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RESUMEN

Existen evidencias que durante la síntesis de testosterona hay
producción de radicales libres, lo que podría incrementar la
respuesta antioxidante testicular para evitar el daño oxidativo
celular. El objetivo de esta investigación fue determinar si exis-
te asociación entre la concentración sérica de testosterona li-
bre (Tl) y la actividad testícular de la enzima glutatión peroxi-
dasa (GPx) en ratones de diferentes edades. Se seleccionaron
40 ratones machos de la cepa NMRI procedentes del Bioterio
Central de la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”,
y se dividieron en 5 grupos de 8 animales, de acuerdo a la
edad en días (d). Grupo (1): 21d, (2): 28d, (3): 35d, (4): 42d y
(5): 49d. Bajo ligera eterización se sacrificaron, se recolectó la
sangre y en el suero se determinó la concentración de Tl por
electroquimioluminiscencia. Los testículos se disecaron, pesa-
ron y se colocaron a 4°C en una solución buffer 50 mM Tris-
HCl y 5 mM EDTA a pH 7,6 para obtener un homogenizado en
el cual se determinó la actividad de la GPx y la concentración
de proteínas. A los resultados expresados en mU/ml y mU/mg
proteínas, se les aplicó una prueba de comparaciones múlti-
ples (DMS) y correlación de Pearson. La concentración sérica
de Tl como la actividad catalítica y específica de la GPx se in-
crementaron con la edad de los ratones (P<0,01). El aumento
de ambas variables se correlacionó en forma positiva (r=0,47)
y esta asociación fue estadísticamente significativa (P<0,05) a
los 21 días (etapa prepúber) y 49 días (etapa pospúber).

Palabras clave: Testículo, testosterona, glutatión peroxidasa,
ratón.

ABSTRACT

Evidences exist that during the testosterone synthesis there is
production of free radicals, which could increase the testicular
antioxidant answer to avoid the cellular oxidative damage. The
aim of this investigation was to determine if exists association
between the seric concentration of free testosterone (Tl) and
the testicular activity of the enzyme glutatión peroxidasa (GPx)
in mice of different ages. 40 male mice of stock NMRI coming
from the Central Bioterio of the Universidad Centroccidental
“Lisandro Alvarado” selected themselves, and they were di-
vided in 5 groups of 8 animals, according to the age in days
(d). Group (1): 21d, (2): 28d, (3): 35d, (4): 42d and (5): 49d.
Under light eterización they were sacrificed, the blood was col-
lected and in the serum the concentration of Tl by electro-
chemiluminescence was determined. The testicles were dis-
sected, weighed and they were placed to 4°C in in a solution
buffer 50 mm Tris-HCl and 5 mm EDTA to pH 7.6 to obtain ho-
mogenate in which one the activity of the GPx and the protein
concentration was determined. To the results expressed in
mU/ml and mU/mg proteins, were applied to a test of multiple
comparisons (DMS) and Pearson‘s correlation. The concentra-
tion of Tl as the catalytic activity and specific of the GPx they
were increased with the age (P<0.01). The increase of both
variables was correlated in positive form (r=0.47) and this as-
sociation was statistically significant (P<0.05) to the 21 days
(prepuber stage) and 49 days (postpuber stage).

Key words: Testicle, testosterone, glutathione peroxidase,
mouse.
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INTRODUCCIÓN

La testosterona es una hormona esteroidea sintetizada
principalmente en los testículos y una de sus funciones es esti-
mular la espermatogénesis [26]. Durante su síntesis interviene
un grupo de enzimas, las citocromo P-450 monoxigenasas las
cuales participan en diferentes reacciones de óxido-reducción
que requieren Nicotinamida-Adenina Dinucleótido Fosfato-Oxi-
dado (NADPH) y oxígeno para hidroxilar el colesterol y trans-
formarlo en pregnenolona, paso en el cual se producen radica-
les libres (RL) [34].

Estos compuestos presentan estructuralmente un elec-
trón desapareado y pueden interactuar con componentes celu-
lares como ADN, lípidos; proteínas y carbohidratos, e inducir
pérdida de la función celular. Su producción en grandes canti-
dades incrementa la lipoperoxidación (LPO) o deterioro oxidati-
vo de los lípidos poli-insaturados de las membranas celulares,
lo que podría constituir la base bioquímica de la disminución de
la actividad testicular [7]. Los RL tienen un papel importante en
la fisiología espermática normal, sin embargo, cuando se rompe
el delicado equilibrio que debe existir entre la producción y de-
gradación de éstos, se establece un estado de estrés oxidativo
celular con consecuencias deletéreas para los espermatozoides
[3], en este sentido, ha sido objeto de estudio la utilización de
antioxidantes en la preservación del semen [28, 33].

Entre los RL que se originan en las células están las for-
mas reactivas del oxígeno (ROS), entre las cuales se ubica el
peróxido de hidrógeno (H�O�) que es la molécula más comun-
mente involucrada en el daño de los espermatozoides de equi-
no [6]. En espermatozoides humanos ha sido indicado [1] que
el H�O� provoca una elevada fragmentación del ADN, además
de disminuir su movilidad y capacidad de fusión con los ovoci-
tos. Aunque el H�O� no presenta electrones libres, es una mo-
lécula oxidante muy reactiva que puede generar radicales hi-
droxil (OH¯) en presencia de metales de transición [19]. Así
mismo, el óxido nítrico (NO) induce la LPO de la membrana
espermática en espermatozoides de ratón y de humanos [18],
por acción del anión superóxido (O�

� ) que al reaccionar con el
óxido nítrico origina peroxinitrito, precursor de radicales OH¯,
los cuales disparan la cadena de reacciones lipoperoxidativas.

Matheus y col. [24], en un estudio realizado en ratones
mas musculus reportaron que la concentración de testosterona
sanguínea aumentaba progresivamente con la etapa de desarro-
llo, y este aumento se correlacionó significativamente con el in-
cremento de la LPO testicular, cuantificada por la concentración
de dienos conjugados, producto inicial de la reacción lipoperoxi-
dativa, y por la concentración de malondialdehído o MDA, pro-
ducto final de ésta. Resultados similares han sido obtenidos en
ratas Rattus norvegicus por Fisher y Aitken [11], quienes indican
que en el macho, durante la diferenciación de las células germi-
nales hay un aumento de su metabolismo, lo que induce a la ge-
neración de RL que participarían en la regulación redox gonadal.

Al respecto, Hipler y col. [20], señalan que la formación
elevada de RL por las células de Sertoli puede provocar altera-
ciones morfológicas en las espermátidas, células que poste-
riormente se diferenciarán en espermatozoides; mientras que
otros investigadores [10], reportan que las concentraciones ba-
jas y controladas de RL juegan un papel importante en la hipe-
ractivación y capacitación de los espermatozoides.

La dinámica de la membrana plasmática de la célula
espermática cumple un papel importante en los procesos de
maduración, capacitación y fecundación [38], sin embargo, el
aumento de las ROS puede dañarla por peroxidación de los
lípidos insaturados constituyentes de la membrana plasmáti-
ca, proceso que modifica su fluidez y altera la permeabilidad,
lo que eventualmente llevará a un proceso de muerte celular
programada o apoptosis [5]. Las células espermáticas son
protegidas de los agentes reactivos del O�, fundamentalmen-
te por la acción de cinco enzimas [35]: glutatión peroxidasa
(GPx), fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa
(PHGPx), glutatión reductasa, superóxido dismutasa y catala-
sa. En el humano, las mitocondrias de los espermatozoides
contienen grandes cantidades de PHGPx, una de las enzi-
mas que actúa contra la peroxidación producida por el H�O�,
la disminución de los niveles de esta enzima está asociada
con la infertilidad del hombre [22].

Los cambios asociados con daño oxidativo, frecuente-
mente llevan a la activación o inactivación de genes que regu-
lan la actividad de enzimas y de proteínas estructurales que
permiten elevar la defensa antioxidante para reestablecer la
homeostasis celular [13, 17]. Una de las enzimas que se pue-
den activar son las glutatión peroxidasas, selenoproteínas que
se encuentran en diversos sitios del organismo, y presentan
diferente especificidad de acuerdo al sistema antioxidante de
cada tejido. Estas enzimas metabolizan el H�O� y lipoperóxi-
dos en diferentes compartimentos de la célula cumpliendo un
papel antioxidante. La pérdida de la actividad de la GPx citosó-
lica permitirá un incremento en las ROS, con el subsecuente
daño a proteínas esenciales en toda la célula y a ácidos gra-
sos insaturados de las membranas [2, 21].

El presente estudio tuvo como objetivo determinar si
existe asociación entre el mecanismo antioxidante representa-
do por la actividad de la enzima glutatión peroxidasa testicular
con la concentración sérica de testosterona, en ratones de la
cepa NMRI de diferentes edades.

Normalmente el equilibrio entre la producción de RL y
los mecanismos antioxidantes impiden el daño oxidativo celu-
lar. El conocimiento de si existe o no, pérdida de este equilibrio
de acuerdo con la edad del animal, permitirá establecer pautas
de manejo en donde se tome en cuenta la administración o su-
ministro de sustancias antioxidantes que garantice la fertilidad
de los animales, sobretodo en aquellos con manejo reproducti-
vo de estación de monta o apareamiento.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Población y Muestra

La población estuvo representada por ratones de la cepa
NMRI (National Medicine Research Institute, EUA), proceden-
tes del Bioterio Central de la Universidad Centroccidental “Li-
sandro Alvarado” (UCLA). Se seleccionaron al azar, a través
de un muestreo aleatorio simple sin reposición, 40 animales en
edad reproductiva (42 días), 20 machos y 20 hembras, los
cuales se trasladaron hasta la Unidad de Investigación en
Ciencias Funcionales Dr. “Haity Moussatché” (UNIHM), del
Decanato de Ciencias Veterinarias de la UCLA, en donde se
aparearon. Al momento del parto se anotó la fecha de éste,
número de crías, peso de la camada. Cinco días después del
nacimiento se sexaron las crías y se dejaron sólo los machos,
que se destetaron a los 20 días de edad.

De las crías obtenidas, se utilizaron 40 machos, distribui-
dos en 5 grupos de 8 ratones cada uno, como se muestra:

1: 21 días (Prepúber)

2: 28 días (Prepúber)

Grupo 3: 35 días (Púber)

4: 42 días (Púber)

5: 49 días (Pospúber)

Los animales bajo ligera eterización se sacrificaron, se
recolectó la sangre en tubos Eppendorf y se centrifugó a 1000
x g / 20 minutos, se extrajo el suero con una pipeta Pasteur y
se vertió en tubos Eppendorf, para posteriormente realizar la
determinación de testosterona sérica. Los testículos se diseca-
ron y en ellos se realizó la determinación de la actividad de la
enzima glutatión peroxidasa.

Determinación de la Concentración Sérica
de Testosterona Libre (Tl)

Se realizó por el método de electroquimioluminiscencia.
En este inmunoensayo no competitivo el anticuerpo utilizado
recubre unas micropartículas imantadas, que tras la formación
del complejo antígeno-anticuerpo, se fijan a un electrodo por
magnetismo. Dicho anticuerpo está conjugado con un marca-
dor (derivado del rutenio) capaz de emitir fotones cuando se
aplica una pequeña diferencia de potencial sobre el electrodo
[25]. Este inmunoensayo validado para ratones, tiene la capa-
cidad de detectar valores de testosterona libre menores a los
0,01 pg/ml. El coeficiente de variación intra-ensayo fue de
1,6% y el inter-ensayo de 8%.

Determinación de la Actividad Testicular de la Enzima
Glutatión Peroxidasa

Los testículos disecados, se pesaron en una balanza
analítica Sauter (Alemania) y se colocaron en un volumen de 6
ml / g de tejido, de una solución buffer 50 mM Tris-HCl y 5 mM
EDTA a pH 7,6 a 4°C y en un homogenizador Potter de Bodine

Elect. Comp. (Chicago, ILL, EUA) se obtuvo el homogenizado
del tejido. Este se centrifugó a 4000 x g / 15 minutos a 4°C en
una centrífuga Clay Adams modelo 21152 (Sparks, MD, EUA),
se colectó el sobrenadante con pipeta Pasteur y se diluyó 1:10
con agua destilada.

La actividad de la enzima glutatión peroxidasa se deter-
minó utilizando un Kit de Calbiochem Nº Catálogo 354104 (La
Jolla, CA, EUA), para lo cual se prepararon 2 blancos y 8
muestras por duplicado, a los cuales se le agregó: 350 µl del
buffer del ensayo, 350 µl del reactivo NADPH, 70 µl de agua
destilada sólo al blanco y 70 µl de muestra diluida a los tubos
identificados como muestras. Se vertió la solución en una cu-
beta de cuarzo y se le adicionó 350 µl de ter-Butil-hidroperóxi-
do. Se realizó la lectura a una longitud de onda de 340 nm en
un espectofotómetro Spectronic Genesys 5 (Rochester, NY,
EUA), cada 30 seg. por 3 minutos.

Con los valores obtenidos se determinó la variación neta
de la absorbancia a 340 nm / minuto. De esta manera, se ob-
tuvo la actividad catalítica de la enzima que se expresó en mU
/ ml como también la actividad específica expresada en mU /
mg de proteína.

Determinación de Proteínas

La concentración de proteínas en las muestras permitió
calcular la actividad específica de la GPx expresada en mU /
mg de proteínas. La determinación se realizó utilizando el Kit II
Bio Rad Nº Catálogo 500-0002 (CA, EUA) basado en el méto-
do de Bradford [8], que utiliza una solución patrón de 1,41 mg /
ml de albúmina sérica bovina.

Análisis Estadístico

Los datos fueron analizados estadísticamente a través
del paquete estadístico SPSS versión 10,0 para Windows [32],
a los mismos se les realizó un análisis descriptivo, prueba de
comparaciones múltiples (DMS) y correlación de Pearson,
para conocer si existían diferencias entre la concentración sé-
rica de testosterona y la actividad de la enzima glutatión pero-
xidasa de acuerdo a la edad de los animales (P�0,05).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El testículo es un órgano dinámico que sufre procesos
complejos de proliferaciones y diferenciaciones desde el
momento del nacimiento hasta la senectud. Estos cambios
están asociados con la capacidad del testículo para sinteti-
zar testosterona y formar espermatozoides [31]. En este es-
tudio se determinó que, la media de la concentración sérica
de testosterona libre aumentó de forma progresiva con la
edad de los ratones (P<0,01), tal como se puede observar
en la FIG. 1, con dos incrementos marcados a los 35 y 42
días de edad, período que coincide con la etapa de pubertad
de esta especie [16].
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Resultados similares a los obtenidos en este estudio fue-
ron reportados en ratas por Trbovich y col. [36] y en ratones
por Vergouwen y col. [37]. Estos autores han indicado que la
baja concentración de testosterona durante la etapa prepúber
se debe posiblemente a que los testículos se encuentran en
un período de diferenciación y proliferación de las primeras lí-
neas espermatogénicas y de las células de Sertoli, con au-
mento de la síntesis de receptores de LH, hormona responsa-
ble de estimular a las células de Leydig para sintetizar la tes-
tosterona. Durante este proceso, en el testículo hay produc-
ción de RL [30, 34] y la concentración sérica de la hormona se
ha correlacionado significativamente con el grado de LPO tes-
ticular en ratones de la cepa NMRI, cuantificada por la concen-
tración de dienos conjugados y malondialdehído [24].

Se sabe que los cambios asociados con el daño oxidati-
vo y con el reestablecimiento de la homeostasis celular, indu-
cen la activación de enzimas de defensa antioxidante y proteí-
nas estructurales [13, 17]. En el presente estudio se evidenció
que la actividad de la GPx se incrementó con la etapa de de-
sarrollo (TABLA I), con un valor máximo en la etapa pospúber,
mientras que los animales prepúberes de 21 días presentaron
la menor actividad catalítica (mU / ml) y específica (mU / mg
de proteína) de la enzima (P<0,01).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Pel-
tola y col. [29], en tejidos de ratas, quienes indican que la enzi-
ma GPx alcanza su mayor actividad a los 5 meses de edad.
Además, Giannattasio y col. [14], encontraron que en testícu-
los de ratas la expresión de los patrones de GPx es baja en la
etapa prepuberal y sobretodo, cuando éstas son sometidas a
una hipofisectomía. Por su parte, Zini y Schlegel [39], en un
estudio también realizado en testículo de ratas, encontraron
que la glutatión peroxidasa presentaba la mayor actividad a los
40-90 días de edad, a pesar de que su transcripción se inicia a
los 10 días del nacimiento.

En otras especies animales como el cerdo Sus serota y
en diferentes tejidos se ha reportado [23], que tanto la expre-
sión del mRNA de la GPx así como su actividad se incrementan
con la edad. Giannattasio y col. [14], han descrito en humanos
que los espermatozoides de éstos, son dependientes del siste-
ma antioxidante glutatión peroxidasa/glutatión reductasa (GPx /
GR) vía glutatión reducido (GSH) para inactivar las ROS, como
el peróxido de hidrógeno y los hidroperóxidos orgánicos.

Por otra parte, el aumento en la concentración sérica de
la testosterona libre estuvo correlacionado en forma positiva
con el incremento de la actividad catalítica de la Gpx (r = 0,72),
sin embargo, ésta sólo fue estadísticamente significativa a los
21 y 49 días de edad (P<0,05). A los 21 días los ratones están
en etapa prepúber. La producción de ROS y el daño del ADN
son mayores en espermatozoides inmaduros con retención ci-
toplásmica y anormalidades morfológicas de la cabeza [27].
Los espermatozoides morfológicamente anormales generan
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FIGURA 1. CONCENTRACIÓN MEDIA DE TESTOSTERONA
LIBRE SÉRICA (pg / ml) EN RATONES DE DIFERENTES
EDADES (n. 8/grupo)/ ���� ����� ����������	� 
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TABLA I

MEDIA DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA Y ESPECÍFICA DE LA ENZIMA GLUTATIÓN PEROXIDASA EN TESTÍCULOS
DE RATONES DE DIFERENTES EDADES. (N:8/grupo)/ 
��	 �� ��� ������� �	� ��������� �������� �� ���������	�

���������� �	�������	� �	��
� �	 �������� �� 
��� �� �������	� �����

Edad en días
(Etapa de Desarrollo)

Actividad. Catalítica
(mU / ml)

Actividad. Específica
(mU / mg de prot.)

X DS X DS

21 (Prepúber) 70,09* 10,14 493,30** 59,76

28 (Prepúber) 76,52 11,98 719,70 85,20

35 (Púber) 77,81 09,74 821,44 105,72

42 (Púber) 86,81 19,35 801,27 98,54

49 (Pospúber) 138,26 38,71 1438,16 204,41

���� ��� �� ��� ������� ���������� �� � � �� ��  ������� ��� !����� " #$%	&	
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una cantidad mayor de ROS que los de morfología normal [4],
consecuentemente la actividad de la GPx, entre otros meca-
nismos antioxidantes, deberá compensar este aumento.

A los 49 días de edad los ratones han alcanzado la ma-
durez sexual y hay plena producción de testosterona, hormona
esencial para el cumplimiento de las funciones fisiológicas del
macho, durante su síntesis el colesterol se transforma a preg-
nenolona por acción del sistema enzimático mitocondrial
P-450 [34], momento en el cual se produce radical superóxido,
con el consiguiente incremento de la actividad catalítica de la
GPx testicular, observado en el presente estudio.

En el proceso de maduración sexual que tiene lugar en-
tre los 21 y 49 días, es beneficiosa una LPO controlada porque
ésta promueve la capacitación y activación del espermatozoi-
de, actúa como interruptor de la tirosina cinasa, ocurre una hi-
permovilidad inducida por el anión O�

� y un aumento en la afi-
nidad por la zona pelúcida del ovocito [12].

Según Chainy y col. [9], quienes han explicado que la
producción de ROS a nivel testicular puede verse afectada por
algunos factores entre ellos la testosterona, la cual disminuiría
la actividad de las enzimas relacionadas con el metabolismo
del radical superóxido y peróxido de hidrógeno, con inducción
de un aumento del nivel de peroxidación lipídica que conduci-
ría a la pérdida de la función celular. Sin embargo, esto discre-
pa de los resultados de Ghosh y col. [15], quienes señalan que
la testosterona es la clave de la correlación esteroidogénesis-
espermatogénesis-estrés oxidativo, así como también, con los
resultados del presente estudio que indicaron, que durante la
etapa prepúber y pospúber el aumento de la actividad específi-
ca de la glutatión peroxidasa testicular, se correlacionó (r =
0,72) significativamente (P<0,05) con el aumento de la con-
centración sérica de testosterona libre, lo que hablaría a favor
de que el tejido testicular trata de protegerse de la acción de
los radicales libres y así preservar su buen funcionamiento, lo
que aunado al aumento simultáneo de la testosterona estaría
de acuerdo a que esta hormona es crucial para la relación indi-
cada por Ghosh y col. [15], más aún cuando la actividad enzi-
mática se eleva con la edad, es decir, hacia la obtención de la
maduración sexual del macho, condición que requiere que el
tejido testicular preserve su normal funcionamiento, de tal ma-
nera que la concentración de radicales libres no deberá sobre-
pasar los niveles normales, lo cual será posible gracias a la in-
tervención de sistemas antioxidantes, entre ellos la actividad
de la glutatión peroxidasa testicular.

CONCLUSIONES

A medida que avanzó el desarrollo de los ratones se in-
crementó paulatinamente la concentración sérica de testoste-
rona libre y la actividad testicular de la glutatión peroxidasa.

El aumento de la actividad específica de la glutatión pe-
roxidasa testicular se mostró asociada en forma significativa
con el aumento de la concentración sérica de testosterona li-

bre, a la edad de 21 y 49 días, lo que coincide con la pre-pu-
bertad y post-pubertad respectivamente.
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