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RESUMEN 

 
La pirimetamina (PIR) inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa impidiendo la proliferación 

celular. Por ser la etapa neonatal un periodo crítico en el que se establecen, mediante 

proliferación, las diferentes poblaciones celulares testiculares, en el presente trabajo se 

analizó el efecto de la medicación con PIR durante los primeros 21 días de vida de la rata y 

su posible consecuencia sobre la fertilidad adulta. Para ello, se utilizaron 36 ratas Wistar 

divididas en tres grupos: grupo PIR, con 25 mg/kg/ PIR cada tercer día,  grupo PAF 

(medicado con PIR y adicionado con 7.5 mg/kg/semana de ácido fólico), y grupo control 

(vehículo sin medicamento). A los 35 días de edad se detectó la expresión del Antígeno 

Nuclear de Proliferación Celular (PCNA) por inmunohistoquímica y por RT-PCR. A los 90 

días, además de la expresión de PCNA, se realizó conteo de las poblaciones de células de 

Sertoli (CS) y germinales, y se evaluó el Índice de Johnsen (IJ). Lo anterior se complementó 

con pruebas de fertilidad y espermograma. A los 35 días de edad la aplicación de PIR 

disminuyó el porcentaje de células en proliferación (28.5 ± 7.1 vs. 64.6 ± 2.2, p<0.05). A los 

90 días de edad, el grupo tratado con PIR presentó disminuciones significativas (p<0.05) en 

los conteos de CS (7.0 ± 0.3 vs. 8.9 ± 0.3), células germinales (190.8 ± 5.9 vs. 244.9 ± 8.7), 

IJ (0.097 ± 0.03 vs. 0.099 ± 0.00),  expresión de PCNA (20.8 ± 0.7 vs 25.6 ± 0.9) y 

concentración espermática (28.3 ± 17.6 vs. 42.4 ± 23.4).  Por otro lado, la adición de AF 

disminuyó los efectos negativos de la PIR sobre los conteos de CS y células germinales, IJ, 

expresión de PCNA y concentración espermática; ya que al compararse el grupo PAF con el 

grupo control no se registraron diferencias significativas (p>0.05).  Por lo tanto,  la aplicación 

de PIR durante los primeros 21 días de vida afecta los procesos de proliferación de la CS y 

de los gonocitos en una ventana crítica de proliferación de los mismos, lo cual se ve reflejado 

en una disminución de la concentración espermática en la rata adulta. El efecto inhibidor de 

la PIR es dependiente de la presencia del fármaco y su retiro favorece el restablecimiento de 

la proliferación, aunque la rata adulta no alcanza los parámetros de fertilidad y concentración 

espermática del control. Una mejoría se observa con la  aplicación de AF con lo cual se 

protege al epitelio seminífero de manera que presenta los mismos parámetros que las ratas 

control adultas.  En conclusión, la aplicación de PIR en una etapa susceptible de 

proliferación (neonatal), disminuye la concentración espermática en la rata adulta, aunque 

esta disminución  en concentración se ve atenuada por la segunda etapa de proliferación de 

las CS que se da al inicio de la etapa puberal. De ahí, que la disminución en la concentración 

espermática en estas ratas no fuera un factor determinante de infertilidad, aunque si de 

subfertilidad en la rata adulta.  

 

Palabras clave: Pirimetamina, ácido fólico, proliferación celular, células germinales, 

células de Sertoli, fertilidad.  
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INTRODUCCIÓN 
 

La pirimetamina (PIR) es un medicamento ampliamente utilizado en el tratamiento de 

diversas enfermedades parasitarias. Tal es el caso de la toxoplasmosis congénita, ya 

que impide la proliferación del parásito que provoca dicha enfermedad. Su 

mecanismo de acción es la inhibición de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (Nzila, 

2006; Adelsberger y col., 2010), enzima que participa en el metabolismo de los 

folatos, los cuales son todo el grupo de vitaminas  del complejo B y que se derivan 

del ácido fólico. Los folatos participan en la síntesis de purinas y pirimidinas, que a su 

vez, forman ácidos nucleicos, por lo que la inhibición de la DHFR frena su utilización 

e impide la replicación celular (Nzila, 2006; Noiriel y col., 2007; Zhang y col., 2011). 

 

   Los niños diagnosticados con toxoplasmosis congénita son tratados con PIR, 

desde el nacimiento hasta los primeros tres meses de edad, aunque los mejores 

resultados para el control de la enfermedad se dan con tratamientos que abarcan el 

primer año de vida. Se ha visto que la PIR posee una  mayor afinidad por la DHFR 

del parásito, pero aun así afecta en una menor proporción al paciente. Esto se ve 

reflejado en las leucopenias transitorias que presentan algunos pacientes, en cuyo 

caso el fármaco debe ser retirado (Durlach y col., 2008; Durán, 2010). En esos 

casos, los leucocitos se ven afectados por ser un tipo celular con una alta tasa de 

proliferación, que es afectada por la PIR. Por otra parte, el periodo de tratamiento 

coincide con las etapas de proliferación y diferenciación de las células del testículo, 

procesos que determinarán las poblaciones celulares de la gónada funcional en el  

adulto. Debido al efecto inhibitorio de la PIR sobre la proliferación celular es muy 

probable que dicho proceso pudiera verse afectado. 

 

   Resultados sobre la acción de la PIR sobre los índices de fertilidad en ratas y 

ratones machos adultos, muestran que la fertilidad se ve disminuida de manera 

transitoria  debido a una menor concentración espermática y a mayores índices de 

morfoanomalías (Cosentino y col., 1990; Awoniyi y col., 1993; Murakami y col., 2000; 

Tumkiratiwong y Lerkchundhakriat, 2011). La fertilidad recupera sus índices normales 
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al retirar el fármaco, sin embargo, esto se da en animales adultos que presentan ya 

un testículo funcional donde los procesos espermatogénicos se encuentran bien 

establecidos (Kalla y col., 1997). No existen reportes de lo que acontece cuando el 

tratamiento se da en individuos jóvenes; como sería el caso de ratas durante sus 

primeros 21 días de vida. Este periodo coincide con la ventana de proliferación de las 

células germinales y las células de Sertoli de estos individuos, por lo que se puede 

suponer que si se inhiben dichos procesos en este periodo crítico, las células podrían 

no tener la capacidad para establecer las poblaciones celulares requeridas para 

mantener un testículo adulto totalmente funcional. 

 

   Por lo anterior, en el presente trabajo se determinó el grado de afección que el 

tratamiento con PIR provocó en los procesos de la proliferación celular del testículo 

en animales jóvenes y si estas alteraciones presentaron secuelas que alteraran la 

fertilidad de estos mismos individuos en su edad adulta. A continuación 

profundizaremos en algunos conceptos importantes en los que se fundamentó la 

justificación de esta tesis.  
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MARCO TEÓRICO 
 

1) Incremento en la infertilidad masculina 
 

La infertilidad se define como la incapacidad de  una pareja, de concebir un hijo 

después de un año de relaciones sexuales frecuentes y sin utilizar ningún medio 

anticonceptivo. Actualmente, la  infertilidad  llega a afectar hasta un 20% de las 

parejas (1 de cada 6 o 10 parejas), en algún momento de su vida reproductiva (Vite y 

col., 2005; Góngora y col., 2011).  

 

   La infertilidad femenina representa aproximadamente del 30 al 70% de los 

problemas de infertilidad y sus causas suelen ser de múltiples orígenes (problemas 

hormonales, físicos y mecánicos, obesidad, stress (físico y psicológico), etc.) (Brugo, 

2003; Vite y col., 2005; Rafaela, 2008). El factor masculino en la infertilidad 

representa de un 20 a 50% y puede ser causado por alteraciones en el ámbito 

testicular, obstrucción de conductos, patologías en la próstata, alteraciones en la 

eyaculación o erección y alteraciones en el semen, y es evaluada con una historia 

clínica, una evaluación andrológica (examen físico integral y espermiograma de 

infertilidad), valoración endocrina y un análisis bioquímico del plasma seminal 

(Rodríguez y col., 2000; Teppa y Palacios, 2004; Aller y col, 2006).  La infertilidad 

masculina tiene tendencia al incremento por causas que aún no se han definido 

(idiopáticas), aunque se han propuestos diversas etiologías como la obesidad, el 

estilo de vida, los contaminantes ambientales, las drogas y los fármacos. 

Recientemente, se han realizado estudios en diversos países en los que se 

demuestra el deterioro progresivo en la concentración y en la calidad espermática 

debido a dichos factores (Vigueras y col., 2006; Rodríguez y col., 2008).  

 

2) Generalidades y modo de acción de la pirimetamina 
 

 

Como hemos visto, muchos son los factores propuestos como causas potenciales de  

la infertilidad o subfertilidad masculina. De interés para el presente trabajo son los 

medicamentos que se utilizan en el tratamiento de una variedad de enfermedades 
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provocada por protozoarios; ejemplo de ello son la sulfadiazina y la pirimetamina 

(PIR) (Awoniyi y col., 1993; Durlach y col., 2008;  Dasgupta y col., 2009; Adelsberger  

y col., 2010; Durán, 2010). 

 

   La PIR (2,4-diamino-5-p-clorofenil-6-etil-pirimidina) (Figura 1), es un fármaco que 

pertenece al grupo de las diaminopirimidinas y es utilizado solo o en combinación 

con sulfadiazina en el tratamiento de enfermedades parasitarias  (Hastings y col., 

2002; Martín 2004; Carbonari y col., 2005; Nzila 2006;  Adelsberger y col., 2010). 

Entre esas enfermedades se encuentra la toxoplasmosis congénita, la cual es 

combatida con este fármaco en un periodo postnatal temprano, que puede ir del día 

de nacimiento hasta los tres meses de edad, pero que es más efectiva si se 

administra durante todo el primer año de vida en una dosis de 1 mg/kg/día durante 3 

días, seguido de 1 mg/kg cada 2 días + sulfadiazina (Martín 2004; Rosso y col., 

2007; Durlach y col., 2008; Durán, 2010). También es utilizada en el tratamiento de la 

Malaria (Plasmodium falciparum) y en pacientes inmunocomprometidos, donde 

pueden reactivarse infecciones preexistentes de toxoplasma gondii, como es el caso 

de pacientes VIH positivos  (Mulenga y col., 1999; Hastings y col., 2002; Carbonari y 

col., 2005; Obonyoa y col., 2007;  Adelsberger y col., 2010; Olayemi, 2010).  

 

 

Figura 1. Estructura química de la Pirimetamina (Obtenida de Flórez, 2004). 

 

   La PIR, es un medicamento  que se distribuye y metaboliza lentamente de manera 

homogénea en pulmón, hígado, riñón  y bazo principalmente. Alcanza su máxima 

concentración  a las 4 horas y tiene una vida media de 36 horas.  Su eliminación es a 

http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfadiazina
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfadiazina
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfadiazina
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través de la orina  en un porcentaje menor al 25 % y en heces fecales (Ambroise y 

Petersen, 2000). Se caracteriza por interferir en el metabolismo del ácido fólico al 

inhibir con gran selectividad a la DHFR; enzima encargada de la formación de 

tetrahidrofolato (H4F) a partir de dihidrofolato (DHF) (Figura 2) (Hastings y col., 2002; 

López, 2002; Flórez, 2004; Carbonari y col., 2005; Gregson y Plowe, 2005; Borrero y 

col., 2004; Nzila, 2006; Melo  y  Cuamatzi, 2007; Müller, 2008  Adelsberger y col., 

2010). 

 

 

 

Figura 2. Esquema que muestra el lugar que ocupa la dihidrofolato reductasa (DHFR) en la 

formación de purinas y pirimidinas (Durand, 2012). Folato reductasa (FR), dihidrofolato 

(DHF), tetrahidrofolato (THF), ácidos nucleicos (AA). 

 

   La enzima DHFR  está presente en el protozoario y en el huésped, sin embargo, la 

PYR es hasta 1000 veces más activa en la enzima del parásito (Rosowsky y col., 

1995; Nzila y col., 2005; Gangjee y col., 2007; Dasgupta  y col., 2009). También 

altera la enzima del huésped, lo que resulta en trombocitopenia al deprimir la 

replicación celular en la médula ósea, disminuir el número de leucocitos y alterar la 
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composición sanguínea, lo que deriva en  anemia o leucopenia (Valdés  y col., 1996; 

Martín, 2004).   

 

3) Importancia de los Folatos 
 

El término folato engloba a todo el grupo o familia de vitaminas “B”, derivadas del 

ácido pteroilglutámico (ácido fólico), las que tienen un papel importante en la 

reproducción celular (Arcot y col., 2002; Baracaldo y col., 2002). Los folatos son 

micronutrientes (se requieren en una mínima cantidad) y desempeñan funciones muy 

importantes en los procesos metabólicos de los organismos, ya que actúan como 

coenzimas en el tejido de los mamíferos que regulan la transferencia de unidades de 

un carbono, para lo cual sirven igualmente como aceptores y como donantes de 

dichas unidades (Baracaldo y col., 2002; Ramírez y col., 2007). 

 

   El ácido fólico está formado por un anillo de pteridina, ácido  p-aminobenzoico y 

ácido glutámico (Figura 3), es soluble en agua y fue aislado por primera vez de la 

hoja de la espinaca. Tiene una estrecha interrelación metabólica en la síntesis de 

nucleótidos purínicos y pirimidínicos, es esencial para el crecimiento y diferenciación 

celular, metilación, reparación génica e inmunidad. Por su implicación en la síntesis 

de ADN, ARN, metabolismo de algunos aminoácidos y proteínas, su ausencia puede 

ocasionar daños en órganos que tienen una alta tasa de proliferación celular (Illera y 

col., 2000; Baracaldo y col., 2002; Gennaro, 2003; Jaber y col., 2003; Nzila y col., 

2005; Nzila, 2006; Noiriel  y col., 2007; Zhang y col., 2011). De interés para nuestro 

estudio son los reportes que asocian los bajos niveles de ácido fólico en el plasma 

seminal, con disminución en la densidad y la concentración espermática, así como 

un incremento en el daño al DNA espermático (Wallock y col., 2001; Boxmeer y col., 

2009), ya que por lo tanto, una disminución o interferencia con el aporte de ácido 

fólico, parece impactar en la capacidad reproductiva del macho. 
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Figura 3.  Estructura química del ácido fólico (Obtenida de Rodríguez, 1998). 

 

4) Descripción anatomofisiológica de los testículos y de los diferentes 
tipos celulares que lo integran 

 
Debido a que las poblaciones celulares del testículo son el punto de interés en el 

presente trabajo, se describirá la anatomofisiología de la gónada y algunas 

características de las células que lo integran: 

 

   Los testículos son las gónadas masculinas (Figura-4), productoras de los 

espermatozoides (espermatogénesis) y de las hormonas sexuales (testosterona) que 

mantienen la función reproductiva y las características sexuales secundarias. Están 

formados por una red de túbulos seminíferos que contienen diferentes tipos celulares 

(células de Leydig, de Sertoli y gonocitos) (Russell y Renato de Franca, 1995; Lee y 

Coughlin, 2002; Ganong  2002; Xia y col., 2005; Lambrota y col., 2006). 

 

   Están fijos a la pared del proceso vaginal, a lo largo de la línea de unión con el 

epidídimo, y suspendidos en el escroto localizado fuera de la cavidad abdominal, ya 

que para llevarse a cabo la espermatogénesis de manera normal deben estar de 2-4 

°C por debajo de la temperatura corporal.  Su posición en el escroto y la orientación 

del eje mayor de los testículos difieren con la especie (Hafez y Hafez, 2000; Guyton, 

2001).  
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Figura 4. Representación esquemática del testículo (obtenida de 

auladeanatomia.com/genitais/testiculos.htm) 

    
 4.1) Células de Leydig  
 

La fertilidad del macho adulto depende de la actividad de las células de Leydig  (CL). 

Estas células descansan entre los túbulos seminíferos (por lo cual también se 

conocen como células intersticiales) y son las responsables de la producción de la 

testosterona y otros andrógenos que son liberados a las venas testiculares y los 

vasos linfáticos (Parthasarathy y Balasubramanian,  2008a). Por lo anterior, algunos 

defectos en estas células, pueden tener un impacto significativo en la calidad de vida 

lo que se manifesta en problemas sexuales que pueden conllevar a la infertilidad 

(Parthasarathy y Balasubramanian,  2008a, 2008b).     

 

    El proceso de diferenciación de las CL ocurre en dos fases, la primera ocurre 

dentro del testículo fetal  y la segunda ocurre en la etapa postnatal (Kerr y Knell, 

1998). La existencia de  dicho proceso fue documentado  en 1959 en estudios 

realizados en ratas, en los que actualmente es más estudiado la fase de 

diferenciación de las CL en la etapa postnatal (Mendis y  Siril, 2001). 

 

   El desarrollo de las CL fetales se inicia en el útero. Dichas células comienzan la 

producción de testosterona por el día 15.5 de la etapa gestacional para la 
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diferenciación del sistema urogenital masculino (Sriraman y col., 2000). La hormona 

también participa en el descenso testicular porque participa en la síntesis del factor 

de crecimiento parecido a la insulina 3 (INSL3), que es liberado por el nervio 

genitofemoral (NGF) y favorece las contracciones del gubernáculo. También induce 

la expresión de receptores para la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en 

inglés), de esta manera responde a los estímulos de esta misma y no necesitan de 

ella para su desarrollo (Sriraman y col., 2000; Chen y col., 2009; O’Shaughnessya y 

col., 2009; Weisser  y col., 2011). 

 

   Las CL postnatales se forman durante la pubertad, y la testosterona que secretan 

es utilizada para el comienzo de la espermatogénesis, entre otras funciones (Chen y 

col., 2009; O’Shaughnessya y col., 2009).  La diferenciación de las CL en etapa 

postnatal  de la rata se lleva a cabo alrededor de la 2ª semana (día 10). Este proceso 

de desarrollo consiste de múltiples pasos en los cuales las células madre (células 

mesenquimales) pasan por diferentes estadios para diferenciarse a CL adultas 

maduras (Figura 5) (Kerr y Knell, 1998; Siril y col., 2000; Mendis y  Siril, 2001).  

 

 
 

Figura 5.  Muestra las diferentes etapas de la diferenciación de las células de Leydig 
(Obtenida de Mendis y  Siril, 2001). 
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   4.2) Proliferación de las células de Sertoli 
 

Las células de Sertoli (CS) son células contenidas en los túbulos seminíferos que  

brindan el soporte estructural y metabólico a las células germinales durante la 

espermatogénesis. Al ser estimuladas por la hormona folículo estimulante (FSH, por 

sus siglas en inglés) estimulan la maduración de los espermatozoides (Buzzard y 

col., 2002; Walker y Cheng 2005).  

 

   El número de CS en el adulto está determinado por el tamaño de ambos testículos 

y la producción diaria de los espermatozoides. Esto se debe a que cada CS tiene la 

capacidad para soportar determinado número de células germinales y esta 

capacidad varía entre especies. El número de CS está determinado antes de la edad 

adulta (Buzzard y col., 2002; Sharpe y col., 2003; Walker y Cheng, 2005). 

 

   Existen evidencias que muestran que las CS proliferan durante dos etapas de la 

vida: en el periodo fetal o en el neonatal y en el periodo peripuberal en todas las 

especies. En algunas especies, un periodo puede ser  más importante que el otro, 

además, de que existe confusión en especies tales como la rata, en la cual el periodo 

neonatal y el perinatal no se perciben muy bien, y dificulta la diferenciación de las 

CS, lo cual contrasta  en los humanos ya que estos periodos están separados por 

décadas. De esta manera, se conoce que la proliferación de las CS en la rata se da 

en la etapa neonatal (día 12 al 15) y que durante el periodo peripuberal se da una 

proliferación compensatoria (día 15 al 30) (Figura 6) (Sharpe y col., 2003; 

O’Shaughnessya y col., 2009). 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/T%C3%BAbulos_semin%C3%ADferos
http://es.wikipedia.org/wiki/Espermatog%C3%A9nesis
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Figura 6. Muestra  la proliferación de las células de Sertoli en los periodos neonatal y 

peripuberal (Modificada de Sharpe y col., 2003). 

 

  

     4.3) Gonocitos 

 
Los gonocitos son los precursores de las células germinales (llamados 

espermatozoides)  y en las ratas permanecen mitóticamente estáticos  a partir del día 

17 de la etapa gestacional. En el tercer día de la etapa postnatal, el 7.5% de los 

gonocitos  proliferan y migran a la lámina basal; por eso los primeros 3-5 días  de la 

vida postnatal  son cruciales para el comienzo de la espermatogénesis y la fertilidad 

futura. Si por alguna razón la maduración  no se da en este espacio, los gonocitos 

degeneran (Vergouwen y col., 1991; Vigueras y col., 2006).  Con base en ello, esta 

etapa ha sido identificada como una ventana edad-específica de vulnerabilidad para 

la exposición a diversos factores exógenos que podrían alterar  la población celular. 
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     4.4) Espermatogénesis 
 

La espermatogénesis es el proceso fisiológico donde se lleva a cabo la formación y 

maduración del espermatozoide en los túbulos seminíferos durante la vida sexual 

activa (Figura 7) y es estimulada por la acción de las hormonas gonadotrópicas (FSH 

y LH) que son producidas por las células gonadotropas de la adenohipófisis (Johnson 

y col., 2000; Maeda y col., 2000; Royere y col., 2004; Franca y col., 2005; Málaga y 

col., 2005). 

 

      4.4.1) Fases de la espermatogénesis 
 

1a. Etapa 
 
El comienzo de la espermatogénesis se da con la división mitótica de las 

espermatogonias que son células inmaduras localizadas en la lámina basal de los 

túbulos seminíferos. Estas células continúan dividiéndose hasta  que el animal pierde 

su habilidad de seguir produciendo espermatozoides (Hess, 1999; Maeda y col., 

2000; Guyton, 2001).  

   

   Las espermatogonias se clasifican en tres tipos: A, intermedia, y tipo B: las de tipo 

A son la siguiente subdivisión de la tipo A0 (stem cell o célula madre), la 

espermatogonia A0 se queda en la membrana basal de los túbulos seminíferos y 

tiene la habilidad de dividirse en 2 células hijas, una de las cuales llega a 

espermatogonia A1, que continua en el proceso de la espermatogénesis, mientras 

que la otra permanece como una stem cell. En la rata, la espermatogonia A1 tiene 6 

divisiones mitóticas (Figura 7) (Hess, 1999; Maeda y col., 2000; Guyton, 2001). 

 

2a. Etapa 

 
Las espermatogonias B entra en mitosis y se diferencian a espermatocitos primarios 

(cada espermatogonia B da origen a 2 espermatocitos primarios), los que se 

desarrollan y dividen por meiosis (I) hasta llegar a ser espermatocitos secundarios en 

el componente adluminal de las células de Sertoli. Al cabo de un tiempo, los 
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espermatocitos secundarios se dividen por meiosis (II) para formar las espermátides 

(Figura 7)  (Hess, 1999; Maeda y col., 2000; Guyton, 2001).  

 

 

Figura 7.  Fases del ciclo células de la espermatogénesis en la rata. A, espermatogonia tipo 

A; In, espermatogonia intermedia; B, espermatogonia tipo B; R espermatocito primario; L, 

espermatocito en leptoteno; Z, espermatocito en cigoteno; P (I), P (VII), /P (XII), temprano, 

intermedio y tardío espermatocito en paquiteno. Los números romanos indican la fase del 

ciclo en el cual se encuentran; Di, diploteno; ll, espermatocito secundario; 1-19, pasos de la 

espermiogénesis (Obtenida de Maeda y col., 2000). 

    

3a. Etapa 

 
También llamada espermiogénesis, que es el proceso por medio del cual las 

espermátides se transforman en espermatozoides maduros; que puede llevarse a 

cabo de una a tres semanas, dependiendo de la especie.  Estas transformaciones 

consisten en la condensación y elongación del núcleo que se dirige a la periferia de 
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la célula, la formación del acrosoma a partir de la fusión de las vesículas producidas 

por el aparato de Golgi, formación del flagelo que se desarrolla a partir del centriolo 

que se localiza en el polo posterior de la espermátide, reorganización de las 

mitocondrias y pérdida del citoplasma (Maeda y col., 2000). En un principio, la 

espermátide tiene la forma de una célula epitelioide, lo cual no dura mucho ya que la 

célula comienza a alargarse para finalmente formar el espermatozoide  (Maeda y 

col., 2000; Guyton, 2001).  

 

   La remodelación celular (espermiogénesis) que se produce durante la 

diferenciación de las espermátides en espermatozoides maduros consiste de cuatro 

fases: 

 
Fase de Golgi. Se caracteriza por la presencia de gránulos con una gran cantidad de 

glicoproteínas que se acumulan en las vesículas del acrosoma contiguas a la 

envoltura nuclear formadas por el aparato de Golgi. La vesícula aumenta de tamaño 

y su contenido se acrecienta durante esta fase.  Durante esta fase, los centriolos 

migran desde la posición yuxtanuclear hacia el polo posterior de la espermátide, 

donde el centriolo distal maduro se alinea perpendicularmente a la membrana 

plasmática iniciado el armado de los 9 dobletes microtubulares periféricos y los 

microtúbulos centrales  que forman el axonema de la cola del espermatozoide 

(Figura 8). Por su parte, el centriolo proximal queda almacenado en la región del 

cuello del espermatozoide (Olivera y col., 2006; Ross y Pawlina, 2007).  

 

Fase de capuchón. En esta fase la vesícula acrosómica se extiende sobre toda la 

mitad anterior del núcleo, mientras que la porción de la envoltura nuclear que se 

encuentra por debajo del capuchón acrosómico pierde su porosidad y sufre un 

engrosamiento, además de que se condensa el contenido nuclear iniciando el 

intercambio de sus proteínas nucleares (histonas), por unas proteínas más básicas y 

ricas en cisteína denominadas protaminas que se insertan en el surco menor del 

ADN favoreciendo su compactación (Figura 8) (Olivera y col., 2006; Ross y Pawlina, 

2007). 
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Fase acrosomal. La espermátide gira de tal forma que la cabeza se enclava 

profundamente en la célula de Sertoli apuntando hacia la lámina basal. El núcleo 

condensado se aplana y se alarga por la formación del manguito o manchete que 

está formado por microtúbulos citoplasmáticos. Del centriolo distal surgen 9 fibras 

gruesas  que dan origen a las fibras densas que se extienden dentro del flagelo por 

fuera de los microtúbulos del axonema. Por otro lado, las mitocondrias migran hacia 

el cuello del espermatozoide para formar una vaina helicoidal que proporcionará la 

energía necesaria para el movimiento del flagelo. Por último, se forman las vainas 

fibrosas compuestas por columnas longitudinales en forma de costillas que se 

extienden casi hasta el final del flagelo (Figura 8) (Olivera y col., 2006; Ross y 

Pawlina, 2007). 

 

 

 

Figura 8. Imagen que muestra las modificaciones en la estructura de los orgánulos de la 

espermátide (Obtenida de Ross y Pawlina, 2007). 
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Fase espermiogénica de maduración. Aquí se observan las características finales 

del espermatozoide; forma de la cabeza característica de cada especie, cubierta en 

sus dos terceras partes por el acrosoma, la cola compuesta por pieza principal, 

media y terminal. Se da la eliminación por desplazamiento del exceso de citoplasma 

y de organelos que ya no serán de utilidad para el futuro del espermatozoide y se 

forma la gota citoplasmática. La fase espermiogénica de maduración termina  con la 

espermiación o liberación de los espermatozoides a la luz del túbulo seminífero, 

favorecida por los movimientos peristálticos del epitelio seminífero y la liberación de 

enzimas de las CS. En este momento, los espermatozoides son transportados a la 

red de testis pasando por los conductos eferentes y de allí al epidídimo en donde 

sufrirán un proceso de maduración celular que les permitirá adquirir su potencial 

fecundante y cuyo rasgo más perceptible es la adquisición de la motilidad (Los 

espermatozoides se almacenan en la cauda del epidídimo) (Olivera y col., 2006; 

Ross y Pawlina, 2007). 

 
 

5) Factores hormonales que estimulan la espermatogénesis 

 
   Varias hormonas desempeñan funciones fundamentales  para la 

espermatogénesis, las cuales son: 

 

Testosterona. Secretada por las CL localizadas en el intersticio testicular,  es 

esencial para el crecimiento y división de las células germinales testiculares, que es 

el primer paso para formar los espermatozoides. 

 

LH. Secretada por la adenohipófisis, estimula la secreción de testosterona por las 

CL. 

 

FSH. También secretada por la adenohipófisis, estimula a las CS; sin esta 

estimulación no se produciría la diferenciación de espermátide a espermatozoide 

durante la espermiogénesis. 
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Estrógenos. Formados a partir de la testosterona  por las CS cuando son 

estimuladas por la FSH, son también probablemente esenciales para la 

espermatogénesis. 

 

Hormona de Crecimiento (GH). Así como la mayor parte de las hormonas antes 

mencionadas, es necesaria para controlar las funciones metabólicas de los 

testículos. Específicamente, la GH promueve la división temprana de las propias 

espermatogonias (Guyton, 2001). 

 

6) Eje Hipotálamo-Hipofisiario-Gonadal Masculino 

 

El hipotálamo y la hipófisis anterior participan en conjunto en la función de las 

funciones testiculares: espermatogénesis y esteroidogénesis.  El hipotálamo segrega 

la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) de las 

regiones preópticas y mediobasal que estimula la secreción de LH y FSH por las 

células gonadotropas de la  adenohipófisis (Figura 9) (Yen y col., 2001; Palacios, 

2008). 

 

   El monitoreo directo de la sangre venosa hipotalámico-hipofisiaria en animales 

evidencia que los pulsos de la GnRH estimulan la secreción de la LH. El concepto de 

un generador hipotalámico de pulsos de GnRH ha surgido como un ensamble 

multineuronal que puede liberar en forma episódica las descargas de GnRH (Yen y 

col., 1991).  

 

   La GnRH interactúa con los receptores de membrana, acoplados a proteínas G en 

las células gonadotropas de la adenohipófisis.  Su administración aguda estimula la 

liberación fundamentalmente de la LH mediante mecanismos mediados por calcio o 

fosfoinosítidos como segundo mensajero (Yen y col., 2001; Palacios, 2008). A su 

vez, la LH actúa sobre la membrana de las CL mediante un receptor miembro de la 

familia de los receptores acoplados a proteínas G. La unión al receptor activa 

señales de transducción mediante la acción adenosín monofosfato cíclico (AMPc) 
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como segundo mensajero, activando la cascada de señalización inducida por el 

sistema del inositol trifosfato (IP3) y la fosfolipasa C. Esta activación estimula la 

síntesis de enzimas necesarias para la producción de testosterona (Yen y col., 2001; 

Palacios, 2008). 

 

   Por otro lado, la FSH se une a su receptor localizado en la región basal de la 

membrana de la célula de Sertoli; miembro también de la familia de receptores 

acoplados a proteínas G. Dicha unión estimula la formación del AMPc, de manera 

similar a la LH, lo que activa la síntesis de varias proteínas, como la proteína ligadora 

de andrógenos (ABP), encargada de fijar a la testosterona en el túbulo seminífero, y  

la aromatasa que convierte testosterona en estradiol (Yen y col., 2001; Palacios, 

2008). 

 

   Existen mecanismos de retroalimentación negativa entre los esteroides sexuales 

testiculares, la hipófisis y el hipotálamo, de manera que al aumentar aquellos, inhiben 

la secreción de GnRH y en consecuencia de las gonadotropinas. De igual manera,  la 

testosterona actúa negativamente interfiriendo con la secreción de la LH, esto debido 

a que el hipotálamo tiene receptores especializados para el acoplamiento de la 

testosterona sin necesidad de que esta sea aromatizada. Otra hormona que también 

tiene un efecto inhibitorio sobre la secreción de FSH es la inhibina, producida por las 

CS y que es liberada en la última fase de la espermatogénesis. A su vez, la FSH 

estimula a las CS para la producción de inhibina. De esta manera, se da la 

funcionalidad del ciclo hipotálamo-hipófisis-gonadal masculino (Yen y col., 2001; 

Palacios, 2008). 
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Figura 9. Representación esquemática de la regulación del eje hipotálamo-hipofisiario-

gonadal masculino (Obtenida de Baynes, 2005). 

 

7) La rata como modelo experimental para el estudio de alteraciones 

reproductivas 

 

Para  evaluar el efecto que la PIR pudiera tener sobre la población celular de los 

testículos de individuos jóvenes, en el presente estudio se utilizó a la rata como 

modelo experimental. La elección de  este animal de laboratorio, se debió a que  ha 

sido utilizado con anterioridad y de manera exitosa para realizar estudios sobre el 

efecto de la administración o exposición a fármacos vía útero, lactancia o etapas 

postnatales tempranas y su efecto sobre la reproducción (Arch y col., 2004). Es 

aceptado que la utilización de modelos experimentales con animales juveniles, 

permiten obtener datos, que la utilización de animales adultos no reporta, por lo cual 
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varios Comités Internacionales apoyan la utilización de animales jóvenes para valorar 

el efecto de diferentes fármacos en los procesos del continuo desarrollo postnatal 

(por ejemplo, en estudios del sistema nervioso central, aparato reproductor y sistema 

inmune). Por otra parte, en los mamíferos el aparato reproductor presenta una 

maduración lenta que alcanza su funcionalidad total inmediatamente antes del inicio 

de la edad adulta y que comparte una estructura y una regulación hormonal afín 

entre las diferentes especies. Por lo tanto, los datos obtenidos en este tipo de 

estudios aumentaran el conocimiento de las diferencias cinéticas y/o toxicológicas 

que la utilización de una droga representa entre individuos jóvenes y adultos 

(Baldrick, 2004; Herráez y col., 2004). 

 

8) Efectos de la PIR en ratas y ratones adultos 

 
En estudios realizados en roedores, tales como la rata y el ratón, se ha observado 

que la espermatogénesis se ve interrumpida por la aplicación de PIR, porque causa 

diversos niveles de infertilidad debido a que se detiene la proliferación de las células 

testiculares que se encargan del mantenimiento y síntesis de factores que afectaran 

este proceso. Esto se ve reflejado en el tamaño del testículo y el epidídimo, lo que da 

como resultado un conteo espermático bajo a nivel  testicular y epididimal (Cosentino 

y col., 1990; Kalla y col., 1997; Bedford y McDonnell, 1998; Bedford y McDonnell, 

1999; Murakami y col., 2000, Brinsko y col., 2002; Olayemi, 2010).  

 

   Al respecto, Murakami y col., (2000) reportaron que en ratas adultas  macho el uso 

de PIR por periodos de 2 semanas, utilizando una dosis de 50 mg/kg/día, causa 

daños que degeneran los espermatocitos que se encuentran en las etapas I y III de 

los túbulos seminíferos, detectado por técnicas histopatológicas, además de observar 

una disminución en la actividad de los espermatozoides en el epidídimo. 

 

   Con anterioridad, el equipo de Awoniyi (1993), utilizando dosis de 400 mg/kg/día  

de PIR en ratas adultas macho por 8 semanas, observaron que existen daños a nivel 
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reproductivo, ya que hay una disminución del tamaño testicular y del epidídimo, con 

bajo conteo espermático y de la fertilidad.  

 

   Consentino y colaboradores (1990), mostraron que la aplicación de PIR en ratones 

adultos macho por un  periodo de 50 días (aplicando dosis de 10, 25, 50, 75, 100 y  

200 mg/kg/día),  resultó en disminución de la fertilidad cuando se inyectaron 

pequeñas dosis y que esto se acrecentaba conforme la dosis se aumentaba.  Cabe 

aclarar, que el periodo de administración se realizó de tal manera que coincidiera con 

el ciclo espermatogénico (34.5 días) y el transporte del esperma por el epidídimo (10 

a 15 días). 

 

   Más recientemente, Tumkiratiwong y Lerkchundhakriat (2011) reportaron en ratas 

de 9 semanas de edad, a las que se les administró una dosis de  25 mg/kg/día  de 

PIR por un  período de 7, 21, 35 y 49 días,  que únicamente   los tratamientos con 

duración de 21, 35 y 49 días  afectaron la fertilidad, lo cual se vio reflejado en una 

disminución en el número de espermátides, espermatozoides, motilidad espermática 

y viabilidad de  los espermatozoides del epidídimo, además de observar  atrofia en 

los túbulos seminíferos y las células germinales. 

 

   Kalla y colaboradores (1997), observaron que después de 45 días de haber 

suspendido la aplicación de una dosis de 50 mg/kg/día de PIR, durante 30 días, los 

ratones macho adultos recuperaron la fertilidad. Los autores sugieren que la 

disminución en la calidad seminal de las ratas adultas medicadas con PIR puede ser 

debida de manera indirecta a  la inhibición de la DHFR. 

 

   Aún no se  han reportado  los efectos que este medicamento tendría a futuro si se 

aplicara en una etapa temprana de vida, donde todavía no se establecen las 

poblaciones testiculares. Por lo tanto, se desconoce si las posibles alteraciones 

inducidas podrían ser permanentes o temporales, ya que los procesos de 

proliferación y diferenciación de las células testiculares ocurren durante la etapa 

neonatal y estos procesos se dan solo en este periodo crítico (ventana de 
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susceptibilidad edad-específica). Las células que vean afectada su proliferación, 

seguramente verán alterada su población futura. Con base en lo anterior, en este 

estudio se propuso investigar los efectos que tiene la PIR sobre las células 

testiculares en la rata macho medicada durante sus primeros 21 días de vida  y 

analizar  las posibles secuelas que esto ocasionaría en la fertilidad  de la rata cuando 

llegue a su madurez.  
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JUSTIFICACIÓN 
 

 

Los  niños recién nacidos diagnosticados con toxoplasmosis congénita son tratados 

con PIR. El periodo de medicación puede abarcar de tres meses hasta el primer año 

de vida; periodo postnatal en el que se lleva a cabo la proliferación de gonocitos y 

células de Sertoli. En vista de que la aplicación de PIR en el recién nacido, coincide 

con los procesos de proliferación de estos tipos celulares del testículo y que la acción 

del fármaco afecta la disponibilidad de folatos requeridos para que se lleven a cabo, 

su utilización podría provocar alteraciones en el establecimiento de la funcionalidad 

testicular.  

 

   Por lo anterior, el presente trabajo exploró el riesgo potencial de la aplicación de la 

PIR en individuos juveniles, y se utilizó como modelo de experimentación ratas 

neonatas medicadas durante sus primeros 21 días de vida. Lo anterior con la 

finalidad de comprobar si el tratamiento con PIR en ese periodo, induce alteraciones 

permanentes a nivel testicular que comprometan la fertilidad futura. 
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HIPÓTESIS 

 
La administración de pirimetamina en la etapa neonatal de la rata afectara los 

procesos de proliferación de los gonocitos y de las células de Sertoli, por lo que, se 

verán alteradas las poblaciones celulares del testículo de la rata adulta. 
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OBJETIVOS   

 

 Objetivo general 

 

 Analizar los efectos que la aplicación de pirimetamina en ratas neonatas 

tendrá sobre las  poblaciones de células de Sertoli y germinales del testículo 

de la rata adulta. 

 

Objetivos específicos 

 

 Efectuar conteos poblacionales de las células testiculares de ratas adultas 

medicadas durante la etapa neonatal. 

 

 Valorar la histomorfología del testículo de la rata adulta mediante el índice de 

Jhonsen (maduración epitelial). 

 

 Evaluar el índice de proliferación celular por  inmunohistoquimica y por la 

reacción de la polimerasa en cadena en tiempo real  (RT-PCR). 

 

 Comprobar la fertilidad de las ratas tratadas con pirimetamina mediante 

pruebas de preñez y la fecundidad de las ratas hembra. 

 

 Realizar la valoración espermática de las ratas adultas. 
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MATERIALES Y MÉTODO 
 

 
Se emplearon 36 ratas macho de la línea Wistar, de diferentes camadas y de un día 

de edad, alojadas con las madres en cajas de policarbonato, hasta la edad de 

destete (día 21), a partir del cual se colocaron en cajas individuales. Durante el 

experimento se mantuvieron en ciclos de 12 horas luz-12 horas oscuridad (luces 

encendidas desde las 7:00 h a las 19:00 h), alimento y agua a libre demanda. Las 

madres fueron sexadas a la semana de edad y proporcionadas por el bioterio en una 

etapa adulta y en estado de gestación, facilitándonos las fechas de cruza para poder 

conocer el día de parto y obtener las crías para la formación de los grupos 

experimentales. 

 

   En cada caja se dejó a una madre y a 8 machos. Los manejos y tratamientos se 

efectuaron por un periodo de 21 días (a partir del día de nacimiento); día de destete.  

 

   Se formaron 3 grupos experimentales (PIR, PAF y control) (12 animales en cada 

grupo), el Grupo PIR, recibió una aplicación oral de 25 mg/kg/día de PIR (Vetranal 

SIGMA) disuelta en miel de maíz y administrada  mediante sonda esofágica, cada 

tercer día (7 aplicaciones en total). El Grupo PAF recibió el mismo tratamiento de 

PIR, más ácido fólico (AF) (7.5 mg/kg vía oral una vez por semana)  y el grupo 

control solo recibió el vehículo (miel de maíz) utilizado para la aplicación  de  PIR  y 

PAF. Todos los grupos tuvieron el mismo manejo durante la aplicación de su 

respectivo tratamiento. 

AUTOPSIA 

 

Las fechas de corte para evaluar los efectos del tratamiento comprendieron 2 etapas 

de la rata: pubertad y madurez sexual (35 y 90 días postparto), por lo que los 

animales fueron sometidos a eutanasia en dos diferentes etapas de corte: 35 y 90 

días de edad.  Después de la eutanasia, se tomaron muestras de tejido testicular 

para determinar el grado de madurez epitelial (mediante el índice de Johnsen), y se 

les realizó inmunohistoquímica para la expresión del antígeno nuclear de células en 
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proliferación (PCNA). Para complementar este último, se efectuó una prueba de 

reacción de la polimerasa en cadena en tiempo real (RT-PCR) dirigido de igual 

manera a la  expresión de PCNA. 

 

   Los animales de la segunda edad de corte (90 días), fueron evaluados previamente 

mediante con pruebas de fertilidad a los 70 días. Solo a los animales de esta edad se 

les efectuó un conteo de poblaciones celulares (germinales y Sertoli), y  una 

valoración espermática completa (espermiograma). 

 

   En la Figura 10, se muestra el diagrama de flujo de las actividades e intervenciones 

desarrolladas en la metodología. 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de flujo de la 
metodología aplicada en este estudio. Las 
abreviaturas utilizadas indican lo siguiente: 
PIR= Pirimetamina; PAF= Pirimetamina ácido 
fólico; AF= ácido fólico; CV=Control vehículo; 
PCNA= antígeno nuclear de proliferación 
celular. RT-PCR= Prueba de reacción de la 
polimerasa en cadena en tiempo real; mg= 
miligramos; kg= kilogramos; n= número de 
individuos por grupo. 
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A continuación se explica cada una de las técnicas y en el Anexo 1 se puede 

consultar la fórmula de cada uno de los reactivos utilizados en las mismas. 

 

Cálculo de la muestra 
 
Para determinar el tamaño de la muestra se siguieron los criterios establecidos para 

las 3 R´s (refinamiento, reducción y reemplazo) y el cálculo fue realizado por el 

departamento de metodología de la investigación del INP, los cuales aplicaron la 

siguiente fórmula:  

n =    (σ0 (Zα + Zβ) / µ - µ0) 

 

   En todos los casos se consideró como diferencias estadísticamente significativas 

aquellas cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05, un poder de 80% y los valores  

Zα = 1.96,  Zβ = 0.84, más un 20% de pérdidas para todos los cálculos.  

 

   Las desviaciones estándar se tomaron como referencia para la aplicación de la 

fórmula reportada anteriormente utilizando los siguientes parámetros: 

 

 Concentración espermática (Awoniyi y col., 1993). 
 Fecundidad (Awoniyi y col.,  1993). 

 
 

Cuantificación de células testiculares realizado en cortes semifinos 
 

Las muestras testiculares fueron fijadas con solución de Karnovsky y lavadas en 

solución amortiguadora de cacodilatos (0.1M), se postfijaron en solución de OsO4 al 

1% (Merck, Darmstadt, Germany), con deshidratación en alcoholes graduales (60-

100%) y óxido de propileno. 

 

    Se incluyeron en Epon (Electron Microscopy Science, Fort Washington, 

Philadelphia, USA), para obtener cortes semifinos de 1µm de espesor que se tiñeron 

con azul de toluidina por flotación  y  se montaron en portaobjetos para determinar 

las poblaciones testiculares de CS y células de la línea germinal en la rata adulta. 

Para ello, se realizó el conteo de las células en un mínimo de 20 túbulos seminíferos 

http://www.google.com.mx/search?hl=es&biw=1280&bih=607&sa=X&ei=IUeeTsT0EcOKsgK9lIyJCg&ved=0CBkQvwUoAQ&q=desviaciones+est%C3%A1ndar&spell=1
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por animal, utilizando un objetivo 60x en microscopio óptico. Solo se seleccionaron 

para el conteo, los túbulos con corte transversal que se encontraban en las etapas 

VI, VII y VIII de la espermatogénesis; esto debido a que en estas tres etapas se 

puede observar con mayor claridad la diferencia de cada estadio de las células 

germinales, abarcando desde espermatogonias hasta espermátides [etapa VI: 

espermatogonias A, espermatogonias B, espermatocitos, espermátides 

(espermiogénesis); etapa VII: espermatogonias A, espermatocitos, espermátides 

(espermiogénesis); etapa VIII: espermatogonias A, espermatocitos, espermátides 

(espermiogénesis)] (Maeda y col., 2000). 

 

Determinación del índice de maduración del epitelio seminífero (índice de 
Johnsen)  
 

En los mismos cortes semifinos obtenidos para el conteo poblacional se valoró el 

índice de Johnsen, que es una evaluación categórica del grado de maduración 

epitelial con base en la presencia o ausencia de células germinales y CS (Cuadro 1). 

La evaluación se realizó en un mínimo de 20 secciones transversales de túbulos por 

animal, utilizando un equipo de digitalización de imágenes (Image pro). El cuadro 1 

muestra los criterios de clasificación aplicados. 

 

Cuadro 1. Clasificación categórica del grado de maduración testicular con base al índice de 

Johnsen, (1970) adaptado a ratas. 

Puntaje  

10 Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides. 
9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5 por 

tubo). 
8 No hay espermatozoides maduros, presencia de espermátides maduras en 

diferenciación.  
7 Gran cantidad de espermátides sin algún tipo de diferenciación. 
6 Presencia de pocas espermátides (5 por tubo). 
5 Gran cantidad de espermatocitos presentes. 
4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo). 
3 Presencia únicamente de espermatogonias. 
2 No hay células germinales, solo están presentes las células de Sertoli. 
1 No hay células en el tubo seminífero. 

 

 



 

  

31 

 FES ZARAGOZA 

Determinación de proliferación celular mediante inmunocitoquímica 
 

La proliferación celular se determinó por inmunocitoquímica y se valoró mediante  un 

microscopio óptico la expresión de PCNA (Sta. Cruz sc-7907 rabbit) (Tarulli y col., 

2006). Para ello, las muestras testiculares fueron fijadas en paraformaldehído al 4%  

por dos horas y procesadas para su inclusión en parafina. Se obtuvieron cortes de 4 

µm de grosor y se montaron en portaobjetos. Las laminillas se rehidrataron pasando 

por citrato de Na al 0.01M por 15 min. Después de este tiempo, se lavaron en PBS 

0.01M y se procedió a permeabilizar con solución PBS/twin20 al 0.1% por 10 min,  

luego se incubaron con el anticuerpo primario por toda la noche. Se lavó para retirar 

excedentes con PBS/twin 20 al 0.1%. 

 

   El bloqueo inespecífico se efectuó con BSA/PBS/twin 20 al 5% por 2 horas. 

Posteriormente, se incubó con anticuerpo biotilinado durante 2 horas. Se lavó con 

PBS/twin 20 al 0.1% y se procedió a incubar en el anticuerpo secundario conjugado 

al cromógeno por una hora (Complejo Avidina-Biotina).  Se lavó con PBS/twin 20 al 

0.1%. 

 

   El revelado de las muestras se llevó acabo  con diaminobencidina de 15 a 30 

segundos (s) tiempo en que las muestras se tornaron de color café y se contrastaron 

con hematoxilina durante 5 s. Se pasaron por xilol un tiempo de 10 min e 

inmediatamente se montaron con entelan (MERCK). 

 

   Se evaluaron un mínimo de 20 túbulos por animal para determinar la proliferación 

celular,  con  base al conteo de la población celular total en los cortes transversales 

de los túbulos seminíferos evaluados (Tarulli y col., 2006).  

 

Determinación de proliferación celular mediante RT-PCR 
 

La PCNA existe en dos formas básicas. La primera se expresa de manera específica 

en el núcleo, que participa en la replicación del DNA y que puede ser detectada por 

estudios inmunohistoquímicos. La segunda forma soluble es producida por la célula, 
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y parece tener menos relación con los procesos de síntesis y se degrada por 

solventes orgánicos. Esto hace que no sean identificables con métodos 

inmunohistoquímicos y por ello, se propuso la aplicación de un ensayo de la reacción 

de la polimerasa en cadena de tiempo real (RT-PCR), como método complementario 

que fortaleció los resultados observados en la detección inmunohistoquímica.  

 

   Para la extracción de RNA se usaron muestras de tejido testicular menor o igual a 

100 mg. Las muestras se colocaron en tubos tipo eppendorf (viales de plástico estéril 

de 1.5 mL) y se almacenaron a -20°C inmediatamente para evitar degradación 

tisular. Cuando las muestras se descongelaron para ser procesadas, se adicionaron 

150 µl de trizol (QIAZOL, QIAGEN) y fueron trituradas. A la mezcla triturada se le 

adicionaron 350 µl más de trizol para su homogenización y se dejó reposar por cinco 

min a temperatura ambiente. 

 

   A continuación se adicionaron 100 µl de CHCl3 y se agitaron en vórtex por 15 s, 

dejando reposar por tres min. Se centrifugan por 15 min a 4°C a 14000 rpm. Se 

transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y se agregó un volumen de alcohol etílico al  

70% (v:v); se homogenizó con vórtex por 10 s. 

 

   La muestra se transfirió a un tubo de colección de 2 mL con columna RNeasy 

(Qiagen) y se centrifugó por 15 s a 1000 rpm. El filtrado colectado se desechó y a la 

columna se agregó 700 µl de Buffer RW1 (QIAGEN). La columna se centrifugó por 

15 s a 1000 rpm para lavar el RNA atrapado en la columna. 

 

   La columna se transfirió a un nuevo tubo y se adicionó 500 µl de  solución buffer 

RPE (QIAGEN), se centrifugó  por 15 s a 10000 rpm y se desechó el filtrado 

recolectado. Nuevamente se lavó con RPE en la misma forma  (10000 rpm) por 2 

min y se desechó el filtrado recolectado. La columna se centrifugó una vez más por 1  

min a 14000 rpm, sin agregar RPE. Se agregan 50 µl de agua bidestilada DEPC y se 

centrifugó a 10000 rpm por  1  min. La integridad del RNA total obtenido de cada 

muestra se corroboró por medio de la observación directa de geles de agarosa al 
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0.8%, corridos en cámara de electroforesis y valorados en un transiluminador. Al 

mismo tiempo, se realizó la cuantificación del RNA total, colocando 1 μl de la muestra 

en el  NANO DROP. 

                           .  

   Con base a los datos de la cuantificación de la concentración de RNA,  se 

efectuaron los cálculos para obtener 0.2 µg del RNA total y sintetizar a partir de éste 

el cDNA de pirimetamina utilizando el  producto script one step (QIAGEN) with 

platinum® taq (InvitrogenTM). La selección de los primers utilizados se basó en 

estudios previos [Vidal y col., 2004], eligiendo los 2 siguientes:  

 

 PCNA1:       5’-CGG CCT GCA TAT GTT CGA GGC GCG C-3’ 

 PCNA2:       5’-ATA CGG ATC CCT AAG ATC CTT CTT C-3’ 

 

   La síntesis de cDNA se efectuó por 30 min a 42ºC, terminando con un tratamiento 

a 99ºC por 5 min. Las reacciones de coamplificación se indujeron en 25 μl de mezcla 

para PCR conteniendo 400 μM de los  primers de 15 pares de bases, 2.5 μl de buffer 

PCR, 25 μM de MgCl2, una mezcla de dNTPs, 2U de polimerasa, 5 μl de mezclas de 

RNAs transcritos en reversa y 20 pmol de cada uno de los primers específicos para 

PCNA.  

 

   Las muestras se desnaturalizaron a 94ºC por 3 min y se secuenciaron por 35 ciclos 

a 94 ºC por 1 min seguidos en un termociclador. Después del último ciclo, las 

muestras se incubaron por 10 min adicionales a 72 ºC. Los productos del PCR se 

separaron en gel de agarosa al 0.8% y visualizados mediante un transiluminador de  

de luz Ultravioleta (UV)  para su evaluación (Iwanani y col., 2006). La amplificación 

de las reacciones para cada muestra se corrió por triplicado.  

 

Evaluación de fertilidad 

 
La fertilidad de los machos tratados en la etapa neonatal con PIR se determinó a los 

70 días de edad. Las unidades reproductivas se formaron con un macho y dos 
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hembras colocados en una caja colectiva de poliuretano (50x40x20cm), por un 

periodo de 15 días, con el fin de que las hembras presentaran por lo menos dos 

periodos de receptividad sexual favoreciendo las oportunidades de monta para el 

macho (Jégou y col., 1991). La ciclicidad de las hembras se monitoreo  mediante la 

observación de frotis vaginales teñidos con la técnica H-E (hematoxilina-eosina). La 

cópula se confirmó por la presencia de espermatozoides en los frotis. El porcentaje 

de fertilidad del macho se calculó con base al número de hembras preñadas 

individualmente y se registró el promedio de cada grupo (Awoniyi y col., 1993; Malik y 

col., 1995). La última variable a reportar en la evaluación de fertilidad fue el número 

de crías por camada que fue reportado en número de crías nacidas por grupo 

experimental  (Awoniyi y col., 1993). 

 

Valoración de la concentración espermática 
 

Para la valoración de la concentración espermática (número de espermatozoides por 

mL en la muestra seminal),  el epidídimo de los animales sometidos a eutanasia  se 

mantuvo atemperado en solución salina fisiológica a 37°C. La cola del epidídimo 

(región 6 y 7) se disecó retirando toda la grasa adherida y se separó completamente 

del resto del epidídimo.  Una vez limpio y separado, se seccionó mediante varios  

cortes y las secciones se colocaron en 1 mL de medio mínimo de cultivo MMC 

(Rogers y Yanagimachi, 1975) atemperado a 37°C por 10 min; agitándolo de vez en 

cuando muy ligeramente. La agitación y el medio atemperado favorecen que los 

espermatozoides se desprendan y se difundan en el medio, en un proceso 

denominado swin out. Pasados los 10 min se lavó el tejido que se hallaba en el 

medio con 1 mL de MMC para desprender los últimos espermatozoides, se volvió a 

agitar ligeramente y se retiraron las secciones del epidídimo. De esta manera, los 

espermatozoides desprendidos quedaron resuspendidos en 2 mL de MMC para 

posteriormente determinar la concentración espermática  (Kempinas y Lamanho, 

1988). 
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   El conteo de la concentración espermática se realizó en cámara de new-bauer, 

utilizando una dilución 1: 21, es decir se colocaron 25 µl de semen diluido en 500 µl 

de solución salina fisiológica adicionada con formaldehído al 40% (10 mL/L)  y azul 

de tripano al 4%. El formaldehído se agrega para fijar los espermatozoides y el azul 

tripano para contrastarlos y facilitar el conteo, el conteo se realizó aplicando la 

siguiente fórmula:  

 

   n° de células contadas x factor de dilución (21) x profundidad de la cámara (10,000) 

x 5, que es el número de cuadros contados (cuadrante donde se realizan los conteos 

de eritrocitos), 4 periféricos y central = concentración por mL.  

 

   El conteo se repitió en ambos cuadros de la cámara y se verificó lavando con agua 

destilada y volviendo a rellenar la cámara dos veces más para efectuar conteos por 

triplicado. Los valores esperados se basaron en los reportados por Awoniyi y 

colaboradores (1993), para ratas adultas. 

 

 Obtención de los porcentajes de motilidad 
 

Se tomó una gota de la muestra diluida de aproximadamente 10 μL y se colocó en un 

portaobjetos atemperado a 38ºC. Se observó en el microscopio óptico con el objetivo 

20x donde se realizó el conteo de todos los espermatozoides tanto motiles como no 

motiles, observados en un campo. Se continuó con el conteo en varios campos más, 

hasta que se hizo un conteo mínimo de 200 células. Se incluyeron todas las células 

del último campo contabilizado, aun cuando se hubieran contado más de 200 

espermatozoides; el conteo total se estableció como el 100%. Se consideraron 

motiles todos los espermatozoides que presentan oscilación flagelar y que no 

permanecieran en el mismo lugar por más de 5 a 10 s. 

 

   El resultado se  expresó en porcentaje tomando como 100% el total de 

espermatozoides (motiles/no motiles) contados en los diferentes campos: 
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% de motilidad =  espermatozoides motiles contados X 100/ espermatozoides totales.   

 

Evaluación de la morfología espermática  
 

Para el análisis de la morfología espermática se contaron por lo menos 200 células 

de los frotis teñidos con eosina-nigrosina. El criterio de morfoanomalías incluyó tres 

categorías: defectos en cabeza, defectos en flagelo y presencia de gota 

citoplasmática. El resultado se expresó en porcentaje de espermatozoides normales, 

tomando como el 100% el total de los espermatozoides contados en los diferentes 

campos. 

 

Porcentaje de viabilidad 
 

La viabilidad espermática se valoró mediante la técnica de eosina-nigrosina, donde 

una gota de la muestra diluida (10 μl) se colocó en portaobjetos atemperado a 38ºC y 

se adicionó con una gota de la tinción eosina-nigrosina (eosina amarilla 0.67g, 

nigrosina 5g, Glucosa 5% 40 mL, agua desionisada cantidad bastante para (c. b. p.) 

(100 mL) atemperada a 38ºC. Se mezclaron y se corrió frotis que se dejó secar al 

aire. Cuando el frotis se secó, se montó con resina y se colocó el cubreobjetos  para 

el conteo posterior de 200 células con el objetivo de 40x.  Los espermatozoides vivos 

poseen integridad membranal que impide el paso de los colorantes, los muertos se 

tiñen con los colorantes. El resultado del conteo se expresó en porcentaje tomando 

como el 100% el total de espermatozoides contados. Se contabilizaron todos los 

espermatozoides observados en los campos analizados aun después de haber 

llegado a las 200 células. 

 

Análisis estadístico 
 
Todos los resultados fueron analizados con el paquete estadístico Minitab 16.1.0, 

donde a los datos generados se les practicó un análisis de varianza (ANDEVA) con 

una prueba de Fisher, con el fin de detectar alguna diferencia entre los diferentes 

grupos de estudio.  
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   Los conteos poblacionales (CS y células germinales) presentaron una distribución 

normal (datos paramétricos) y sus diferencias se evaluaron mediante la prueba “t” de 

Student. Por otra parte, los grupos a los cuales se les practicaron el índice de 

proliferación (PCNA) por inmunohistoquímica, índice de Johnsen, fertilidad y 

valoración espermática, al no ser paramétricos se les realizó una prueba U de Mann-

Whitney para identificar diferencias entre grupos. En todos los casos, se 

consideraron significativas aquellas diferencias en las cuales la probabilidad fue 

menor o igual al 0.05.  

 

Consideraciones éticas 
 

Todos los animales fueron tratados de acuerdo a los principios éticos  y regulaciones 

especificadas por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de 

Laboratorio (CICUAL) del INPed y los estándares establecidos por la norma oficial 

mexicana (Mexicana-NOM-062-ZOO-1999: Especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. D.O.F. 22-VIII-2001), 

efectuando la eutanasia de forma humanitaria, por medio de sobredosis de 

anestésico (pentobarbital sódico diluido en solución salina fisiológica). El responsable 

de la aplicación de fármacos fue el investigador responsable del proyecto. 
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RESULTADOS 
 

Determinación del índice de maduración del epitelio seminífero 
(Johnsen) y área epitelial 
 
Los conteos realizados en las micrografías mostraron que la madurez del epitelio 

germinal tuvo una disminución significativa en el grupo PIR en comparación con el 

grupo control (p= 0.0000) (Figura 11), disminución que no se observó al comparar el 

grupo PAF con el grupo control (p= 0.1914)  (Figura 12). 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 12. En la figura se ilustra la diferencia del grado de madurez de los túbulos 

seminíferos determinados con el índice de Johnsen. 

Figura 11. Micrografías a 600x, con muestras representativas de los cortes semifinos 

de testículos de 90 días. A estos cortes se les practicó una evaluación del índice de 

maduración del epitelio: a) grupo PIR; b) grupo PAF;  c) grupo control. Barra 20 μm. 

 

 

a) b) c) 
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Cuantificación de poblaciones celulares de testículos en cortes semifinos 
 

 
Los conteos realizados en las micrografías de las poblaciones de las CS y  células 

germinales por túbulo mostraron que a los 90 días de edad, el número de CS 

disminuyó de manera significativa en el grupo PIR, al compararlo contra los grupos 

PAF (p= 0.0248) y control (p= 0.0003) (Figura 13). La comparación entre el grupo 

PAF y control no presentó diferencia (p= 0.0834) (Cuadro 2).  De la misma forma, a 

los 90 días de edad los conteos dieron como resultado una disminución significativa 

de las células germinales en el  grupo PYR en comparación con las de los  grupos 

PAF (p= 0.0002)  y control (p= 0.0001).  Al comparar entre los grupos PAF y control, 

los conteos de las células germinales no presentaron diferencia  (p= 0.3577) (Cuadro 

2). 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 13. Micrografías a dos diferentes aumentos, con muestras representativas de 

los cortes semifinos de testículos de 90 días. En estos cortes se realizaron los conteos 

de las células de Sertoli y las células germinales: a) y d) Grupo PIR; b) y e) Grupo 

PAF;  c) y f) grupo control. Magnificación: a, b y c (200x);  d, e y f (600x). Barra 20 μm. 

 

 

a) b) 
b) 
b) 
 

c) 

d) e) f) 
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Cuadro 2. Media ± error estándar de las poblaciones de los tres grupos experimentales 

de células testiculares a los 90 días de edad. 

 Grupo PIR Grupo PAF Grupo control 

Cel. de Sertoli 
Cel. Germinales 

    7.0 ± 0.3a 

190.8 ± 5.9a 
    8.3 ± 0.4 
238.0 ± 7.0 

    8.9 ± 0.3 
244.9 ± 8.7 

a diferencia significativa al comparar contra control (p< 0.05). 

 

 
Resultados de expresión del PCNA en los diferentes grupos experimentales 
 

En las muestras a las que se les realizó inmunohistoquímica para la expresión de 

PCNA se observó a los 35 días un mayor número de células positivas a PCNA en el 

grupo control en comparación con los grupos PIR y PAF (núcleos celulares marcados 

de color café) (Figura 14). A los 90 días la  diferencia en la inmunoreactividad a 

PCNA entre los tres grupos no es aparente (Figura 14).  

 

   En el conteo, las células positivas a proliferación de 35 días,  presentaron  una 

disminución significativa en los grupos  PIR (p= 0.0000) y PAF (p= 0.0000) al 

compararlos con el grupo control. El grupo PIR presentó una disminución  del 36% 

con respecto al grupo control, mientras que la diferencia entre el grupo PAF y el 

grupo control fue de 32.1%. Al comparar el grupo PIR contra el grupo PAF también 

mostró disminución significativa (p= 0.0000), observándose que el grupo PIR 

presentó 4% menos de inmunoreactividad a PCNA que el grupo PAF (Cuadro 3).  

 

   A los 90 días, el conteo mostró una diferencia significativa (p= 0.0000) entre el 

grupo PIR y el grupo control. La diferencia significativa presentada entre el grupo 

PAF y el grupo control a los 35 días, ya no se observa en los conteos realizados a los 

90 días (p= 0,6330). Por otra parte la diferencia porcentual entre los grupos PIR y 

control fue de tan solo el 4.8%, es decir los animales a los 90 días presentan una 

recuperación en los porcentajes de proliferación, aunque sigue existiendo una 

disminución significativa (p<0.05) en los animales tratados con PIR en comparación 

al control. 
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Cuadro 3. Media ± error estándar de la  proliferación de células testiculares a los 35 y 

90 días de edad. 

 Grupo PIR Grupo PAF Grupo control 

Proliferación 35 días 
Proliferación 90 días 

28.5 ± 7.1a 

20.8 ± 0.7a 
 32.5 ± 1.1a 

25.4 ± 0.8 
64.6 ± 2.2 
25.6 ± 0.9 

a diferencia significativa al comparar contra control (p< 0.05). 

 
 
 
 
 

Figura 14. Determinación de proliferación celular por inmunohistoquímica 

(detección de PCNA) en túbulos seminíferos de los diferentes grupos 

experimentales: a) Grupo PIR 35 días, b) Grupo PAF 35 días, c) grupo control 35 

días, d) Grupo PIR 90 días, Grupo PAF 90 días, grupo control 90 días. Nótese la 

mayor positividad en grupo control a 35 días (c). A los 90 días la diferencia no es 

evidente a simple vista, pero los conteos de células positivas revelan diferencia 

significativa (p< n.05) (tabla 2). Inmunoreacción revelada con DAB. Micrografías 

principales a 600x. Insertos a 200x. Barra 20 μm. 
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Determinación de proliferación celular mediante RT-PCR. 
 
Los RT-PCR realizados como método complementario para determinar la expresión 

de PCNA, mostraron que a los 35 días los animales tratados con PIR, presentaron 

una menor expresión en comparación a los otros grupos de su misma edad (Figura 

15). A los 90 días, la diferencia observada a los 35 días ya no es notoria por lo que 

todos los grupos presentan una homogeneidad en la expresión de PCNA (Figura 16). 

 

 
Figura 15. A los 35 días se observa que los animales tratados con pirimetamina, presentan 
una menor expresión de PCNA en comparación a los otros grupos de su misma edad: Carril 
1 marcador de pesos (leader) con 100 pb; Carril 2 gen constitutivo (actina); Carril 3 al 7  
grupo PIR; Carril 8 al 9 grupo PAF; Carril 10 al 12 grupo control; Carril 13 cerebro; Carril 14 
sin RNA (negativo). 
 

 

 
Figura 16. A los 90 días se observa una homogeneidad en la expresión de PCNA en los 
diferentes grupos: Carril 1y 17 marcadores de peso (leader); Carril 2  negativo del gen 
constitutivo; Carril 3 y 4 gen constitutivo (actina); Carril 5 negativo del resto de los PCR; 
Carril 6 cerebro; carril 7 al 10 grupo PIR; Carril 11 al 14 grupo PAF; Carril 15  y 16 grupo 
control. (PCNA ~ 80pb, β actina  250 pb). 
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Evaluación de fertilidad y resultados del espermograma. 
 
Los resultados en el número de crías nacidas, mostraron que se presentó 

disminución numérica de al menos una cría en el grupo PIR en comparación con el 

del grupo control; disminución que no es  estadísticamente significativa (p>0.05) 

(Cuadro 4). El grupo PAF comparado con el grupo control no muestra diferencia 

numérica, ni estadística (p>0.05) (Cuadro 4). 

 

   En el porcentaje de fertilidad, la diferencia entre los grupos PIR y control, mostró 

una disminución del 12.5%, misma diferencia mostrada entre los grupos PIR y PAF. 

Esta diferencia porcentual tampoco tuvo significancia (p>0.05) (Cuadro 4).  

 
Cuadro 4. Pruebas de fertilidad realizadas a ratas de los 3 diferentes grupos. 
 

Fecundidad Grupo PIR Grupo PAF Grupo control 

N° de crías nacidas  
% de hembras  preñadas 

11.7 ± 0.9 
87.5 ± 6.1 

12.0 ± 1.1 
 100 ± 0.0 

12.5 ± 1.3 
 100 ± 0.0 

Se presentan medias ± error estándar 
a diferencia significativa al comparar contra control (p< 0.05). 

 

 

El espermograma  evidenció que no existió diferencia significativa (p>0.05) en las 

pruebas de motilidad, morfología y viabilidad (Cuadro 5). En contraste, el grupo PIR 

presentó disminución significativa (p=0,0002) en la concentración espermática 

comparada contra la concentración espermática del  grupo control (Cuadro 5). 

Hablando en porcentajes esta disminución fue de 33.25%, en comparación a la 

concentración espermática presentada por el control. 

 
Cuadro 5. Valoración espermática en  ratas adultas  

 Grupo PIR Grupo PAF Grupo control 

Concentración espermática X106 
Motilidad 
Morfología espermática 
Viabilidad 

   28.3 ± 17.6a 
48.9 ± 2.5 
99.5 ± 0.3 
75.6 ± 5.9 

  43.7 ± 15.8 
52.1 ± 2.2 
99.5 ± 0.2 
58.2 ± 1.1 

  42.4 ± 23.4 
54.6 ± 2.3 
99.8 ± 0.1 
72.2 ± 6.9 

Se presentan medias ± error estándar 
a diferencia significativa al comparar contra control (p< 0.05). 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

En vista de que la aplicación de PIR en el recién nacido, coincide con los procesos 

de proliferación de las células que conforman el epitelio seminífero (CS y células 

germinales), y que la PIR actúa inhibiendo la disponibilidad de folatos requeridos 

para que la proliferación de estas células se lleve a cabo, en el  presente trabajo se 

analizó el riesgo potencial de la aplicación de la PIR en individuos juveniles.  

 

   Para ello es que se determinó el índice de maduración epitelial de los túbulos 

seminíferos, se cuantificaron las poblaciones intratubulares (células germinales y CS) 

y se detectó el índice de proliferación de las mismas, utilizando como modelo de 

experimentación ratas neonatas medicadas durante sus primeros 21 días de vida. 

 

   Los conteos de las poblaciones celulares del testículo a los 90 días, efectuadas en 

las muestras procesadas para cortes semifinos, mostraron que  la aplicación de PIR 

resultó en disminución de  las poblaciones de CS y células germinales en 

comparación con los conteos del grupo control  (p< 0.05).   

 

   La diferencia de un 22% en las poblaciones de células germinales presentada por 

los animales del grupo PIR, tiene una estrecha relación con la disminución de los 

conteos de las CS en este mismo grupo, que presentó un 21.3 %. 

 

   Por otra parte, el grado de maduración del epitelio seminífero (índice de Johnsen), 

también se vio afectado por dicha disminución celular. Es decir, la aplicación de PIR 

provocó el retraso en la maduración del epitelio tubular, al disminuir la proliferación 

de CS, provocando el menor número de células germinales contabilizadas en nuestro 

experimento.  
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   Por lo tanto, el menor índice de maduración epitelial, obtenido en nuestras 

evaluaciones fue el  resultado de un menor número de células germinales generadas 

durante el desarrollo testicular de individuos jóvenes tratados con PIR.  

 

   Esta disminución en las poblaciones celulares,  es atribuible a la suspensión  de la 

proliferación celular. Dicha interrupción, fue comprobada por medio de la detección 

del PCNA mediante pruebas inmunohistoquímicas. Este antígeno funciona como 

cofactor de  la DNA polimerasa, durante la formación de la horquilla de replicación, 

por lo cual es necesario para la síntesis de DNA y su expresión se da en la fase G1 y 

en la etapa temprana de la Fase S del ciclo celular (D´Andrea y col., 2008). Por lo 

tanto, su función en el ciclo celular, ha permitido que el PCNA haya sido utilizado 

anteriormente como un marcador de proliferación celular. Por ejemplo,  Tousson y 

colaboradores (2011), la utilizaron para valorar la disminución del porcentaje de 

proliferación en espermatogonias en ratas neonatas con hipotiroidismo. 

 

   En nuestro caso, la inmunopositividad a PCNA a los 35 días de edad de las ratas 

medicadas con PIR (25mg/kg/21 días), mostró disminución significativa (p<0.05)  en 

el número de células testiculares en proliferación (Cuadro 3) al compararlas contra el 

grupo control. Esta disminución fue debida a la inhibición competitiva de la enzima 

DHFR por la PIR, lo que seguramente redujo la disponibilidad de H4F esencial en la 

biosíntesis de timidilatos, nucleósidos, y compuestos de metilo, impidiendo la 

incorporación de la timina al DNA e interrumpiendo por lo tanto la proliferación celular 

(Gangjee y col., 2007; Chen y col., 2009).   

 

   El porcentaje de disminución en la proliferación celular observado en la ratas a los 

90 días, en comparación con el grupo control también tuvo diferencia significativa 

(p<0.05), es decir que la proliferación celular se ve afectada tanto en animales que 

recién han terminado su tratamiento, como en animales adultos. Sin embargo, llama 

la atención de que las diferencias entre el grupo control y el grupo medicado con PIR 

sean a los 35 días de un 55.8%, mientras que a los 90 días la diferencia (aunque 

sigue mostrando significancia estadística) disminuye a 18.75%, lo que equivale a una 
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recuperación de  alrededor de 37 puntos porcentuales en el índice de proliferación 

celular en animales adultos. Por lo tanto, como expondremos más adelante, esta 

recuperación no es total y se reflejará en alguno de los parámetros espermáticos. 

 

   Por otra parte, es conocida la importancia del AF en la replicación celular por lo que 

se recomienda su adición al tratamiento con PIR, buscando prevenir teratogenias en 

mujeres gestantes y leucopenias en los pacientes medicados. Bajo este tenor, en el 

presente trabajo aplicamos 7.5mg/kg de AF lo cual resultó en la disminución de los 

efectos causados por la PIR en el conteo realizado a las poblaciones de CS y células 

germinales (Cuadros 2 y 3).   

 

   Esto coincide con lo reportado por los equipos de trabajo de Cosentino (1990), 

Awoniyi (1993), y Kalla (1997), quienes observaron resultados parecidos en sus 

grupos experimentales adicionados con AF y PIR en ratas adultas.  En nuestro 

estudio, las ratas adicionadas con AF a los 35 días tuvieron un índice de proliferación 

mayor en 4 puntos porcentuales que el grupo tratado con PIR, aunque manteniendo 

una diferencia significativa (p<0.5) de 32 puntos porcentuales en comparación al 

control. Por su parte, la suplementación con AF permitió que a los 90 días las 

diferencias en proliferación celular y número de células desaparezcan con respecto 

al control, demostrando la efectividad de esta suplementación contra los efectos 

citotóxicos de la PIR. Por lo tanto, la acción protectora del AF disminuyó los efectos 

provocados por la PIR dando como resultado que el epitelio germinal del grupo 

tratado con PIR mantuviera  el mismo grado de madurez que el del grupo control 

(p>0.05). 

 
   A su vez, el RT-PCR practicado a los diferentes grupos experimentales, fue 

realizado para complementar los resultados observados en la expresión de PCNA 

por inmunohistoquímica. Este estudio complementario tuvo por objeto corroborar que 

la expresión total de PCNA coincidía con los resultados obtenidos con la expresión 

inmunocitoquímica de dicho antígeno.  
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   Esta comprobación fue necesaria debido a que la PCNA se presenta en dos formas 

básicas, una que participa activamente en la replicación continua del DNA, insoluble 

y resistente a detergentes, localizada específicamente en el núcleo. Una segunda 

forma se halla presente de forma libre y sin asociación al DNA, que es una forma 

soluble y  que se degrada en solventes orgánicos (Ventura y col., 2008). Según 

parece la forma soluble es la más abundante en células en la fase G1, en donde se 

almacena para estar disponible cuando las DNA polimerasas δ y ɛ  la requieren para 

utilizarla en la reparación del DNA. De ahí que la transformación de PCNA soluble en 

PCNA insoluble, haya sido utilizada como un indicador de la reparación del DNA 

mediada por polimerasas (Balajee y Geard, 2001). El procesado de las muestras 

para su inclusión en parafina provoca la pérdida de la PCNA soluble debido a la 

acción de los solventes utilizados en el proceso de deshidratación de la muestra, por 

lo cual la inmunohistoquímica, detecta únicamente la PCNA nuclear. La realización 

de un RT-PCR como estudio complementario nos permitió corroborar la PCNA total 

presente en nuestras células de estudio.  

 

   La aplicación de un RT-PCR para la detección de PCNA ya ha sido probado con 

anterioridad en otros tipos celulares, como es el caso de  Balajee y Geard (2001), 

que realizaron un RT-PCR para identificar la presencia de PCNA en células del 

fibroblasto y su participación en la recuperación de estas por daño oxidativo. 

 

   En nuestro caso, los resultados del RT-PCR demostraron que la expresión total de 

PCNA  a los 35 días de edad en los animales medicados con PIR, presento una 

menor expresión que la del grupo control, corroborando lo detectado por medios 

inmunohistoquímicos. Por su parte la aplicación de AF conjuntamente con PIR 

disminuyó los efectos de este medicamento al detectarse  una mayor expresión de la 

PCNA total (pero de igual manera que lo que se vio con la inmunohistoquímica), sin 

igualar al grupo control. 

 

   En su caso,  la RT-PCR aplicado a  los 90 días mostró que la expresión de PCNA 

en los grupos tratados con PIR y PAF, incrementó su expresión  en comparación  
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con los grupos análogos de 35 días. Esto es lo mismo que se observó en la 

inmunohistoquímica, por lo cual se puede deducir que efectivamente existió una 

recuperación en la proliferación de las células testiculares. Esta  recuperación,  no es 

total en el grupo tratado con PIR como se observó en el marcaje inmunohistoquímico 

con PCNA, aunque utilizando esta técnica de Biología Molecular que detecta el total 

de la expresión del antígeno (proteína nuclear y proteína citoplasmática), es posible 

revelar que las diferencias entre los grupos son todavía menores a las que se 

observan detectando solamente la expresión de la proteína a nivel nuclear.     

 

   Es de interés mencionar, que el efecto inhibidor sobre la proliferación celular de la 

PIR ha sido estudiado por otros grupos de investigación, que proponen la utilización 

de este fármaco como agente anticancerígeno, tal es el caso de Chen y 

colaboradores (2009), que  encontraron que la administración de temozolomida 

(fármaco de quimioterapia anticanceroso) en combinación con PIR mejora 

sinérgicamente la inhibición del crecimiento y la inducción de apoptosis de las células 

del melanoma. Esto se atribuye a cierto grado de citotoxicidad de la PIR y a su 

acción inhibitoria de la DHFR.  

 

   Esto coincide con la respuesta de otros tipos celulares deprimidos en su 

proliferación celular por efecto de la PIR, como en el caso de la toxoplasmosis 

congénita donde niños que reciben tratamiento pueden presentar leucopenias 

transitorias (Martin, 2004). La transitoriedad de estas leucopenias se relaciona 

estrechamente con la aplicación de la PIR, ya que una vez que la leucopenia es 

confirmada y  el fármaco es retirado, las células vuelven a alcanzar sus poblaciones 

normales (Martin, 2004).  Al respecto, nuestros resultados coincidieron en que la 

supresión del tratamiento con PIR permite la recuperación de las poblaciones 

celulares afectadas en el testículo. De hecho, la recuperación mostrada por las 

poblaciones de CS en este estudio se explica probablemente porque el segundo 

periodo de proliferación de este tipo celular, se presenta en la rata del día 15 al día 

30 de edad (Sharpe y col., 2003). Por lo tanto, el tratamiento con PIR hasta el día 
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veintiuno, coincide únicamente  con los primeros 7 días de este segundo periodo 

proliferativo.    

 

   Como hemos visto, la acción de la PIR parece dependiente de que el fármaco esté 

presente ya que al retirarlo al día veintiuno, se permitió que los procesos de 

proliferación se restablezcan. Este restablecimiento, sin embargo, no terminó por ser 

total, lo que se expresó en un menor número de CS en los conteos efectuados en las 

ratas de 90 días medicadas con PIR. 

 

   Por otra parte, mientras que la diferencia en la proliferación entre el grupo control y 

el grupo medicado con PIR a los 35 días fue del 36%, la diferencia a los 90 días solo 

representó un 10%. Esto nos refleja una recuperación evidente en los índices de 

proliferación celular en el testículo, por lo tanto, la reducción en la concentración 

espermática de los animales medicados como se discutirá más adelante, se 

relaciona con los conteos disminuidos de células germinales en animales tratados 

con PIR en comparación a los controles. 

 

   La disminución en los conteos de las células germinales se debió no solo a una 

acción directa de la PIR sobre los procesos de proliferación de dichas células, sino 

además a un menor número de CS en el testículo. Se acepta desde hace tiempo que 

el número de CS en el testículo está estrechamente relacionado con el número de 

células germinales a las que cada CS es capaz de dar soporte (Grinswold, 1998), por 

lo que a un menor número de CS corresponderá un menor número de células 

germinales. 

 

   Por otra parte, pese a la disminución en la  proliferación celular y el retraso de la 

maduración del epitelio seminífero, los resultados obtenidos en el presente estudio 

no mostraron diferencias significativas (p>0.05) en la motilidad, morfología y 

viabilidad espermática entre los diferentes grupos de estudio. Tumkiratiwong y 

Lerkchundhakriat, (2011), coinciden en el reporte de ausencia de diferencias entre 

motilidad, morfología y viabilidad espermática en ratas de 9 semanas de edad con 
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una administración de 25mg/kg/día de PIR por un periodo de 49 días y que fueron 

sacrificadas 35 días después de la suspensión del tratamiento. Es decir, en ratas 

adultas se comprueba nuevamente que el efecto de la PIR es dependiente de la 

presencia de la droga, sin provocar efectos residuales en la mayoría de los 

parámetros espermáticos, por lo que el retiro del fármaco permite la correcta 

motilidad, y una morfología y viabilidad espermática normales. 

 

   En nuestros resultados, los animales tratados con PIR no presentaron diferencias 

significativas de fertilidad (p>0.05), pero sí una evidente disminución numérica de la 

misma (del 20%).  La subfertilidad en ratas adultas medicadas con PIR ha sido 

reportada por Awoniyi, y colaboradores (1993), que aplicaron 400mg/kg, observaron 

disminución en la fertilidad y fecundidad de las mismas, sin embargo estos 

investigadores utilizaron una concentración 16 veces mayor a la aplicada en nuestro 

estudio.  

 

   Por su parte, Cosentino y colaboradores (1990), reportaron que en ratones adultos 

la aplicación de diversas concentraciones de PIR (10, 25, 50, 75, 100 y  200 

mg/kg/día), resultó en disminución en la fertilidad asociada de manera dosis 

dependiente. Ambos estudios demuestran que la PIR es capaz de detener la 

espermatogénesis provocando un descenso en la fertilidad. En ambos estudios, la 

suspensión del medicamento mejoró los resultados en las pruebas de fertilidad, 

recuperando parámetros normales. 

 

   A diferencia de estos investigadores, en nuestro estudio las ratas medicadas 

durante sus primeras tres semanas de vida, no recuperaron los índices de fertilidad 

del grupo control, ni aun después de estar siete semanas sin la presencia del 

fármaco. Por lo tanto, la recuperación de los parámetros espermáticos de viabilidad, 

motilidad y morfología,  reportada por varios investigadores en animales tratados con 

PIR en la edad adulta (Cosentino y col., 1990; Awoniyi y col., 1993; Kalla y col., 1997; 

Murakami y col., 2000; Tumkiratiwong y Lerkchundhakriat, 2011),  no se observó  en 

animales tratados en la etapa neonatal y juvenil en el presente estudió, ya que 
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nuestros resultados, a pesar de no mostrar diferencias significativas en motilidad, 

viabilidad y morfología si mostraron diferencia en la concentración y por lo tanto, en 

el  número total de espermatozoides por eyaculado. 

    

   La disminución en el número de células y la diferencia en el grado de maduración 

epitelial coinciden con la alteración observada en la concentración  espermática. La 

concentración espermática mostró una disminución significativa (p< 0.05) en los 

animales tratados con PIR en comparación al grupo control, esto fue el reflejo de la 

disminución de las CS, las cuales dan soporte estructural y metabólico a las células 

germinales durante la espermatogénesis y por ende se tiene un menor número de 

células germinales (Buzzard y col., 2002; Walker y Cheng 2005).  

 

   De tal manera, que en esta investigación hemos mostrado que las poblaciones de 

CS se ven disminuidas al ser inhibida su proliferación durante una ventana crítica de 

susceptibilidad que comprende la primera oleada de proliferación referida en ratas  

por Sharpe y colaboradores (2003) (día 12 al 15 de la etapa neonatal) y que a su 

vez, ésta se acompaña con disminución en el conteo de las células germinales 

intratesticulares y posteriormente, en la rata adulta en disminución de la 

concentración espermática, lo que confirma que las células afectadas en su 

proliferación, y que no proliferan en la etapa correspondiente,  ya no proliferarán. 

 

   Si bien en las ratas de este estudio, la disminución en la concentración no fue 

determinante para impactar en la fertilidad o fecundidad de la rata adulta  de manera 

dramática (tal vez debido a que la segunda etapa de proliferación de las CS 

compensa en cierta medida esta disminución), y a pesar de que los datos en esta 

especie no son 100% extrapolables a la especie humana, no hay que perder de vista 

que la disminución significativa observada en este trabajo fue del 33.25 % en 

comparación al control (28.3x105 ± 17.6 vs. 42.4x105 ± 23.4).  

 

   En el humano, el número total de espermatozoides en el eyaculado es calculado a 

partir de la concentración espermática, por lo cual ambos parámetros están 

http://es.wikipedia.org/wiki/Espermatog%C3%A9nesis
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relacionados con los índices de fertilidad (WHO 1996; Zinarman y col., 2000; Slama y 

col., 2002) y son valores predictivos de la capacidad fértil del eyaculado (Bonde y 

col., 1998; Larsen y col., 2000). De acuerdo con la OMS, los límites mínimos de 

referencia en un eyaculado humano son de 15x106 espermatozoides por mL en 

cuanto a concentración y de 39 x106 espermatozoides totales por eyaculado, por lo 

tanto, las cuentas espermáticas en nuestra especie, por ser relativamente menores 

que en otras especies, parecieran más susceptibles de verse afectadas aun por 

pequeñas variaciones en la concentración, por lo cual no habría que perder de vista 

el riesgo potencial que implica la administración de PIR en periodos críticos del 

establecimiento de la fertilidad humana.  
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CONCLUSIONES 

 

La aplicación de pirimetamina en la rata durante sus tres primeras semanas de vida, 

disminuye la población de las células de Sertoli y células germinales en la edad 

adulta. 

 

El menor número de estas células se debió en parte a la disminución  de la 

proliferación celular en la etapa crítica donde, este proceso debe llevarse a cabo. 

 

El menor número de células germinales puede relacionarse con el menor número de 

células de Sertoli, pero también puede ser resultado de una disminución en el 

número de gonocitos afectados en su periodo de proliferación.  

  

La administración de pirimetamina no impactó en la morfología, motilidad o viabilidad 

de los espermatozoides, pero si en su concentración.  
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Anexo I  Soluciones 
 

Fórmula de la solución de medio mínimo de cultivo 
         

 Para 100 mL 
NaCl                       102.03 mM 0.696g 
NaHCO3                   25.07 mM 0.311g 
CaCl2                         1.71 mM 0.025g 
Glucosa                     5.56 mM 0.110g 
Rojo fenol                   20 μg/mL 0.002mg 

                                                          
 

Solución formulada para conteo espermático 
 

 NaCl (9 g/1L) 
 

 Formaldehido al 40% (10mL/1L) 
 

 Azul de tripano al 0.4% (0.25g/1L) 
 

 Agua destilada c.b.p (1L) 
 

Fórmulas para reactivos de la inclusión en parafina 

 
Preparación de paraformaldehído al 4% 1000 mL. 
 

 Calentar 500 mL de agua destilada  de 50 a 60 °C. 
 

 Agregar 40 g de paraformaldehído + algunas gotas de NaOH hasta que se 
ponga transparente.  

 

 Enfriar a unos 20 °C y agregar 500 mL de PBS a 0.2M. 
 

 Ajustar el PH a 7.4. 

Fórmulas para reactivos de la inclusión en Epon 

 

Fijador de Karnovsky (100mL). 
 

 paraformaldehído al 1% (1g de paraformaldehído en 100 mL de agua), (25 
mL). 

 

 Agregar 50 mL de cacodilatos de sodio a 0.2N. 
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 Agregar 10 mL de glutaraldehído al 25% (presentación original). 
 

 Agregar 15 mL de H2O bidestilada. 
 
Ajustar PH a 7.3 con HCl o NaOH. 
 
 

Buffer de cacodilatos al 0.2M (100 mL). 
 

 Agregar 4.2804 g de ácido cacodílico (SIGMA) en 100 mL de agua destilada.  
 

Preparación de EPON (10 mL). 
 

Preparación de A: 

 Eponate 12 resin 25 mL (TED PELLA). 
              DDSA 40.5 mL (TED PELLA). 
 

Preparación de B: 

 Eponate 12 resin. 25 mL (TED PELLA). 
                         NMA 22 mL (TED PELLA). 
 
7mL de A y 3 mL de B + catalizador DMP30 0.15 mL (TED PELLA). 

Fórmulas para reactivos de inmunohistoquímica 

 
Preparación del citrato de Na 0.01M (300 mL). 
 

 Agregar 0.882 g de citrato de Na en 300 mL de agua destilada y disolver. 
 
Preparación de PBS 0.02M (1000 mL). 
 
A) 5.5 g de fosfato monobásico en 200 mL de agua destilada. 
B) 25.4 g de fosfato dibásico en 900 mL de agua destilada. 
 

 190 mL de A + 810 mL de B = 1000 mL. 
 

 Ajustar PH a 7.4. 
 

 Esta solución puede ser almacenada a temperatura ambiente. 
 
Para preparar PBS a 0.01M (100 mL). 
 

 Agregar 50 mL de PBS 0.2M + 50 mL de agua destilada. 
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 Agregar 0.85 g de NaCl. 
 

 Ajustar PH a 7.4. 
 
Preparación de PBS + Twin 20 0.1% (100 mL). 
 

 Diluir 100 μl de Twin 20 en   de PBS. 
 
Preparación de BSA al 5%. 
 

 En10 mL de PBS-Twin 20 0.1% agregar 0.5 g de BSA. 
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