentes reductores (Arenas-Ríos, 2009).  

El sistema primario está conformado por la participación de las enzimas 

antioxidantes: superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa 

(GPX) y glutatión reductasa (GR), que mantienen un balance de las ERO ya que 

también participan en el caso particular de los espermatozoides, en procesos como la 

maduración y capacitación. Si el estado REDOX del ambiente luminal en el que se 

encuentran los gametos masculinos se ve alterado, podría verse comprometida la 

viabilidad celular. Por esta razón, los espermatozoides sobreviven por periodos 

cortos de tiempo. En la mayoría de los mamíferos, y dependiendo de la especie, una 

vez que ingresan los gametos masculinos al aparato reproductor femenino la 

estancia es de algunos días (León-Galván et al., 1999; Crichton & Krutzsch, 2000). 
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Sin embargo, existen animales que almacenan los gametos viables por periodos más 

largos, varias semanas e incluso meses, como es el caso de muchas especies de 

vertebrados anfibios, reptiles y algunos mamíferos. A este último proceso se le 

denomina almacenamiento prolongado de espermatozoides (Racey, 1979; Crichton & 

Krutzsch, 2000). 

El almacenamiento de espermatozoides por periodos extensos de tiempo es una 

estrategia que algunos vertebrados han desarrollado como adaptación a las 

diferentes presiones de selección. En mamíferos, esta característica se reduce casi 

por completo a murciélagos vespertiliónidos y está presente en aquellos quirópteros 

de zonas templadas, aunque también se puede  presentar en algunas especies de 

zonas tropicales (Racey, 1982; Krishna, 1999; Crichton, 2000). En estas especies, 

existe un desfase entre los eventos gametogénicos masculino y femenino, por lo que, 

cuando se establece el periodo de apareamiento y se llevan a cabo las cópulas, las 

hembras son inseminadas, pero los ovocitos no son liberados a los oviductos, y los 

espermatozoides tienen que permanecer en el tracto reproductor femenino por 

periodos prolongados de tiempo (Racey, 1979).  

La unión útero-tubárica es el sitio universal de almacenamiento de los 

espermatozoides, en algunas especies de murciélagos vespertiliónidos (Krishna & 

Bhatnagar, 2011). En Corynorhinus mexicanus, un murciélago vespertiliónido que se 

distribuye en zonas templadas de México, con un patrón reproductivo monoéstrico 

estacional (León-Galván, 1999; Rodríguez-Tobón et al., 2010) esto también ocurre 

así. Las hembras almacenan los espermatozoides por tres meses (noviembre, 

diciembre y enero) como estrategia para que la gestación inicie a finales de enero y 

las crías se desarrollen cuando la temperatura ambiental incrementa y la 

disponibilidad de alimento es mayor. Por tal motivo, es relevante estudiar si las 

enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPX) son parte del mecanismo de protección 

espermático durante el periodo prolongado de almacenamiento de los gametos 

masculinos (noviembre-enero) en el tracto genital de las hembras de Corynorhinus 

mexicanus, proceso inusual en la mayoría de los mamíferos.  
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3.1 Radicales libres y Especies Reactivas de Oxígeno (ERO)  

Toda materia se compone de unidades pequeñas denominadas átomos, que a su 

vez, están compuestos de partículas subatómicas con cargas específicas: los 

protones, neutrones y electrones. Estos últimos giran en torno al núcleo a manera de 

orbitales (Arenas-Ríos, 2009, 2004; Konigsberg Fainstein & Aguilar-Maldonado, 

2008). Es importante destacar que una partícula subatómica de carga negativa, 

únicamente puede estar asociado con otro electrón en el mismo orbital, es decir, sólo 

pueden haber dos en cada uno, los cuales tienen como característica, para 

interactuar, giros contrarios (spin) para anular recíprocamente su campo magnético 

(Arenas-Ríos, 2009, 2004). Sin embargo, esto no siempre es así, cuando en un 

orbital existe sólo un electrón, o tienen un spin en el mismo sentido, este átomo o 

especie química recibe el nombre de radical libre (Arenas-Ríos, 2004, 2009). 

Los radicales libres suelen ser muy inestables, ya que el (los) electrón(es) 

desapareado(s), tienden con avidez en completar su par electrónico a partir de 

“capturar” electrones de otros átomos o moléculas y así dar lugar a la formación de 

nuevos radicales libres (Corrales & Muñoz-Ariza, 2012; Konigsberg-Fainstein & 

Aguilar-Maldonado, 2008). Estas reacciones son muy rápidas, pueden ocurrir en 

nanosegundos, ya que esta “búsqueda” por anular su campo magnético, favorece la 

colisión y aproximación a otros átomos o moléculas. Por otro lado, los radicales libres  

pueden asociase entre ellos, provocando que ambos anulen sus campos magnéticos 

y dejen de ser inestables (Arenas-Ríos, 2009; Konigsberg-Fainstein & Aguilar-

Maldonado, 2008).  

El oxígeno molecular (O2), una molécula fundamental para el metabolismo aerobio, 

tiene la característica de ser un “birradical libre”, ya que posee dos electrones 

desapareados de spin paralelo (Cota-Magaña, 2014). Sin embargo, las reacciones 

que involucran al oxígeno son regularmente univalentes, lo que significa que sólo 

aceptan un electrón a la vez. Cuando el O2 acepta un e-, el resultado de esa reacción 

es un radical libre llamado anión superóxido (O2
-); molécula que a su vez genera 

peróxido de hidrógeno (H2O2) a la asociación con dos H+; que por su parte también 
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genera el ion hidroxilo (OH-) a través de reacciones con metales de transición como 

el Fe+2. En conjunto, estas formas oxidantes de oxígeno se denominan especies 

reactivas de oxígeno (ERO) (Figura 1) (Arenas-Ríos, 2009). 

 

Figura 1. Esquema representativo de la formación de ERO. Tomado de Arenas-Ríos, 

2009. 

El tiempo de vida de las ERO es muy corto, por su capacidad oxidante capturan 

electrones de biomoléculas (ácidos grasos de las membranas; grupos Tiol en los 

residuos de cisteína de las proteínas, nucleótidos en el ADN, carbohidratos) con 

mucha rapidez, de hasta nanosegundos (Tabla 2). 
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Tabla 2. Tiempo de vida de las ERO. Tomado de Arenas-Ríos, 2009. 

 

3.2 Fuentes principales de producción de ERO 

Las ERO pueden ser producidas como parte del metabolismo celular; un ejemplo es 

la cadena respiratoria mitocondrial, que contiene varios centros REDOX en diferentes 

complejos que captan electrones, constituyéndose así una de las principales fuentes 

de ERO (Arenas-Ríos, 2009). Las ERO producidas en la mitocondria son parte 

fundamental del proceso del metabolismo del O2 hacia su reducción a H2O, sin 

embargo la sobreproducción de ERO se debe a un incremento en la actividad 

metabólica, a causa de distintos factores como el incremento de la temperatura, 

actividad física, etc., lo que provoca que en los centros REDOX de los complejos de 

la cadena respiratoria haya fuga de e- y coadyuva la oxidación en biomoléculas y 
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daño celular como el estrés oxidante, que compromete la viabilidad de las células 

ocasionando su muerte (Arenas-Ríos, 2009). 

Cabe resaltar que algunas células tienen otros mecanismos para producir ERO con 

propósitos fisiológicos, como los leucocitos y fagocitos, que contienen un tipo de 

enzima membranal llamada NADPH oxidasa, misma que produce O2
.- en vesículas 

fagocíticas (Arenas-Ríos, 2009; Babior et al., 1999).  

3.2.1 Fuentes principales de formación de ERO por el espermatozoide 

Igual que en las células somáticas, la mitocondria es el sitio principal generador de 

ERO en los espermatozoides. Puntualmente, la función del oxígeno es recibir los 

electrones provenientes de la cadena respiratoria, y junto con protones de la matriz 

mitocondrial, forman agua metabólica como un subproducto de la oxidación de la 

glucosa (Corrales & Muñoz Ariza, 2012; Konigsberg-Fainstein & Aguilar-Maldonado, 

2008). A través de éstas moléculas transportadoras de electrones dispuestas en 

complejos enzimáticos multiprotéicos, los e- donados por el NADH y FADH 

provenientes del ciclo de los ácidos carboxílicos pasan por los centros REDOX y 

cuando hay una sobre saturación de e- es común que estas partículas subatómicas 

se fuguen asociándose con oxígeno molecular y generando radicales libres como el 

O2
- (Arenas-Ríos, 2009; Corrales & Muñoz-Ariza, 2012;  Konigsberg-Fainstein & 

Aguilar-Maldonado, 2008). 

Otra fuente generadora de ERO en espermatozoides es, la enzima NADPH oxidasa o 

NOX, que se encuentra en su membrana plasmática. La NOX recibe un electrón de 

la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH), que se encuentra en 

la superficie citosólica de la membrana, y dona este e- al oxígeno molecular 

extracelular que entra por difusión generando anión superóxido (O2
-). Éste a su vez, 

puede convertirse más tarde en H2O2, principalmente por acción de la enzima 

superóxido dismutasa (SOD) que se explica más tarde. Lo anterior, ha sido 

corroborado en estudios donde se ha reportado que los espermatozoides de toro, 

verraco y carnero son capaces de producir H2O2 por acción de la NADPH oxidasa 
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(Tosic & Walton, 1950), como también se ha reportado en espermatozoides de 

conejo  (Holland et al., 1982; Álvarez & Storey, 1984; Bass et al., 1983). Así mismo, 

en otras investigaciones se ha confirmado que la fuente principal de producción de 

ERO por espermatozoides se debe al exceso de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, 

enzima crucial en la vía de las pentosas fosfato, que permite la producción de 

elevadas cantidades de NADPH, por acción de NADPH oxidasa presente en la 

membrana de los espermatozoides, se promueve la producción de O2
- (Arenas-Ríos 

et al., 2014; Aitken et al., 1992; Aitken et al., 1994; Gómez et al., 1996; Segal & Abo, 

1993). 

También se ha observado que el residuo citoplasmático de los espermatozoides,  

remanente que permanece después de que éstos son liberados a la luz de los 

túbulos seminíferos, garantiza la producción de ERO por la vía de las pentosas; de 

tal manera que, entre mayor sea la concentración de espermatozoides con 

citoplasma residual se produce un exceso de NADPH oxidasa, lo que a su vez 

promueve el incremento de ERO como el H2O2. Posteriormente, si los 

espermatozoides epididimarios no son madurados completamente, y son eyaculados 

e ingresan al aparato reproductor femenino con gota citoplásmica, esto significaría 

que aquellos que la posean morirían por autotoxicidad a causa de la producción de 

ERO, y sólo aquellos que estén libres de gota citoplásmica serán almacenados. Lo 

anterior no es solamente el resultado de la actividad de la NADPH oxidasa, sino que 

también depende en gran medida de toda la actividad mitocondrial (Aitken et al., 

1992; Aitken et al., 1994; Gómez  et al., 1996). 

Es importante resaltar que cuando existe un equilibrio REDOX, mediada por el 

sistema de defensa antioxidante, las ERO también participan de forma “positiva” en 

la fisiología espermática, es decir que son fundamentales dentro de las vías de 

señalización para que el espermatozoide se capacite en el tracto reproductor 

femenino y éste adquiera su capacidad fertilizante. Esto se describirá a detalle a 

partir del apartado 3.5. 

3.3 Sistema de defensa antioxidante 
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Las ERO son protagonistas de numerosas enfermedades relacionadas a la 

infertilidad (Corrales & Muñoz-Ariza, 2012) ya que si no son reguladas pueden 

promover la muerte de los espermatozoides. Sin embargo, las ERO son reguladas  

por agentes reductores denominados “sistema de defensa antioxidante”, encargados 

de mediar su producción y evitar daño o incluso la muerte de la célula. Este sistema 

anti-ERO, se divide en dos grupos principalmente: a) enzimático, constituido por las 

enzimas SOD, CAT, GPX y GR; b) no enzimático, a cargo de vitaminas (A, C, E), 

glutatión, melatonina, las ubiquinonas, los carotenoides, ácido úrico, bilirrubina, 

albúmina, entre otros (Konigsberg-Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008). El sistema 

de defensa antioxidante constituido por las enzimas SOD, CAT y GPX tienen como 

objetivo mantener el equilibrio REDOX, pero si este sistema se ve superado por la 

producción de ERO, que incide en la integridad celular, se provocan procesos tóxicos 

a partir de “secuestrar” electrones de ácidos grasos, proteínas, carbohidratos y 

pueden llegar a provocar daño al ADN (Corrales & Muñoz-Ariza, 2012). 

3.4 Enzimas antioxidantes  

3.4.1 Superóxido dismutasa 

Las isoformas de SOD, son una familia de enzimas que catalizan la dismutación de 

O2
-. En los mamíferos, se reconocen tres iso-enzimas de esta familia: dos 

intracelulares como la SOD1 que se encuentra en el citoplasma, núcleo, peroxisomas 

y la membrana externa mitocondrial. Su centro catalítico está formado por un cobre y 

un zinc (SOD Cu-Zn). La SOD2 se encuentra al interior de la mitocondria (organelo 

que está sometido mayormente a estrés oxidante) y tiene un centro catalítico de Mn. 

La SOD3, enzima de la matriz extracelular unida principalmente a heparina y a las 

fibras de colágena tipo 1 de la mayoría de los tejidos; además se ha encontrado en 

plasma, fluido linfático y líquido cefalorraquídeo. Sin embargo, su concentración es 

20 veces mayor en la matriz extracelular que en el plasma (Gómez-Quiroz & Cuevas, 

2008). 
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La reacción enzimática de la SOD se lleva a cabo en dos pasos; primero, el O2
- llega 

al centro de reacción y se une a una arginina; el O2
- al donar su electrón es 

transferido al Cu2+, que se transforma en Cu+. Lo anterior provoca que el enlace entre 

la histidina de la SOD y el Cu+ se rompa y se protona al nitrógeno de la histidina. El 

O2 formado se disocia de la arginina y se libera. La segunda parte de la reacción 

comienza de manera similar a la primera; el O2
- al llegar al centro catalítico de la 

enzima se une a una arginina; cerca del centro catalítico, se protona una molécula de 

agua (H3O+). El electrón que recibió el Cu es transferido al O2
- lo cual oxida al metal a 

su forma Cu2+. Los dos electrones que posee el superóxido, forman inmediatamente 

dos enlaces covalentes con dos protones donados, uno por la molécula de agua y 

otro del nitrógeno de la histidina, con lo cual se libera H2O2 y la enzima se regenera 

(Figura 3) (Gómez Quiroz & Cuevas 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismo de reacción de SOD. A) Eliminación del primero O2
- y reducción 

del Cu. B) Transformación del segundo O2
- a H2O2 y regeneración del centro 

catalítico. Tomado de Konigsberg Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008. 

3.4.2 Glutatión peroxidasa  

La GPX es la responsable de eliminar H2O2. Esta descomposición ocurre mediante 

oxido-reducción que ocupa una molécula específica como agente reductor. La GPX 

A B 
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requiere al glutatión reducido (GSH) como agente reductor. El centro catalítico de 

esta enzima está constituido de selenio (Se). Se conocen cuatro enzimas, en los 

tejidos de los mamíferos, dependientes de Selenio: GPX citosólica (GPX1), GPX 

gastrointestinal (GPX2), GPX plasmática (GPX3) y GPX de fosfolípidos (GPX4) 

(Cota-Magaña, 2014). 

La capacidad reductora de las enzimas GPX se basa en altas concentraciones de 

glutatión reducido (GSH); un tripéptido celular con un grupo sulfhidrilo, con capacidad 

antioxidante. Durante el mecanismo catalítico de GPX, un Se reacciona con un 

peróxido para producir ácido selénico, aquí es donde se une el primer GSH formando 

agua y una proteína Se-SG. Posteriormente, se enlaza un segundo GSH 

produciendo una proteína Se-GH más un H+ y un GSSG (Cota-Magaña, 2014). 

3.4.3 Catalasa 

La CAT es una enzima que se encuentra primordialmente en los peroxisomas, 

aunque también se encuentra en la mitocondria. Protege a la célula de la 

acumulación de H2O2, degradándolo hasta convertirlo en agua. Para esto, la CAT 

emplea una segunda molécula de H2O2 como agente reductor, por lo que no necesita 

de ningún otro sustrato; a esto se le conoce como reacción catalítica (Konigsberg-

Fainstein y Aguilar-Maldonado, 2008). La CAT también tiene una función peroxidativa 

que utiliza como donadores de hidrógeno al metanol, etanol, ácido fórmico, fenol, y 

formaldehido (Cota-Magaña, 2014). 

Debido a la afinidad de las catalasas por su sustrato, se sabe que estas enzimas 

actúan a altas concentraciones del H2O2. Por el contrario, las enzimas que tienen una 

afinidad mayor por las ERO, como las peroxidasas y las peroxirredoxinas, actúan 

ante el H2O2 en bajas concentraciones (Corrales & Muñoz Ariza, 2012; Konigsberg 

Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008). 

3.5 Participación de la actividad enzimática antioxidante en la fisiología 

espermática 
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Se ha propuesto que la lipoperoxidación (LPX), oxidación en ácidos grasos 

insaturados de las membranas por acción de las ERO, podría estar provocando 

pérdida de movilidad en espermatozoides, efecto principalmente debido al contenido 

de malondialdehído (MDA) (Arenas-Ríos, 2009). A su vez, las ERO puede dañar 

proteínas, entre las que se encuentran las enzimas lactato deshidrogenasa, piruvato 

cinasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y ATPasa, lo cual también genera la 

pérdida en la movilidad del espermatozoide y la muerte celular (Arenas-Ríos, 2009). 

Sin embrago, ya se ha reportado que existe una relación entre la actividad enzimática 

de SOD, GPX y CAT con la movilidad espermática. Estas enzimas evitan que la 

sobreproducción de ERO tenga efectos negativos en los gametos masculinos como 

la perdida de la movilidad progresiva dentro del aparato reproductor femenino, y así 

que puedan llegar hasta la región oviductal. 

3.6 ERO en la capacitación espermática 

Las ERO son fundamentales para que el espermatozoide se capacite y adquiera su 

capacidad fertilizante, resaltando que en los murciélagos que muestran 

almacenamiento prolongado de espermatozoide existe un retraso en este evento de 

maduración en el tracto genital femenino (Krishna y Bhatnagar, 2011). La 

capacitación en mamíferos está regulada, entre otros factores, por reacciones de 

óxido-reducción. El grupo de De Lamirande, realizó una investigación en 1997 

relacionado a la capacitación espermática y la participación de las ERO. Concluyeron 

que el H2O2 y el O2
- tienen un papel fundamental en la regulación positiva en los 

niveles de AMPc a través de la oxidación de la adenilato ciclasa a nivel de los grupos 

Tiol de la cisteína que contiene. Ésto a su vez ya ha sido reportado en otros trabajos 

(Chen et al., 2013; Riley y Behrman, 1991).  

Por otra parte, se ha visto que las ERO participan en la inhibición de la tirosina 

fosfatasa, que indirectamente promueve que haya un aumento en los niveles de 

fosforilación de tirosinas que acompañan las señales de transducción en la 

capacitación. Esta supresión ocurre a través los residuos de cisteína que posee, ya 

que para que la enzima se encuentre activa, requiere encontrarse en un estado 
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reducido (Gu y Hecht, 1996; Haffetz et. al., 1990; Takakura et al., 1999). A su vez, las 

ERO también participan en un mecanismo activador. La adenilato ciclasa es oxidada 

por el O2
-, en los grupos Tiol de los residuos de cisteína. Esta activación incrementa 

los niveles de AMPc en la célula que promueve que se lleve a cabo la actividad de la 

tirosina cinasa (Zhang y Zheng, 1996; Baker et al., 2004, 2005; Ickowicz et al., 2012) 

creando una cascada autorregulada que involucra la generación de las ERO, la 

adenilato ciclasa y activación de fosforilación de tirosinas para que, finalmente, el 

espermatozoide se capacite (Aitken et al., 1995; Rivlin et al., 2004; Roy y Atreja, 

2008;) y ocurra la reacción del acrosoma (O’Flaherty et al., 1999). 

Finalmente, se ha propuesto que las ERO también participan en los procesos 

necesarios de óxido-reducción (REDOX) en la quimiotaxis de gametos y la fusión de 

los mismos (Kothari et al., 2010; Chen et al., 2013). 

Al evaluar la relación entre calidad seminal, estrés oxidante (integridad del ADN y 

LPX) y la actividad de las enzimas antioxidantes, se ha demostrado que la 

concentración espermática, la movilidad progresiva y el porcentaje de morfología 

normal, correlacionan positivamente con la actividad de las enzimas SOD y CAT y 

negativamente la LPX (Arenas-Ríos, 2009). 

3.7 Almacenamiento espermático en el aparato reproductor femenino de 

Corynorhinus mexicanus  

Como ya se mencionó, en algunos murciélagos como C. mexicanus los eventos 

gametogénicos masculinos y femeninos se desfasan temporalmente, lo que quiere 

decir que cuando las hembras son inseminadas, aún no hay ovulación  y los 

espermatozoides permanecen en el tracto reproductor femenino por periodos 

prolongados de tiempo, ya que la fertilización es postergada (López-Wilchis, 1989). 

Este almacenamiento ocurre en la unión útero-tubárica y se ha reportado como el 

sitio universal de almacenamiento del espermatozoide en la mayoría de los 

murciélagos vespertiliónidos (Krishna & Bhatnagar, 2011). Una vez que los 

espermatozoides llegan a la región útero-tubárica, estas células orientan sus cabezas 
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hacia el epitelio ciliado, el cual abunda en el aparato genital de las hembras, lo que 

sugiere que este tejido participa integralmente en el almacenamiento de las células 

(Racey, 1979; Uchida & Mori, 1988) proporcionando “nutrientes” para su 

supervivencia (Krishna, 1999). Una investigación realizada por Roy y Krishna en 

2010, proporcionó evidencia del almacenamiento prolongado de espermatozoides en 

las hembras de Scotophilus heathii. En este murciélago, los espermatozoides se 

almacenan entre enero y marzo en la unión útero-tubárica con las cabezas ancladas 

íntimamente al epitelio ciliado (Rodriguez-Martinez, 2007). Además de este aporte, 

Crichton y colaboradores en 2000 propusieron que el mantenimiento de la viabilidad 

de los espermatozoides también esta mediada por algún mecanismo supresor 

metabólico y podría ser hormonal (Racey, 1982; Crichton, 2000; Roy & Krishna, 

2011). También se ha observado un incremento en la actividad específica de las 

enzimas anti-ERO en el epidídimo de C. mexicanus durante el almacenamiento 

prolongado (Arenas-Ríos et al., 2016). Una vez que los espermatozoides ingresan al 

aparato reproductor femenino, debe haber condiciones REDOX adecuadas y 

reguladas para promover la capacitación, evento fundamental para que los gametos 

masculinos adquieran su capacidad fértil. El presente trabajo realizó la evaluación 

entre el sistema de defensa antioxidante enzimático en el fluido genital de las 

hembras y la concentración de ERO en espermatozoides de C. mexicanus. 

4. ANTECEDENTES 

El murciélago orejón Corynorhinus mexicanus, endémico de México, es un 

vespertiliónido de zonas templadas que presenta un patrón reproductivo de tipo 

asincrónico. Es decir, que los procesos de espermatogénesis se desfasan con la 

ovogénesis; ocurriendo la formación de gametos masculinos durante los meses de 

mayo a septiembre y la foliculogénesis durante los meses de agosto a octubre 

(López-Wilchis, 1989). A pesar de que las cópulas se llevan a cabo en los meses de 

noviembre y diciembre, la ovulación ocurre hasta finales de enero, propiciando que 

los espermatozoides sean almacenados en el tracto reproductor femenino hasta por 

3 meses (López-Wilchis, 1989). En comparación con el humano, se tiene registro que 
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los espermatozoides pueden estar almacenados en el tracto genital de las mujeres 

máximo 48 horas (Tortora & Derrickson, 2013). 

4.1 Sistema antioxidante en Corynorhinus mexicanus 

Tratando de comprender que es lo que permite a los espermatozoides permanecer 

viables por tanto tiempo, León-Galván y colaboradores en 1999 obtuvieron 

espermatozoides del tracto genital de las hembras de C. mexicanus, encontrando un 

65-75% de células viables, pero con baja movilidad. Al agregar fluido genital de las 

hembras de C. mexicanus a espermatozoides de esta especie y de cerdo, 

observaron una inhibición de la LPX en presencia del fluido genital (León-Galván et 

al., 1999; 2005). 

Se sabe que la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPX y CAT están 

presentes en la región cefálica y caudal del epidídimo de C. mexicanus, pudiendo ser 

importantes en la modulación de las ERO en los procesos de maduración y 

almacenamiento de espermatozoides (Arenas-Ríos et al., 2004) y evitar la LPX de los 

espermatozoides en esta especie (Arenas-ríos et al., 2016; Cervantes et al., 2008). 

De manera similar, se sabe que hay mecanismos reguladores de las ERO en el 

tracto genital femenino en otros mamíferos, ya que el O2
- y H2O2 en niveles óptimos 

contribuyen a la capacitación del espermatozoide durante su trayecto en el tracto 

reproductor femenino, así como participar en la fertilización del ovocito (Bhatt et al., 

2004; Ross & Pawlina 2011). 

De acuerdo a lo reportado por Vandaele y colaboradores en 2010, la exposición de 

ovocitos a H2O2 durante la maduración, por un período corto de tiempo, mejoró el 

desarrollo de embriones de bovinos. Por otra parte, esta misma exposición a niveles 

más altos de ERO causó daño a los espermatozoides, ovocitos, embriones y células 

epiteliales del oviducto (Kopper et al., 2008; Vandaele et al., 2010). Esto apoya la 

idea de la participación de un mecanismo antioxidante en el oviducto con una serie 

de antioxidantes que incluyen SOD, GPX y CAT, y en efecto se ha reportado que, 

tanto en células secretoras y ciliadas en la mucosa oviductal bovina hay actividad 
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enzimática de SOD, GPX y CAT, siendo mayor la actividad de GPX en células 

ciliadas. 

Lapointe y colaboradores (1998; 2003), mencionan que las células epiteliales 

secretoras y ciliadas son las fuentes más importantes de antioxidantes enzimáticos 

presentes en el fluido luminal del oviducto. Las células epiteliales son responsables 

de la preservación del microambiente de la luz del aparato reproductor femenino y de 

la preparación del oviducto para la fertilización del ovocito y supervivencia del 

embrión en desarrollo antes de su transporte al útero (McNutt-Scott & Harris, 1998). 

Por lo antes descrito, se sugiere que la enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX 

pueden tener un papel fundamental en la sobrevivencia de los espermatozoides en el 

tracto reproductor femenino del murciélago C. mexicanus durante el largo periodo de 

almacenamiento de espermatozoides, no sólo como sistema protector para las 

células, si no como mediador en la regulación de la producción de las ERO 

fundamentales para procesos como la capacitación espermática y eventos 

posteriores para que la singamia se lleve a cabo de forma exitosa. 

5. JUSTIFICACIÓN 

En el murciélago Corynorhinus mexicanus, las hembras almacenan espermatozoides 

en el tracto reproductor hasta por tres meses. Esta característica reproductiva, en el 

presente modelo de estudio, permite estudiar la participación del sistema enzimático 

de defensa antioxidante conformado por SOD, CAT y GPX; como mecanismo de 

protección y modulador de la concentración de las ERO en el espermatozoide.  

El conocimiento de la actividad enzimática anti-ERO durante el almacenamiento 

prolongado de espermatozoides en el útero de C. mexicanus podría servir de 

precedente en la comprensión de los procesos y/o mecanismos que favorecen la 

viabilidad de los gametos masculinos por periodos prolongados de tiempo de manera 

natural, y que a su vez, permitirá la generación de protocolos de técnicas de 

reproducción asistida, aplicadas a la conservación de gametos de diferentes 
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especies, en un medio similar al del tracto genital de las hembras de esta especie de 

quiróptero. 

6. HIPÓTESIS 

Dado que la alta concentración de las ERO pueden provocar la muerte de las células, 

si las hembras de C. mexicanus almacenan espermatozoides en su tracto 

reproductor por periodos prolongados, habrá un aumento en la actividad enzimática 

de SOD, GPX y CAT en su fluido genital que evitarían la muerte de espermatozoides. 

7. OBJETIVOS  

Objetivo general 

Determinar si la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX, aumentan 

en el fluido genital femenino durante el proceso de almacenamiento prolongado de 

espermatozoides en el murciélago C. mexicanus. 

Objetivos particulares 

Determinar la actividad específica de SOD, CAT y GPX en el fluido genital femenino 

de C. mexicanus 

Determinar la concentración de ERO en los espermatozoides obtenidos del tracto 

reproductor femenino durante el periodo prolongado de almacenamiento espermático 

en el murciélago C. mexicanus. 

8. MATERIAL Y MÉTODOS 

8.1 Sitio de colecta 

La captura de ejemplares se realizó en un túnel, que es ocupado como refugio por 

murciélagos y que se localiza en el estado de Tlaxcala a 10 km del este de Tlaxco, 

Tlaxcala, a 3220 m 19° 37’14’’ N y 98°02’02’’ W (López-Wilchis, 1989). Los 

ejemplares utilizados en el presente estudio, estuvieron bajo el permiso de colecta 
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SGPA/DGVS/07397/19 otorgado al Dr. Ahiezer Rodríguez Tobón por la Dirección 

General de Vida Silvestre dependencia de la SEMARNAT. 

8.2 Obtención de espermatozoides y fluido genital 

Se capturaron 3 hembras mensualmente de octubre a enero; octubre para comparar 

la actividad enzimática antioxidante del fluido genital femenino sin espermatozoides, 

con respecto a los meses de almacenamiento espermático (noviembre y diciembre). 

Se ingresó al refugio durante el día y se obtuvieron a los ejemplares utilizando una de 

golpe (León Galván et al., 2005; Kunz, 1988).  

Los animales se trasladaron al laboratorio de “Morfofisiología y Bioquímica del 

Espermatozoide” de la Universidad Autónoma Metropolitana, unidad Iztapalapa  y se 

sacrificaron por decapitación. Para la obtención del tracto genital femenino, se realizó 

una incisión ventral desde la región terminal del esternón hasta el hueso pélvico para 

tener acceso amplio al tracto reproductor. El fluido genital femenino se obtuvo 

haciendo un lavado en el tracto genital completo con 800 μL de medio Ringer, 

utilizando una aguja hipodérmica No. 27 insertada a través de la apertura vaginal 

(León-Galván, 1999). El fluido recuperado se centrifugó durante 5 minutos a 500 × g.  

El precipitado que contenía espermatozoides se resuspendió y se usó para 

determinar la presencia, el número y la viabilidad de los espermatozoides (León-

Galván, 1999), así como para determinar ERO. El fluido genital de los meses que 

contenía espermatozoides se comparó con el fluido sin espermatozoides (Arenas-

Ríos et al., 2004; León-Galván, 1999; WHO, 2010; Cervantes et al., 2008). Los 

sobrenadantes libres de espermatozoides obtenidos de las hembras capturadas 

durante octubre, noviembre y diciembre se utilizaron para estudiar la actividad 

enzimática antioxidante. 

8.3 Concentración y viabilidad espermática 

El análisis de espermatozoides obtenidos del aparato reproductor de las hembras de 

C. mexicanus se realizó considerando los parámetros de viabilidad y concentración 
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espermática, descritos en el Manual de la OMS para la Evaluación de Semen 

Humano y con base en el trabajo de León-Galván, 1999. 

8.3.1 Viabilidad espermática 

Para determinar la viabilidad se utilizó una solución de eosina-nigrosina. Se preparó 

una laminilla donde se colocó 5µL de semen y 5 µL de la solución de eosina-

nigrosina, se mezcló y posteriormente se expandió en la superficie del portaobjetos 

(frotis), se secó a 36°C. Se observó la muestra al objetivo 40X en el microscopio de 

campo claro, y se realizó un conteo de 100 espermatozoides distinguiendo entre 

vivos y muertos. La eosina tiñe el citoplasma de los espermatozoides con membrana 

plasmática dañada, los cuales se les considera muertos, mientras que la nigrosina 

proporciona un fondo oscuro para la evaluación al microscopio. Aquellas células que 

se percibían hialinas se consideraron vivas. El número de espermatozoides vivos se 

consideró como el porcentaje de viabilidad (León-Galván, 1999). 

8.3.2 Concentración espermática  

Para calcular el número de espermatozoides obtenidos del aparato genital femenino 

de C. mexicanus, se hizo un conteo utilizando la cámara de Neubauer. Se realizó una 

dilución 1:20 de la muestra de espermatozoides con agua destilada y se colocaron 

10µL de la dilución a cada lado de la cámara con ayuda de una micropipeta.   

Los valores obtenidos en cada lado de la cámara se promediaron y se calculó la 

concentración dividiendo el promedio entre el factor de conversión, que en este caso 

fue 0.2. El resultado se expresa en millones de espermatozoides por mililitro (WHO 

2010). 

8.4 Determinación de ERO 

El contenido de ERO en espermatozoides se determinó por citometría de flujo 

(citómetro FAX EXCALIBUR) usando ensayos con diacetato de 

diclorodihidrofluoresceina (DCF) a 32µM (Cathcart et al., 1983; Bass et al., 1983). 

Para incorporar el DCF los espermatozoides se incubaron 15 minutos en total 

oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron (500 X g, 5 
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minutos) con la finalidad de desechar el DCF que no se incorporó a las células. El 

botón espermático se resuspendió en 1 mL de Ringer, antes de cuantificar la 

intensidad de fluorescencia en el citómetro de flujo, usando una longitud de onda de 

excitación de 480 nm, y una longitud de onda de emisión de 520 nm. Se determinó el 

índice de fluorescencia (IF)= (Intensidad de fluorescencia media) (%de eventos). 

Para el análisis de datos se usó el programa “FLOWING” (Arenas-Ríos, 2009). 

8.5 Determinación de la actividad enzimática 

8.5.1 Superóxido dismutasa 

En la determinación de la actividad de SOD se empleó xantina y xantina oxidasa 

(XOD) para la formación de radicales superóxido, y su posterior reacción con cloruro 

de 2-(4-yodofenil) 3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (I.N.T.), con lo que se forma el 

colorante formazán rojo. Finalmente el cromógeno formado se cuantificó 

espectrofotométricamente a 505 nm (espectrofotómetro VWR). La técnica de la 

determinación de SOD se basa en el hecho de registrar la disminución en la 

formación del cromógeno debido a la eliminación del superóxido por acción de SOD 

cuya fuente es el fluido genital (sobrenadante utilizado). El sistema de reacción 

consistió de 25 μL de sobrenadante, fuente de enzima, 850 μL de substrato mixto y 

125 μL de XOD, agitando con vortex (5 minutos) después de adicionar cada uno de 

los reactivos, y su posterior cuantificación en el espectrofotómetro a 450 nm(Arenas-

Ríos, 2009). 

8.5.2 Catalasa 

La determinación de la actividad de  CAT se realizó en un sistema de reacción con 

KMnO4 cuya coloración intensa se registró espectrofotométricamente. El fundamento 

de la técnica consiste en la disminución del color debido a la reacción de 

peroxidación provocada por H2O2 hacia el permanganato de potasio, y el 

mantenimiento del color en presencia de CAT. Para ello, la enzima se solubilizó y 

activó en el sobrenadante tratándola en frío con 1 μL de etanol (96%) y 5 minutos 

con tritón X-100 (1:5). Posteriormente a esto, las soluciones se diluyeron 1:5 con 

HEPES. Finalmente se leyó en espectrofotómetro a 480 nm (Arenas-Ríos, 2009). 
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8.5.3 Glutatión peroxidasa 

La actividad de GPX se determinó por el método de Mills, que se basa en la 

cuantificación espectrofotométrica del glutatión (GSH) a una longitud de onda de 340 

nm. El GSH es uno de los componentes del sistema de reacción por medio del cual 

la GPX en conjunto con la glutatión reductasa (GPX/GR) modulan la acción del H2O2 

convirtiéndolo en agua; por su parte, el GSH es oxidado al disulfuro GSSG (glutatión 

oxidado). El sistema de reacción requiere NADPH como donador de protones. El 

sistema de reacción consistió de 50 μL de sobrenadante, fuente de enzima, 355 μL 

de mezcla de reacción; 50 μL de NADPH y 50 μL de H2O2, este último se adicionó 

después de agitar en Vortex e incubar por 3 minutos a 25º C, por último se leyó a  

340 nm (Arenas-Ríos, 2009). 

8.6 Análisis estadístico 

Para determinar la normalidad de los datos realizó una prueba de Kolmogorov-

Smirnov y se hizo una prueba de Levene para determinar homocedasticidad de 

varianzas.  

En el caso de los datos que cumplen con normalidad y homocedasticidad se 

realizaron pruebas paramétricas para comparar entre grupos (más de 2) ANOVA de 

una vía; en el caso de los datos con diferencias estadísticamente significativas se 

realizó una prueba post-hoc Tukey-Kramer para corroborar donde se encontraban las 

diferencias (p < 0.05), n= 2 (octubre); 3 (noviembre y diciembre). Para el caso de los 

datos no normales y con heterocedasticidad de las varianzas se hicieron pruebas no 

paramétricas para comparar entre grupos (Kruskall-Wallis), seguido de una prueba 

post-hoc de Mann-Whitney pairwise para corroborar donde se encontraban las 

diferencias con p<0.05, n= 3 (octubre); 3 (noviembre y diciembre). Para comparar 

dos muestras independientes se realizó una prueba t-Student para datos normales y 

con homocedasticidad de varianzas. Los programas estadísticos utilizados fueron R 

studio y Past. 

9. RESULTADOS 
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9.1 Viabilidad y concentración espermática 

Se determinó la viabilidad y concentración de espermatozoides (Tabla 1), para 

verificar la cantidad de células y realizar los cálculos necesarios para la evaluación 

de especies reactivas de oxígeno en espermatozoides. La finalidad de incluir en el 

estudio hembras en el mes de octubre se debe a que se esperó encontrar fluido 

genital libre de espermatozoides como control, ya que es una etapa previa al 

apareamiento. El porcentaje de espermatozoides vivos durante los meses de 

almacenamiento (noviembre y diciembre), refleja diferencias significativas entre 

meses (t= 2.86, p= 0.09). La concentración celular (millones de espermatozoides/mL) 

es similar durante el almacenamiento, sin embargo, se observó una menor 

concentración espermática en diciembre (t=0.98, p=0.38).  

Tabla 1. Evaluación de la viabilidad (porcentaje) y concentración espermática (millones/mL) de 

espermatozoides obtenidos del aparato reproductor femenino de C. mexicanus, durante los meses de 

almacenamiento espermático (noviembre y diciembre, 2019).  Diferentes letras indican diferencias 

significativas a una p<0.05 (t-Student). 

 

9.2 Especies reactivas de oxígeno en espermatozoides 

Dado que la concentración de ERO fue determinada en espermatozoides, en la figura 

3 se presentan los resultados de la concentración de ERO de espermatozoides 

obtenidos del aparato reproductor femenino de C. mexicanus, comparando octubre 

(precópulas) vs noviembre y diciembre (almacenamiento de espermatozoides). El 
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índice de fluorescencia, considerado como indicador de la concentración de ERO, 

entre meses no presenta diferencia significativa (t=1.55, p=0.14) aun cuando el valor 

fue mayor en el mes de diciembre.  

 

Figura 3 Determinación de ERO en espermatozoides obtenidos del aparato reproductor femenino de 

C. mexicanus capturadas en noviembre y diciembre de 2019. Las barras representan el promedio 

±EE, n= 3 hembras por mes o fecha de captura. 

9.3 Superóxido dismutasa en fluido genital femenino 

En la figura 4 se observa la actividad específica de SOD del fluido genital femenino 

de C. mexicanus, de octubre (precópulas), noviembre y diciembre (almacenamiento 

espermático). Si bien en octubre se registró una mayor actividad de SOD respecto a 

noviembre y diciembre, las  diferencias de actividad enzimática entre los meses de 

estudio no fueron estadísticamente significativas (F=2.48, p=0.12)). 
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Figura 4 Determinación de la actividad específica de SOD (expresada como USOD [cantidad de la 

enzima que inhibe el 50% de formazán]), en el fluido genital femenino de C. mexicanus, capturadas de 

octubre a diciembre de 2019. Las barras representan los valores promedio ± EE, n=3 hembras por 

mes. 

9.4 Glutatión peroxidasa en fluido genital femenino 

La actividad específica de GPX (AEGPX) en el fluido genital femenino de C. 

mexicanus se muestra en la figura 5. La AEGPX en el mes en que todavía no inicia el 

periodo de apareamientos (octubre=precópulas), es significativamente menor (F= 

4.51, p=0.03) con respecto a los meses de almacenamiento espermático (noviembre 

y diciembre); con una tendencia a incrementar hacia el término del periodo de 

almacenamiento (diciembre).  
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Figura 5 Determinación de la actividad específica de GPX (expresada como UGPX [nmol NADPH 

oxidado por minuto]), en fluido genital femenino de C. mexicanus, capturadas de octubre a diciembre 

de 2019. Las barras representan valores promedio ± EE. Diferentes letras indican diferencias 

significativas  entre las medias,  n=3 hembras por mes. 

9.5 Catalasa en el fluido genital femenino 

En la figura 6 se muestra la actividad específica de CAT en el fluido genital de las 

hembras de C. mexicanus. Existe un aumento significativo de la actividad específica 

de CAT conforme transcurren los diferentes meses de estudio (octubre vs noviembre 

vs diciembre) (F= 27.65, p=2.07E-05); siendo significativamente mayor la actividad 

de CAT en el mes de diciembre. 

a 

b 

b 
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Figura 6 Determinación de la actividad específica de CAT (expresada como K [la tasa constante de la 

reacción de primer orden]), en fluido genital femenino de C. mexicanus, capturadas en octubre de 

2019 (precópulas) a diciembre de 2019. Las barras representan los valores promedio ± EE. Diferentes 

letras indican diferencias significativas entre las medias, n=3 hembras por mes. 

10. DISCUSIÓN 

El almacenamiento prolongado de espermatozoides es una estrategia que algunos 

vertebrados (reptiles, anfibios, mamíferos) han desarrollado como adaptación a 

diferentes presiones de selección. Éste fenómeno biológico se define como la 

permanencia de los espermatozoides viables, en el tracto reproductor de los machos 

o hembras, que va más allá de sólo algunos días de permanencia como ocurre en la 

mayoría de los animales (Racey, 1979). En las hembras de algunos mamíferos, esta 

característica se reduce casi por completo a murciélagos vespertiliónidos con 

asincronía en las funciones reproductivas de machos y hembras (espermatogénesis 

y ovogénesis) así como en aquellos con algún tipo de letargo, aunque también se ha 

reportado para especies de zonas tropicales (Racey, 1982; Krishna, 1999; Crichton, 

2000). El almacenamiento prolongado espermático en quirópteros, se puede 

presentar a nivel de vagina, oviducto y en la unión útero-tubárica (Racey 1979). Una 

vez que los espermatozoides llegan a la unión útero-tubárica, los gametos 

masculinos orientan sus cabezas hacia el epitelio ciliado, el cual abunda en esta 

a 

c 

b 
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región y en el oviducto (Racey, 1979; Uchida & Mori, 1987), el cual proporciona 

“nutrientes” para la supervivencia del espermatozoide (Krishna, 1997). Sin embargo, 

del total de espermatozoides que se obtuvieron del aparato reproductor de las 

hembras de C. mexicanus, los resultados de viabilidad fueron menores al 50%, 

encontrando durante el mes de diciembre el menor porcentaje de viabilidad (33%). 

En 1999 León-Galván y colaboradores obtuvieron espermatozoides del aparato 

reproductor femenino de C. mexicanus, donde se reportó que en noviembre la 

concentración espermática fue de 2.86 millones, mientras que en diciembre fue de 

0.85 millones; además en ese estudio si se reportaron 2.3 millones a finales del mes 

de octubre, es decir la fecha más temprana de evidencia de cópula, mientras que en 

el presente trabajo las capturas de individuos se realizaron a mediados de dicho mes, 

para asegurar que fuera una etapa previo a los apareamientos. En el mes de 

noviembre se encontraron 5.41 millones de espermatozoides, mientras que en 

diciembre 4.58 millones, de los cuales menos del 50% estaban vivos. Una vez que 

los espermatozoides llegan a la región útero-tubárica, caracterizada por ser una zona 

estrecha, contorneada y compleja morfológicamente por los pliegues que se forman 

al ser un sitio de transición al oviducto, es difícil extraer por completo a todos los 

espermatozoides mediante lavado por reflujo, técnica empleada para la obtención de 

espermatozoides y fluido genital femenino en el presente estudio. Probablemente, no 

todos los gametos masculinos de la región útero-oviductal fueron extraídos y la 

mayoría correspondían a los que se encontraban en la cavidad del útero, razón por la 

cual el % de viabilidad fue menor al 50%, pues probablemente murieron debido a 

estrés oxidante o ataque leucocitario. 

Aunado a esto, en machos de C. mexicanus se han reportado hasta 200 millones de 

espermatozoides epididimarios en la etapa de cópulas (noviembre-diciembre) 

(Samano, 2020), datos que concuerdan con la etapa de almacenamiento 

espermático en hembras; además, esta especie de quiróptero tiene un sistema de 

apareamiento polígamo promiscuo (López-Wilchis, 1989). Con respecto a los datos 

obtenidos en el presente estudio, en la concentración espermática, existe una 

reducción de hasta 195 millones de células en las hembras, mismas que continúan 



41 
 

 

decreciendo hacia el mes de diciembre. Si bien no se puede esperar que todos los 

espermatozoides que se encuentran en la cauda del epidídimo sean inseminados en 

una sola cópula, ya que es un reservorio de espermatozoides ante la presencia de 

varias hembras receptivas durante un estro prolongado, los machos deben contender 

con la posibilidad de realizar varias cópulas durante este periodo de apareamiento, o 

inclusive, la posibilidad de no encontrar pareja por cuestiones de competencia pre-

copulatoria. Independientemente de la cantidad de espermatozoides que llegan al 

útero, el número que alcanza el sitio de almacenamiento es mucho menor (Harper, 

1988; Yanagimachi, 1988; Katila, 2001), ya que existen mecanismos de eliminación 

espermática en el aparato genital de las hembras que permiten que sólo los 

espermatozoides viables lleguen a la unión útero-tubárica y se almacenen. Una vez 

que los espermatozoides llegan a esta región, que conforma la segunda “barrera” al 

ascenso de los espermatozoides, hay diferentes mecanismos de eliminación que 

permitirán que sólo aquellos viables sean los que se mantengan almacenados 

(almacenamiento prolongado). Primeramente, el esfínter muscular reduce la luz, 

regulando el paso de los espermatozoides anómalos (Hafez & Black, 1969); así los 

espermatozoides con movilidad progresiva pasarían lentamente por la región útero-

tubárica y no los hiperactivados ya que este patrón de movimiento está asociado con 

un incremento de la velocidad pero decremento de la linealidad, así como un 

incremento de la amplitud del movimiento lateral de la cabeza y el latigueo del flagelo 

(Shalgi et al., 1992; Pacheco et al., 2011). Además, en la región útero-tubárica así 

como en el istmo, existe la presencia de moco que dificulta el paso del 

espermatozoide a través de esta zona (Jansen, 1980; Suarez, 2004). Se ha asociado 

a la función de reservorio por las condiciones del medio de cada región: la luz 

oviductal se reduce por el aumento de la unión del epitelio, restringiendo el 

desplazamiento de las células; el aumento de la viscoelasticidad en la secreción 

oviductal que suprime la movilidad; moléculas de adhesión celular (CAM por sus 

siglas en inglés) presentes en la membrana de los espermatozoides, reconocen 

residuos de azúcares en el epitelio oviductal favoreciendo la unión a las células 

ciliadas secretoras del oviducto, modulando el pasaje y proveyendo a los gametos de 
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nutrientes esenciales previo a la fecundación, ya que se ha demostrado que las 

células epiteliales responden con síntesis de novo de proteínas (Ellington et al., 1993; 

Hunter, 1987; Smith et al, 1990; Suarez, 1999; Bosch y Wright, 2005). Dentro de 

estos “nutrientes” y moléculas específicas esenciales se pueden encontrar a las 

enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX  

Como se mencionó, existen diferentes mecanismos de eliminación espermática y 

selección de aquellos gametos idóneos para permanecer almacenados y fertilizar. No 

obstante, algunas células deben mantenerse viables hasta el momento de la 

fertilización y ya se han reportado algunos mecanismos involucrados en el 

mantenimiento de la viabilidad espermática en murciélagos que presentan 

almacenamiento prolongado en hembras.  

Crichton y colaboradores (2000) propusieron que, el mantenimiento de la viabilidad 

de los espermatozoides esta mediada por algún mecanismo supresor a cargo de 

hormonas esteroides (Racey, 1972; Crichton, 2000; Roy y Krishna, 2011), ya que, en 

un estudio realizado en hembras de murciélagos del género Pipistrellus con 

almacenamiento espermático durante el invierno, al ser ovarectomizadas, disminuyó 

la viabilidad espermática en comparación con el grupo control. Esto sugirió que, las 

hormonas esteroides producidas por el ovario, juegan un papel crucial en la 

supervivencia de los gametos en algunas especies de murciélagos, pues al retirar la 

fuente de estrógenos y progestágenos, el endometrio uterino ya no se mantiene en la 

condición adecuada para la recepción del futuro embrión, provocando la regresión en 

la vascularización y en las glándulas endometriales, e inclusive, la reducción de los 

estereocilios de las células epiteliales del sitio de almacenamiento (Crichton, 2000). 

Comprobado posteriormente por Roy y Krishna en 2010 utilizando hembras de 

Scotophilus heathii donde se observó un aumento en los niveles de testosterona 

durante el período de almacenamiento espermático, y que al suministrar flutamida 

(un antagonista o inhibidor de andrógenos), ocasionó cambios degenerativos en los 

gametos almacenados ya que disminuyó significativamente su viabilidad, así como 

se observó una disminución significativa en los niveles circulantes de testosterona y 

androstendiona (Ayub & Levell, 1987; De Leo et al., 1998). En otras especies de 
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mamíferos ya se ha reportado la participación de las hormonas esteroides de origen 

ovárico (estrógenos y progesterona) en la ciliogénesis. Las células ciliadas del 

epitelio tienen una función secretora que, como se mencionó anteriormente, 

participan de forma integral proveyendo al espermatozoide de diferentes moléculas, y 

son abundantes en las etapas foliculares o estrogénicas, mientras que las células no 

secretoras (no ciliadas generalmente) predominan en las etapas luteínicas. (Brenner, 

1975). Esos datos respaldaron otro estudio de Roy y Krishna (2011), donde proponen 

que la mayoría de vespertiliónidos que muestran almacenamiento prolongado 

espermático requieren un alto nivel circulante de andrógenos. Por lo anterior, es 

probable que la acción sinérgica de estrógenos, progestágenos y andrógenos 

participe también en el mantenimiento de la vialidad espermática en especies con 

almacenamiento prolongado. 

Por otro lado, Roy y Krishna en 2010 probaron que el tratamiento in vitro con 

testosterona ocasionó aumento de fosforilación de MAP cinasas en espermatozoides 

localizados en la región útero-tubárica, lo cual deja entrever la posible relación entre 

el aumento en los niveles de andrógenos durante el almacenamiento prolongado y la 

activación de cascadas de autorregulación; se sabe que esta ruta de señales de 

transducción (MAP cinasas) favorece la capacitación de los espermatozoides (Almog 

& Naor, 2010), evento que termina con la adquisición de la capacidad fértil de los 

espermatozoides. Además, estudios derivados del almacenamiento natural de los 

espermatozoides, han resultado tan importantes que sugieren que la capacitación es 

andrógeno-dependiente (Suarez, 2004). También se reportó un incremento en la 

síntesis de proteínas Bcl2 en células de esta misma región de almacenamiento 

espermático en S. heathii, lo cual podría ser un indicio de que el tejido también 

cuenta con mecanismos de mantenimiento para poder proporcionar nutrientes al 

espermatozoide durante su estancia prolongada (Roy & Krishna, 2011). Esta proteína 

participa en la vía intrínseca de la apoptosis, así como de inhibir la formación del poro 

en la membrana y evitar que se libere el citocromo C, para que no ocurra muerte 

celular (Dai et al., 2016). 
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Contribuyendo con este conocimiento e intentando esclarecer la gran interrogante 

sobre los mecanismos que están involucrados en el proceso de almacenamiento 

prolongado de espermatozoides, se pudo observar que el estado REDOX del tracto 

genital de las hembras de C. mexicanus, también participa en el mantenimiento de la 

viabilidad de espermatozoides. En 1999, León-Galván y colaboradores 

proporcionaron evidencias de la participación de agentes reductores presentes en el 

fluido genital femenino que le confieren protección antioxidante a los 

espermatozoides durante el almacenamiento prolongado. En el estudio se incubaron 

con fluido genital de hembras previamente inseminadas, espermatozoides 

epididimarios de esta especie de quiróptero, así como utilizaron espermatozoides de 

cerdo como control por la gran cantidad de ácidos grasos insaturados de sus 

membranas, que los hacen altamente susceptibles a la peroxidación lipídica. Los 

espermatozoides de ambas especies presentaban una inhibición de la  LPX, lo cual 

sugirió la posible presencia y actividad de antioxidantes en el fluido. Para esclarecer 

este planteamiento, el presente trabajo respalda el tema del balance de la producción 

de ERO de los espermatozoides y las enzimas antioxidantes del fluido genital 

femenino de C. mexicanus, medio extracelular que participa en el mantenimiento de 

la viabilidad de los gametos masculinos durante su almacenamiento prolongado, 

hasta la fertilización.  

Los resultados del presente estudio sugieren que, aun cuando existe un incremento 

de ERO durante los meses de almacenamiento espermático, éste no es 

estadísticamente significativo entre meses (noviembre y diciembre), ya que la SOD 

mantiene una actividad constante formando H2O2, que posteriormente es eliminado 

por GPX y CAT. El sistema REDOX se mantiene en “equilibrio” debido a la acción de 

estas moléculas, y así mantener el balance de ERO, lo que coadyuvará para que los 

espermatozoides adquieran su capacidad fértil (Aitken et al., 1995; Lewis & Aitken, 

2001; Rivlin et al., 2004; Zhang & Zheng, 1996; O'Flaherty et al., 2006; Boerke et al., 

2013), ya que al incrementar abruptamente la concentración de ERO, podrían tener 

efectos negativos sobre la oxidación de ácidos grasos insaturados de la membrana 
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del espermatozoide como se reporta en el trabajo de León-Galván y colaboradores 

(1999).  

Con los resultados obtenidos de la actividad específica de SOD, observamos que, no 

cambia significativamente en ninguno de los meses de captura, es decir en octubre 

(precópulas) y posteriores meses de almacenamiento espermático. La función de la 

SOD es dismutar el O2
- a una ERO más estable, el H2O2 (Konigsberg Fainstein & 

Aguilar-Maldonado, 2008).  

Fisiológicamente, el aumento de la actividad de SOD para la célula, significaría más 

producción de H2O2 en el medio que, si bien no es un radical libre, es el precursor 

para la formación de la molécula más oxidante de los metabolitos del O2, el ión OH-, 

pudiendo ocasionar daño oxidante en diferentes biomoléculas de la célula. Así, la 

sobre producción de H2O2 comprometería fácilmente la vida del espermatozoide 

durante su estancia en el sitio de almacenamiento. La SOD actúa como agente 

protector manteniendo su actividad sin cambios drásticos en el estado REDOX en los 

meses de captura, y actuando en conjunto con aquellos agentes reductores que usan 

como sustrato el H2O2 para eliminarlo. Este comportamiento de la enzima destaca la 

importancia del mantenimiento de los niveles de O2
- importantes para la fisiología 

espermática. Ya que, el espermatozoide es una célula trascripcionalmente y 

traduccionalmente silenciada. Así, para que pueda adquirir su capacidad fertilizante, 

requiere de segundos mensajeros para llevar a cabo diferentes cascadas de 

señalización durante la capacitación (Aitken, 2017). Se ha propuesto que en los 

murciélagos que muestran almacenamiento prolongado de espermatozoides como C. 

mexicanus existe un retraso en la capacitación espermática (Krishna y Bhatnagar, 

2011, es por ello que, la relación ERO/enzimas anti-ERO, que se plantea, debe 

mantenerse “en equilibrio” durante el almacenamiento prolongado, y así permitir que 

las células se capaciten paulatinamente.  

Una vez que la SOD ejerce su función dismutando el O2
- a H2O2, comienza la 

participación de agentes reductores que eliminen a esta ERO, como la glutatión 

peroxidasa (GPX). La glutatión peroxidasa es una seleno-enzima con alta afinidad a 
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su sustrato, y cuando la concentración de peróxido es baja, la GPX actúa 

(Konigsberg Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008). 

En el caso de la actividad específica de GPX en fluido genital femenino de C. 

mexicanus, se observó un aumento significativo en los meses de almacenamiento 

espermático (noviembre-diciembre) con respecto al control (octubre). Sin embargo, 

entre los meses de almacenamiento espermático no hubo cambio significativo. Así 

mismo, esta actividad resultó ser mayor de lo encontrado en machos de esta misma 

especie de murciélago durante el almacenamiento prolongado de espermatozoides 

epididimarios por Arenas-Ríos y colaboradores en 2016. Este almacenamiento en 

machos es de 6 meses, donde la mayor actividad de GPX se registró en octubre, que 

corresponde a la etapa precopulatoria, con 25 AEGPX (UGPX7mL/min), es decir, 

menos del 50% de lo encontrado en este mismo mes en fluido genital femenino; una 

vez que los espermatozoides son eyaculados, en el periodo de apareamiento, y 

depositados en la vagina, iniciarán otra etapa de almacenamiento de 3 meses en 

hembras. Es por ello que la actividad antioxidante en estos individuos debe ser 

mayor, para regular la producción de H2O2 derivado del metabolismo del 

espermatozoide y de las células somáticas del aparato reproductor femenino. Por 

esta razón, se observa una clara participación de GPX desde el primer mes de 

almacenamiento (noviembre). Sin embargo, al no observar más cambios en la 

actividad específica de esta enzima hacia diciembre indica la saturación de la enzima 

por alta concentración de H2O2. Cuando incrementa la concentración de esta ERO, 

comienza la acción de otro agente reductor de carácter enzimático, la CAT que su 

función es la eliminación de H2O2, a altas concentraciones. 

La actividad de CAT en el fluido genital femenino de C. mexicanus se observa con 

una tendencia al incremento en cada uno de los meses de captura. En noviembre 

hay una diferencia significativa en la actividad de CAT (12381 AEK/UK/mL/min), con 

respecto a octubre (1370 AEK/UK/mL/min). Es decir, una vez que los 

espermatozoides ingresan al tracto reproductor femenino GPX y CAT actúan de 

forma sinérgica para eliminar al H2O2 producido por los propios gametos masculinos 
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y las células somáticas del tracto. Posteriormente, hay un aumento significativo en 

diciembre (25325AEK/UK/mL/min) con respecto a noviembre. Esto resalta la 

eficiencia enzimática anti-ERO de CAT, para mantener los niveles en la producción 

de ERO cuando hay un alto contenido de H2O2. En diciembre se presenta un pico en 

la actividad específica de CAT, porque es un tiempo cercano a la ovulación y por 

tanto a la fertilización, ya que en enero se capturaron hembras ya gestantes, y se 

agregarían a la producción de ERO los productos del metabolismo del ovocito y 

posteriormente del embrión. 

Cada vez aumentan más las evidencias sobre la regulación de los cambios REDOX 

de ERO y agentes enzimáticos anti-ERO en ambientes extracelulares con los que 

interactúan los espermatozoides, debido a que es un aspecto central en diferentes 

procesos fisiológicos de estas células, entre ellos la capacitación espermática 

(Aitken, 2017). Se ha demostrado que una serie importante de eventos estructurales 

y fisiológicos de la capacitación , son susceptibles a la acción de las ERO, es decir, 

durante el periodo de almacenamiento espermático cuando ocurre la capacitación, el 

incremento en las ERO representa una amenaza para la integridad estructural y 

funcional de los espermatozoides, como sería el caso de una alteración en la 

integridad del ADN, que comprometería dicho evento en el que los espermatozoides 

adquieren su capacidad fértil (Aitken, 2017; Aitken & Krausz 2001), y la interrupción 

de la capacidad para fusionarse con el ovocito (Aitken, 2017). Sin embargo, también 

se sabe que se requiere la presencia controlada de ERO en el ambiente genital 

femenino, para que el espermatozoide se desarrolle y concluya la capacitación, 

reacción acrosomal, hiperactivación y singamia.  

Los mecanismos por los cuales las ERO participan en la capacitación espermática 

implican la activación de la adenilato ciclasa (Aitken et al., 1995; Lewis y Aitken, 

2001; Rivlin et al., 2004; Zhang & Zheng, 1996), acompañado de la activación de la 

proteína cinasa A (O'Flaherty et al., 2006); la oxidación del colesterol de la 

membrana plasmática a oxisteroles y su consiguiente salida de esta región de la 

célula por medio de la albúmina (Boerke et al., 2013); la activación de proteínas 
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cinasas reguladas (O'Flaherty et al., 2016); y la inhibición de la actividad de la tirosina 

fosfatasa (Hecht & Zick, 1992). 

La capacitación en mamíferos está regulada, entre otros factores, por reacciones de 

óxido-reducción. Se ha reportado que el H2O2 y el O2
- tienen un papel fundamental 

en la regulación positiva (mecanismo activador) en los niveles de AMPc a través de 

la oxidación de la adenilato ciclasa a nivel de los grupos Tiol de los residuos de 

cisteína que contiene (Chen et al., 2013; Aitken, 2017).  

Por otra parte, se ha visto que las ERO participan en la inhibición de la tirosina 

fosfatasa y por lo tanto hay un aumento en los niveles de fosforilación de tirosinas 

que acompañan las señales de transducción en la capacitación. Esta supresión se da 

a través los residuos de cisteína que posee ya que para que la enzima esté activa 

requiere encontrarse en un estado reducido. El H2O2 producido por el metabolismo 

del espermatozoide es capaz de ocasionar la oxidación en los residuos de cisteína 

inactivando la actividad tirosina fosfatasa (Hecht y Zick, 1992; Zhang & Zheng, 1996; 

Baker et al., 2005; Ickowicz et al., 2012). De esta manera se crea una cascada 

autorregulada que involucra la generación de las ERO, la activación de la adenilato 

ciclasa y fosforilación de tirosinas, y la inactivación de la tirosina fosfatasa, para que 

finalmente, el espermatozoide se capacite (Aitken et al., 1995; Rivlin et al., 2004; Roy 

y Atreja, 2008) y ocurra la reacción acrosomal (O’Flaherty et al., 1999). 

En la membrana de los espermatozoides se encuentra un complejo multiprotéico 

enzimático que tiene como función la producción de O2
-, que posteriormente será 

dismutado a H2O2. Este complejo es denominado NADPH oxidasa o NOX. Se ha 

reportado que las ERO actúan en conjunto con otros radicales libres como el 

peroxinitrito (ONOO-), una especie reactiva de nitrógeno, que provocan la generación 

de oxisterol, oxidando al colesterol, para su posterior remoción de la membrana 

mediada por la albúmina (Aitken, 2017). 

El incremento en la actividad enzimática antioxidante de GPX y CAT, y el 

mantenimiento de la producción de ERO sin cambios significativos, en el presente 
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estudio, sugieren que las enzimas anti ERO no solo participan manteniendo un 

porcentaje suficiente de  espermatozoides viables, a su vez, mantienen un equilibrio 

en la producción y la participación de ERO, como sucede en otros mamíferos, en los 

mecanismos de transducción de señales (Fisher y Aitken, 1997) que son regulados 

en el tracto reproductor femenino del murciélago C. mexicanus. 

11. CONCLUSIÓN 

Las hembras de C. mexicanus presentan almacenamiento espermático prolongado, 

una vez que los espermatozoides ingresan al aparato reproductor femenino son 

almacenados por tres meses (noviembre, diciembre y enero). Durante su estancia, 

los espermatozoides están expuestos a los efectos de las ERO y dependen de 

agentes antioxidantes para que los metabolitos de oxígeno no tengan un efecto 

negativo, manteniendo la viabilidad de un número suficiente de células espermáticas. 

La concentración de ERO en espermatozoides no cambia en los meses de 

almacenamiento, lo que demuestra que las enzimas antioxidantes están participando 

en la regulación REDOX del fluido genital, promoviendo que las ERO se mantengan 

sin cambios drásticos y favoreciendo el almacenamiento prolongado. Primeramente 

la SOD sin cambios significativos en su actividad específica manteniendo una 

generación constante de H2O2 que es eliminado por la GPX y CAT, sinérgicamente y 

evitando la formación de la molécula más oxidante de las ERO (OH-).  

El presente trabajo en relación con la producción de ERO y la actividad específica de 

SOD, CAT y GPX resaltan un equilibrio en el estado REDOX que permiten que el 

espermatozoide se mantenga viable durante el almacenamiento prolongado en 

hembras de esta especie de quiróptero. Este equilibrio depende, de la relación entre 

el balance de actividad ERO / anti-ERO durante fechas clave del ciclo reproductivo 

de Corynorhinus mexicanus.  

Este es el primer trabajo en proporcionar evidencias de la regulación REDOX en el 

fluido genital femenino de quirópteros con almacenamiento prolongado de 

espermatozoides, mediada por la participación de las enzimas antioxidantes: 

superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT).  
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12. PERSPECTIVAS  

El conocimiento generado en el presente estudio podría ser un punto de inicio para el 

entendimiento de la supervivencia del espermatozoide en periodos prolongados de 

otras especies de murciélagos. Así mismo, podría ser precursor para la generación 

de técnicas de reproducción asistida como la conservación de gametos de distintas 

especies. 

Es importante mencionar que existen otros mecanismos que participan en el 

mantenimiento de la viabilidad espermática, sin embargo, las investigaciones para 

dilucidarlo por completo aún son escasas. Se podría indagar más sobre la relación en 

el almacenamiento prolongado de espermatozoides andrógeno-dependiente, así 

como la participación de las condiciones generales del fluido genital: iones, pH, 

concentración de diferentes moléculas (proteínas antiapoptóticas, hormonas 

esteroides sexuales), así como la participación de otros antioxidantes no enzimáticos 

como glutatión, vitaminas, melatonina como un potente agente reductor de OH-, que 

en conjunto permitirá tener más conocimiento sobre el contenido de este fluido y 

poder emularlo en un futuro in vitro. 
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