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RESUMEN 

Las funciones del testículo, esteroidogénesis y la espermatogénesis son reguladas por el  

hipotálamo, vía la secreción de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) por la 

hipófisis que sintetiza las hormonas estimulante del folículo (FSH) y luteinizante (LH) y por la 

testosterona secretada por el propio testículo. 

 

La secreción de estas hormonas es regulada por la serotonina (5-HT), que se encuentra en el 

Sistema nervioso central (SNC) y en órganos periféricos como el testículo. La administración 

sistémica del inhibidor de la síntesis de 5-HT,  p-cloroanfetamina (pCA), a la rata macho de 30 

días de edad disminuye tanto la concentración de 5-HT en el hipotálamo, como el número, 

movilidad y viabilidad de los espermatozoides e incrementa el porcentaje de espermatozoides 

anormales. Tales efectos no se acompañaron de modificaciones en la secreción de 

gonadotropinas. Estos resultados indican que la acción de pCA en el sistema serotoninérgico 

produce la disminución de la espermatogénesis.  

 
Actualmente no existen estudios acerca de la participación del sistema serotoninérgico del 

testículo en la modulación de la espermatogénesis y en la calidad espermática, por lo que en 

el presente estudio se decidió estudiar la participación de la 5-HT intratesticular en los aspectos 

antes mencionados. Para ello, se analizaron los efectos de la inyección intratesticular  de 

inhibidores del sistema serotoninérgico, pCA o 5,6-Dihidroxitriptamina (5,6-DHT), en la 

concentración de testosterona (T) y de gonadotropinas; en la estructura del testículo y 

parámetros de calidad espermática y marcadores de la apoptosis (caspasas 3 y 7).  

 

A ratas macho de la cepa CII-ZV, de 30 días de edad se les inyectó en ambos testículos, una 

dosis de pCA [0.03mg (pCA1x), 0.06mg (pCA2x) o 0.12mg (pCA4x)] o 5,6-DHT [(10µg (5,6-

DHT1x), 20µg (5,6-DHT2x) o 40µg (5,6-DHT4x)].  A los 65 días de edad se terminaron, se extrajo 

el suero y se cuantificó la concentración de testosterona por ELISA y de FSH y LH por radio 

inmunoanálisis (RIA). Se registró el peso corporal, de los testículos, epidídimos, prostáta y 
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vesícula seminal. En el tejido testicular se cuantificaron las proteínas pro apoptóticas, Caspasa 

3 y 7 por Western Blot. En los espermatozoides extraídos del conducto deferente se evaluó 

número, movilidad y formas anormales de espermatozoides, así como la viabilidad por 

citometría de flujo (integridad de la membrana  y actividad mitocondrial). 

 

En los animales con la inyección  intratesticular de pCA, la concentración de FSH disminuyó 

cuando se administraron las diferentes concentraciónes de pCA y la de T únicamente con la 

dosis más alta de pCA (4x). Un efecto similar se observó en la concentración de este andrógeno, 

en los animales con la inyección de la dosis más baja de 5,6-DHT, mientras que la concentración 

de FSH se incrementó. 

 

El porcentaje de espermatozoides anormales se incrementó en los animales inyectados con 

pCA o 5,6-DHT (2x y 4x). En los animales con la inyección intratesticular de las dosis más altas 

de pCA4x o 5,6-DHT4x disminuyó la movilidad y la viabilidad espermática, integridad de la 

membranal (pCA o 5,6-DHT) y actividad mitocondrial (pCA). 

 

En el tejido testicular no se observaron cambios en la expresión de la proteína de la caspasa 7, 

mientras que la caspasa 3, se incrementó en los espermatozoides de los animales inyectados 

con la dosis más baja de pCA1x y en el testículo con la dosis más alta de pCA4x. 

 

Los resultados del presente estudio evidencian que en ratas prepúberes la inhibición del 

sistema serotoninérgico por administración intratesticular de pCA o 5,6DHT, induce la 

desregulación de las funciones del testículo, que se acompaña de la modificación de los 

parámetros de calidad espermática. 

 

Con base en los resultados se  propone que la diminución de la actividad serotoninergica del 

testiculo, resulte en la menor producción de testosterona, disminución en la proliferación, 

maduración y diferenciación de los espermatozoides. O bien sea resultado de la desregulación 
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de las células de Sertoli y Leydig en el mantenimiento de las condiciones necesarias para el 

desarrollo de las espermatogonias o la espermiogénesis. 
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ABSTRACT  

Testicular function, spermatogenesis and steroidogenesis are regulated by gonaodotrophins LH 

and FSH, stimulated by hipothalamic GnRH secretion. Gonadotrophins exert their action on 

Leydig and Sertolli cells respectively. Testosterone is produced in Leydig cells, Inhibin and 

activin are produced in Sertolli cells, together act as modulators for spermatogenesis and 

feedback hypothalamus pituitary gonadotrophic axis (HPG) secretions.  

 

In turn HPG axis is modulated by neurotransmitters as serotonin (5-HT) described in Central 

nervous system (CNS), hypothalamus and pituitary. Serotonin regulate GnRH secretion, 

gonadotrophins and testosterone (T). 

 

5-HT acts trough 5-HT2 receptor in Leydig cells, promoting corticotropic release factor (CRF) 

inhibiting T synthesis. The 5-HT also stimulates Sertolli Cells, they express 5-HT receptors 

mRNA, through these mechanisms 5-HT is related to steroidogenesis control and specific 

spermatogenic molecules. 

 

Together gonadotrophins, testosterone and additional Sertolli factors as androgen binding 

protein, transferrin, ceruloplasmin, ion transporter proteins, hormones and proteases, 

regulates tissue remodeling essential processes wich are essential to spermatogonial cell 

proliferation and differentiation2. During prepubertal development lack or diminution of 

spermatogenesis can be seen as Sertolli and spermatogonial cells proliferation.  

 

In our work group results has been reported administration of amphetamine derivate p-chloro 

amphetamine (pCA) to 30 days old male rats, results in hypothalamic 5-HT decrease related to 

diminution in number, motility and spermatic viability as well as increase of cell germinal death 

in seminiferous epithelium and abnormal spermatozoa. This results let us suggest a 5-HT 

possible modulation of testicular functions. In support of this idea Nunmamud-Thanoi y Thanoi 

(2011) observed Methamphetamine (MAMP) administration it’s related to spermatogenesis in 
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mice, seen as number and abnormal spermatozoa percentage.  Same as Dickerson (2008) who 

show that methylenedioxymethamphetamine (MDMA) administration to adult rats decrease 

GnRH mRNA and Testosterone, but had no effect on LH levels, suggesting amphetamine 

derivate acts trough hypothalamus and testicle androgen secretion. Also it has been described 

male rats exposition to MDMA or MAMP can cause sperm DNA damage and apoptosis, related 

to less motility and sperm numbers, wich means sperm quality can be modified.  

 

In this regard sperm quality can be defined as the sum of necessary characteristics that allows 

sperm to fertilize an oocyte, it can be seen as concentration, motility and morphology. Just a 

few cases sperm viability is analyzed. In the present this analyses are considered very 

important, due to less fertilization index, implantation capacity and embryo survival in Invitro 

fertilization (IVF). 

 

There are actually a few reports about serotonergic system in testicle and spermatogenic or 

sperm quality modulation, reason why in this research intratesticular 5-HT role was analyzed 

in 30 days old male rats, by pCA or its metabolite 5,6 dihydroxitryptamine (5,6-DHT), on serum 

gonadotrophins and testosterone levels, testicular morphology, spermatogenesis (number, 

motility and abnormal sperm morphology) and sperm quality (membrane  integrity, 

mitochondrial activity) and pro apoptotic proteins (active caspases 3 and 7). 

 

Thus male 30 day old rats were administered with pCA or 5,6-DHT and analyzed in adult stage 

(65 days old), terminated by decapitation, trunk blood collected and serum recollected, 

testosterone Radio Immuno Analyses (RIA) and gonadotrophins ELISA were performed. 

Testicle, epididymis and accessory glands weight measured. A sample of testicular tissue was 

collected, storage until posterior Western blot analysis. Also vas deferens spermatozoa were 

collected, solubilized in culture medium, sperm morphology, number and motility were 

analized, sperm viability seen as membrane integrity, mitochondrial activity and active 

caspases 3 and 7  were performed by flow cytometry assays and were expressed as sperm 

quality display. 
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The present results allow to suggest inhibition of serotonergic system by intratesticular pCA or 

5,6-DHT administration on prepuberal rats, deregulates testicle functions on adult stage. 
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INTRODUCCIÓN 

Las funciones del testículo son reguladas por el eje hipotálamo-hipófisis, vía la secreción de 

GnRH y de las gonadotropinas FSH y LH, que estimulan la producción de hormonas y factores 

de crecimiento en las células de Sertoli y de Leydig, necesarias para la multiplicación y 

diferenciación de las células germinales. Entre estos productos, la testosterona secretada por 

las células de Leydig, favorece la espermatogénesis.  

 

La  actividad del eje hipotálamo-hipófisis es modulada por neurotransmisores como la 5-HT, la 

que regula la secreción de GnRH (Wada et al. 2006; Dickerson et al. 2008) y de las 

gonadotropinas (Justo 1989;  Ayala  2009; Ayala et al. 2015). Esta amina también  se le 

encuentra en el testículo (Tinajero, et al. 1993; Aragón et al. 2005) y cuyas fuentes son: 1) el 

nervio espermático superior; 2) las plaquetas en el torrente sanguíneo; 3) los mastocitos y 4) 

la sintetizada por el propio órgano en las células de Leydig (Kalla 1978; Tinajero et al. 1993; 

Csaba et al. 1998). 

 

En células GnRH érgicas inmortalizadas del hipotálamo de ratas de 17 días de gestación (GT17), 

la serotonina vía su unión a los receptores 5-HT1A; 5-HT2C; 5-HT4 y 5-HT7, modula la secreción 

de GnRH vía la activación de InsP3/Ca2+ y la formación de mono fosfato de adenosina cíclico 

(AMPc). La participación es de tipo inhibitorio cuando se une al receptor 1A, y estimulante 

cuando se une a los receptores  2C, 4 y 7 (Wada et al. 2006). La administración íntraperitoneal 

de 5-hidroxitriptofano (5-HTP)  precursor de la síntesis de serotonina,  a ratas macho de 16, 

26, 30 ó 60 días de edad incrementa la concentración de FSH (Justo 1989). Con base en estas 

evidencias se sugiere que la 5-HT regula la secreción de GnRH y de las gonadotropinas.  

 

En relación  a la serotonina intratesticular, Csaba y colaboradores (1998), mostraron que en la 

rata macho prepúber  la administración intratesticular de ketanserina, antagonista específico 

de los receptores a serotonina tipo 2  (5-HT2) disminuye la producción de testosterona. Un 

efecto inverso se observa en el animal adulto  cuando se administra  5-HT  o ketanserina. Estos 
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resultados llevaron al autor a proponer que la 5-HT intratesticular participa en la regulación de 

la producción de testosterona, y que su efecto es estimulante en el animal prepúber e 

inhibitorio en el adulto (Csaba et al. 1998). En la rata adulta, la 5-HT vía su unión al receptor 5-

HT2 en la célula de Leydig, promueve la producción del factor liberador de corticotropina (CRF) 

que inhibe la síntesis de testosterona (Tinajero, et al. 1992). También es posible que la 5-HT  

participe en la modulación del funcionamiento de la célula de Sertoli, ya que se describe la 

presencia del RNAm para los receptores de 5-HT en esta célula (Syed et al. 1999).  

 

Entre los estudios que muestran la partición de la serotonina en la modulación de las funciones 

del testículo, se encuentran los resultados de Shishkina y Dygalo, (2000), quienes mostraron 

que en la rata macho de 30-38 días de edad, la estimulación del sistema serotoninérgico vía la 

inyección de 5-HTP, incrementa la concentración de testosterona en la etapa adulta. Efecto 

inverso se observa cuando se inhibe al sistema vía la administración sistémica de p-cloro 

fenilalanina (pCPA) a rata macho de 40-44 días de edad, debido a que disminuye la 

concentración de testosterona en suero y el número de espermatozoides en el epidídimo. 

Además, cuando se administra la pCA, otro inhibidor del sistema serotoninérgico,  en la rata 

macho de 30-55días, disminuye  la concentración de 5-HT en el hipotálamo, el número, 

movilidad y viabilidad de los espermatozoides y se incrementa la muerte de las células 

germinales en el epitelio seminífero y el porcentaje de espermatozoides anormales (Aragón et 

al. 2005). Estos eventos pueden ser el resultado de la acción de la pCA en los tres componentes 

del eje reproductivo, hipotálamo-hipófisis-testículo. 

 

Al día de hoy no existen reportes sobre la participación de la serotonina intratesticular en la 

regulación de la espermatogénesis. Por ello, en el presente estudio se analizó el efecto de la 

administración intratesticular de pCA o 5,6-DHT en la rata macho de 30 días de edad,  en la 

concentración sérica de gonadotropinas y testosterona, en parámetros de calidad espermática  

y  la presencia de  marcadores de muerte celular por apoptosis (caspasas 3 y 7 activas) en el 

testículo en la etapa adulta. 
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MARCO TEÓRICO  

El Testículo  

El testículo es el órgano primario del aparato reproductor masculino (Figura 1A), cuyas 

funciones son la esteroidogénesis y la espermatogénesis (Carreau et al. 2007), son órganos 

pares de forma ovoide localizados dentro del escroto fuera de la cavidad abdominal (Köning  y 

Liebich. 2005). Poseen una cubierta de tejido conectivo, denominada túnica albugínea, 

formada por una capa externa de mesotelio y una interna de células musculares lisas, fibras 

de colágena, vasos sanguíneos, conductos linfáticos y fibras nerviosas (Middendorff et al. 

2002). 

 

En mamíferos dependiendo de la especie, a partir de la túnica albugínea se forman el 

mediastino testicular y los septos que se extienden radialmente y dividen al testículo en 

compartimentos llamados lobulillos (Figuras 1B). En la rata no se observa tales  septos, en cada 

lobulillo se ubican de 1 a 4 túbulos seminíferos que desembocan en lo túbulos rectos, que 

conducen hacia la rete testis, estructura que se comunica con el epidídimo (Russell et al. 1990; 

Köning  y Liebich. 2005). 

 

Estructura testicular 

El testículo está conformado por dos unidades anatómica y funcionalmente relacionadas, los 

túbulos seminíferos donde ocurre la espermatogénesis y rodeando a estos, el tejido intersticial 

donde se produce la esteroidogénesis. A los túbulos seminíferos los conforma una membrana 

basal, compuesta de sustancia fundamental, fibras de colágena, glicosaminglicanos y 

proteoglicanos, así como varias capas de células mioides y fibroblastos (Figura 2C) (Ungefroren 

et al. 1995; Holstein et al. 1996; Griswold 2006).  

 

Los túbulos seminíferos (Figura 2A) están rodeados por una capa de células aplanadas 

poligonales, las células mioides o contráctiles peritubulares, que se unen para formar una 
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lámina de epitelio y  son las responsables de las contracciones de los túbulos seminíferos 

(Russell et al. 1990).  

En el interior de los túbulos se distinguen dos tipos de células, las germinales y de Sertoli, estas 

se apoyan en la membrana basal del túbulo seminífero (Figura 2B). Las células de Sertoli tienen 

forma columnar que se proyecta hacia el lumen del túbulo. Presentan un núcleo grande y 

alargado que se localiza cerca de la región basal de la célula, el aparato de Golgi, el retículo 

endoplásmico liso y rugoso que se distribuyen en la base de la célula y las mitocondrias 

localizadas en la región apical. Tienen prolongaciones citoplasmáticas que se comunican entre 

sí por uniones estrechas. Esta comunicación entre las células de Sertoli forma dos 

compartimentos en el interior del túbulo. El basal, por debajo de las uniones y sobre estas, el 

adluminal (Hess y De França 2005; Johnson, et al. 2008; Hess y De Franca 2008). 

 

 

Figura 1. A) Aparato reproductor de la rata macho  B) Estructura general del testículo Tomado en línea 2018 y 
modificado de (National Institute of Environmental Health Sciences 2019; N.M.A. 2018). 

 

Las células de Sertoli actúan como nodriza de las germinales, les proporcionan soporte 

estructural y nutrimental. Participan en la fagocitosis de las células germinales en 

degeneración y de los cuerpos residuales. Intervienen en la liberación de las espermátidas en 

el proceso de espermiación, así como en la producción de proteínas que regulan y/o 
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responden a la liberación de las hormonas hipofisarias que estimulan la actividad mitótica de 

las espermatogonias (Johnson et al. 2008). 

 

Las células de Sertoli secretan hormonas y factores de crecimiento esenciales en la regulación 

de la espermatogénesis (Griswold 2006), por ejemplo la proteína transportadora de 

andrógenos (ABP) que incrementa la concentración de T en los túbulos seminíferos; los 

inhibidores de las proteasas, los cuales favorecen la remodelación tisular durante la 

espermiogénesis;  la ceruloplasmina y transferrina, proteínas transportadoras de iones Cu2+ y 

Fe2+, que actúan como cofactores en el proceso de diferenciación de las espermátidas. 

También secreta inhibina y activina, que modulan la secreción de la FSH en conjunto favorecen 

la multiplicación de las espermatogonias (Griswold 2006; Xiong et al. 2006). 

 

Las células germinales (espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, 

espermátidas redondas y alargadas así como los espermatozoides) se encuentran entre las 

células de Sertoli (Hermo et al. 2010). Las germinales se organizan, en el interior del túbulo 

seminífero de forma concéntrica, las más inmaduras, son las espermatogonias o células 

precursoras localizadas en el compartimento basal, son esféricas y están situadas junto a la 

lámina basal que rodea a los túbulos seminíferos (Figura 2B). Conforme maduran adquieren 

más heterocromatina y disminuye el tamaño nuclear y los nucléolos son más prominentes  

(Kerr et al. 2006; Hermo et al. 2010). 

 

Por encima de las espermatogonias se localizan los espermatocitos primarios, cuyo citoplasma 

es más voluminoso. Por encima de estas en una tercera capa, se encuentran los 

espermatocitos secundarios, más pequeños que los primarios, de la división de estos se 

originan las espermátidas que se localizan en las porciones apicales de la célula de Sertoli. Cada 

espermátida se transforma en un espermatozoide (Cobb y Handel 1998; Kerr et al. 2006). 
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Ubicado entre los túbulos seminíferos se localiza el tejido intersticial  (Figura 2C).  Se compone 

de vasos sanguíneos y linfáticos, terminaciones nerviosas, tejido conjuntivo laxo (sustancia 

fundamental), fibroblastos, macrófagos, células cebadas y de Leydig (Breed y Setchell. 2006). 

 

 

Figura 2. Estructuras y componentes testiculares, A) Túbulo seminífero B) Micrografía del tejido testicular y C) 
Componentes del tejido intersticial. Tomado y modificado  en línea de  (Guyton y Hall 2006; N.M.A. 2018).  

 

El testículo recibe información hormonal vía el torrente sanguíneo que procede de la arteria 

testicular. Esta arteria en conjunto con la vena testicular forma el plexo pampiniforme que se 

localiza en el cordón espermático. Los capilares en el testículo se ubican en el tejido intersticial, 

están rodeados por las células de Leydig y conducen sangre hacia y desde los testículos 

(Rerkamnuaychoke et al. 1991; Köning  y Liebich  2005). 

 

El testículo es inervado vía el nervio espermático superior (NES) e inferior (NEI). El NES se 

origina en los ganglios mesentérico y caudal; plexo celiaco y aórtico (Köning  y Liebich  2005; 
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Breed y Setchell 2006). El NES se compone principalmente de fibras dopaminérgicas, 

noradrenérgicas y serotoninérgicas. La inervación en el testículo se identifica en la glándula 

intersticial (Campos et al. 1990a; Campos et al. 1990b; Prince 1992; Campos et al. 1993; 

Mayerhofer et al. 1996; Csabaet al. 1998) y en las células mioides que rodean a los túbulos 

seminíferos. Esta inervación se asocia con la regulación de la esteroidogénesis ( Davidoff et al. 

1993; Frungieri et al. 1999; Frungieri et al. 2000; Davidoff et al. 2005; Gong et al. 2009). 

 

El NEI se  origina en el plexo pélvico  y conduce información peptidérgica, el neuropéptido Y 

(NPY) y péptido intestinal vasoáctivo (VIP) (Gong et al. 2009). Se localiza a lo largo del conducto 

deferente e inerva la cola del epidídimo y el extremo caudal del testículo (Sato y Kihara 1998;  

Gerendai et al. 2000; Gerendai et al. 2001; Gerendai et al. 2003; Köning y Liebich 2005; Breed 

y Setchell  2006), se asocia a la periferia de los vasos sanguíneos  testiculares y participa  en la 

regulación de su flujo sanguíneo (Miyake et al. 1986) y en menor grado con las células de Leydig 

en la regulación de la esteroidogénesis (Lacombe et al. 2007). 

 

Funciones testiculares  

En el testículo se llevan a cabo dos funciones, la esteroidogénesis en las células de Leydig y la 

espermatogénesis en los túbulos seminíferos (Amory y Bremner 2001; Sofikitis et al. 2008). 

 

Esteroidogénesis  

La síntesis y liberación de hormonas esteroides se define como esteroidogénesis,  la T es el 

principal producto de su secreción, puede ser convertida a androstenediona, 

Dihidroxitestosterona (DHT) o  aromatizado a estradiol (E2) por las células de Sertoli u otros 

órganos (Stocco y McPhaul 2006). 

 

Las hormonas esteroides se forman a partir del colesterol, molécula formada por tres anillos 

derivados del fenantreno (A, B y C), uno derivado del ciclo pentano, dos radicales metil en 

posición C10 y C13, un radical hidroxil en C3 y una cadena alifática (8 carbonos) en C17 (Baynes  

2006) (Figura 3). El colesterol  se obtiene de tres fuentes: i) síntesis de novo a partir de la acetil 
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coenzima A (Acetil Co-A); ii) lipoproteínas de alta densidad (HDL), que se unen a su receptor 

específico tipo “scavenger” (SR-B1), o lipoproteínas de baja densidad (LDL) que  se unen a su 

receptor acoplado a clatrinas que son endocitadas; iii) hidrólisis de ésteres de colesterol 

almacenados como gotas de lípidos en el interior de las células (Stocco y McPhaul  2006)(Figura 

3).  

 

El colesterol que ingresa a la célula de Leydig es transportado por la proteína reguladora de la 

esteroidogénesis aguda (StAR) hacia el interior de la mitocondria, la translocación del 

colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna es el paso limitante en la 

esteroidogénesis. La enzima citocromo p450 (p450scc) hidroliza la cadena lateral de la 

molécula y forma pregnenolona, esta reacción limita la producción de hormonas esteroides 

(Stocco y McPhaul  2006) (Figura 4). 

 

La pregnenolona es trasportada al retículo endoplásmico liso y biotransformada en 

progesterona (P4), por dos vías enzimáticas, la Δ4 y Δ5 (Figura 4). En la Δ4 (rata y ratón), 

llamada vía de las cetonas,  es la ruta de las moléculas  que poseen un enlace de insaturación 

entre la posición del C4 y C5 y presentan un  radical ceto en C3, donde a partir de pregnenolona 

se sintetiza 17α-hidroxiprogesterona  (Berg et al. 2008). 

 

En esta ruta es necesaria la acción de dos complejos de enzimas que se encuentran en el 

retículo endoplásmico, el primer complejo, es la 3ß-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3ß-HSD) 

y una enzima isomerasa (4-5 isomerasa), que  forma un doble enlace entre la posición del C4 

y C5, juntas convierten la pregnenolona en P4. El segundo complejo, por acción de la 17α-

hidroxilasa (CYP17a1) convierte la P4 en 17α-hidroxi-progesterona (Figura 4), ésta experimenta 

posteriormente el efecto de la 17, 20 liasa para formar DHEA y acetaldehído, y posteriormente 

es oxidada en el C3 por la 3ß-HSD en presencia de NADPH+H; posteriormente se produce la 

isomerización del doble enlace en posición C5-C6, por la enzima isomerasa (Sanderson 2006; 

Gómez-Chang et al. 2012).  
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En la  ruta Δ5 (perro, conejo, primates superiores y humano), la molécula esteroide posee un 

enlace de insaturación entre el C5 y C6, un radical hidroxilo en C3 (Berg et al. 2008). 

 

Figura 3. Esteroidogénesis testicular,  incorporación del colesterol transformación a pregnenolona en la 
mitocondria y transporte al retículo endoplásmico liso para la formación de testosterona Tomado de (Yen y 
Jaffe 2009). 

 

La pregnenolona es convertida en 17-OH pregnenolona por acción de la enzima 17α-

hidroxilasa y posteriormente en 17-OH progesterona por la 3β-HSD, o por medio de la enzima 

17α-hidroxilasa (liasa) en dehidroenpiandrosterona (DHEA). Ambas moléculas son sustrato 

para la biosíntesis de androstenediona, punto convergente de ambas rutas metabólicas a 
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partir de las cuales la enzima 17 β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD) incorpora un 

radical hidroxilo en el carbono 17 y la transforma en testosterona (Sanderson 2006), que es 5α 

reducida por acción de la 5α-reductasa y forma DHT (Stocco y McPhaul 2006).  

 

La  LH regula la esteroidogénesis vía su unión al receptor membranal en la célula de Leydig, 

por medio de la disociación de la subunidad alfa de la proteína G. Esta activa la adenilato ciclasa 

y favorece la formación de AMPc, segundo mensajero que estimula al sistema de cinasas y 

genera la fosforilación de la proteína StAR e incrementa la actividad de las enzimas 

esteroidogénicas (Stocco y McPhaul 2006; Gómez-Chang et al. 2012)(Figura 4). 

 

 

               Figura 4. Rutas de síntesis de hormonas esteroides Tomada y modificada de (Yen y Jaffe 2009).  

 

´ 
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Espermatogénesis  

La espermatogénesis es la secuencia de eventos citológicos y funcionales que ocurren al 

interior de los túbulos seminíferos. Durante los cuales las células germinales se dividen, 

diferencian y transforman, para dar lugar a la formación de espermatozoides ( O’Donnell et al. 

2001; Meachem et al. 2006;). 

 

En el túbulo seminífero de la rata se observan asociaciones celulares divididas en 19 etapas, 

agrupadas en 14 estadios (Figura 5).  Estas se presentan en cada sección determinada de los 

túbulos seminíferos (Hermo et al. 2010)  y aparecen repetidamente cada 12-13 días 

aproximadamente (Gonzales et al. 2006) y se denomina ciclo del epitelio seminífero. Las 

espermatogonias completan su diferenciación en un periodo aproximado de cinco ciclos, es 

decir, 65 días, antes de ser liberadas como espermatozoides (Hermo et al. 2010).  

 

Se describen cuatro etapas: I) Renovación de las espermatogonias por mitosis, II) Duplicación 

del ADN y el entrecruzamiento de las cromátidas (células tetraploides)  III) Dos divisiones 

celulares, meióticas, que involucran la reducción de los cromosomas a la mitad y IV) 

Transformación de la espermátida a un espermatozoide, proceso que se denomina 

espermiogénesis (Hess y De França 2005). 

 

En la primera etapa, las espermatogonias diploides localizadas en la base del túbulo seminífero 

se multiplican por mitosis. A medida que éstas se desarrollan dan origen a dos tipos de células,  

las espermatogonias tipo A) que  se dividen en dos subtipos, “A oscuras” (A1) (Figura 6), 

consideradas no proliferativas porque solo renuevan constantemente la población de 

espermatogonias A1, y el segundo las “A pálidas” (A2), proliferativas (Figura 6), que se dividen  

y dan origen a las tipo A2, A3 y A4, que se caracterizan por tener el núcleo elongado y 

prominente. Las A4 (más diferenciadas) acumulan más cromatina en la membrana nuclear y el 

núcleo adquiere forma ovoide (Hess y De França 2005).  
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En la segunda etapa, aproximadamente la mitad de la población de las espermatogonias A4 se 

diferencian a las tipo B (Figura 6). Mientras que la otra mitad de la población de células no 

pierde sus características progenitoras, lo cual les permite conservar la población de reserva 

(Meachem et al. 2006; Hermo et al. 2010; Fallis 2013). 

 

Las espermatogonias tipo B originan a los espermatocitos primarios, que se localizan en la 

porción superior del compartimiento basal del túbulo seminífero. Son células diploides 

grandes que migran a través de las uniones estrechas de las células de Sertoli. En el momento 

que se encuentran por encima de la barrera hematotesticular han finalizado la síntesis de ADN 

y dan paso a la tercera etapa de la espermatogénesis, la división meiótica (Hermo et al. 2010; 

Meachem et al. 2006).  

 

Al finalizar la primera división meiótica se generan dos células, los espermatocitos secundarios, 

que experimentan la meiosis II, y como resultado se forman cuatro células haploides, las 

espermátidas redondas. Éstas se transforman en espermátidas elongadas y se desplazan a la 

región inferior del compartimiento adluminal del túbulo. Conjuntamente a las divisiones 

mitóticas y meióticas que se llevan a cabo se denomina espermacitogénesis (O’Donnell et al. 

2001; Meachem et al. 2006). 

 

En la cuarta etapa o espermiogénesis, en la espermátida se produce compactación de la 

cromatina, reacomodo de las mitocondrias en la pieza media, formación del acrosoma y del 

flagelo, para dar origen al espermatozoide. 

Durante la espermiogénesis se describen cuatro fases: I)  Golgi, II) capuchón, III) acrosómica y 

IV) maduración: 

I) En la fase de Golgi la posición del aparato de Golgi se invierte, la cara trans se orienta al 

núcleo, la cromatina se condensa, las mitocondrias se desplazan a la periferia y se forma 

la vesícula acrosómica. En el lado opuesto a esto ocurre una deformación en la 

membrana nuclear que forma la foseta de implantación a donde migran los centriolos.  
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II) En la fase de capuchón, la vesícula acrosómica forma un ángulo mayor de 45º con el 

centro del núcleo. Inicia la formación del flagelo, se desarrolla el “annulus”  estructura 

en forma de anillo de donde salen las columnas que recorren la zona principal del flagelo 

(Figura 5). También se forma el manguito (manchette), un anillo que rodea al núcleo y 

actúa como centro organizador de microtúbulos que ayudaran al desplazamiento de los 

organelos hacia esa zona, excepto al aparato de Golgi, que lo hará sin necesidad de ellos, 

y la vesícula acrosómica  que se une al núcleo.  

III) En la  fase  acrosómica, la orientación en la célula cambia y el  flagelo se dirige hacia la 

luz del túbulo seminífero. La cromatina se condensa en láminas y en la unión del flagelo 

con el núcleo se forma el capítulo, estructura de refuerzo. Al final de esta fase el 

manchette desaparece y las mitocondrias se agrupan entre el núcleo y el annulus, cerca 

de los microtúbulos que forman el axonema del flagelo (Figura 6). 

IV) En la fase de maduración, el núcleo se condensa, las mitocondrias se agrupan en hélices 

alrededor de los microtúbulos entre el annulus y el núcleo. Se pierde la mayor parte del 

citoplasma y los orgánulos a excepción de las mitocondrias que formen la hélice y el par 

de centriolos que son necesarios para el desarrollo del flagelo (Langman 2004). 

 

Los espermatozoides completamente formados, se localizan en los estadios VII y VIII del ciclo 

del epitelio seminífero. En consecuencia, si se examinan las asociaciones celulares en todos los 

segmentos de un túbulo seminífero, se comprobará una progresión ordenada desde un estadio 

del ciclo hacia el siguiente (Cobb y Handel 1998). 

 

El espermatozoide maduro está formado por las siguientes regiones: Cabeza, pieza media y 

flagelo. En los roedores incluidos la rata, la cabeza es de forma falciforme (gancho). La cabeza 

contiene el núcleo que alberga el ADN y el acrosoma que almacena las enzimas que degradan 

las proteínas de la zona pelúcida del ovocito durante la fertilización (Figura 7 A) (Cummins y 

Woodall 1985; Eddy. 2006; Meachem et al. 2006). 
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Entre la pieza media y la cabeza se encuentra adyacente la pieza de conexión, formada por 

fibras de anclaje y la fosa (Figura 7B). Esta estructura es responsable del anclaje del flagelo a 

la cabeza del espermatozoide. La pieza media alberga las mitocondrias que proveen de energía 

a los microtúbulos del flagelo, esencial en el batido del flagelo y la movilidad de esta célula 

(Figura 7 B) (Eddy 2006).
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Figura 5. Estadios del ciclo del epitelio seminífero en la rata macho adulta. Los estadios son indicados en números romanos del I-XIV. Las columnas verticales 
indican los diferentes tipos de células presentes en cada estadio Tomado de (Dym y Clermont 1970). 
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Figura 6. Etapas de la espermatogénesis: espermatocitogénesis y espermiogénesis  Tomado y modificado de (Langman 2004). 

Figura 4. Etapas de la espermatogénesis; espermatocitogénesis, espermiogénesis (derecha) (Tomado y modificado de Sadler 2004). 
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En la región más caudal de la pieza de conexión se encuentra el axonema, constituido por dos 

microtúbulos centrales y nueve microtúbulos periféricos formados por dos subunidades de 

tubulina (A y B), que conforman el flagelo en un arreglo  (9+2). El flagelo es rodeado por anillos 

circunferenciales desde la pieza media a la principal que le proporcionan rigidez (Figura 7 

C)(Eddy 2006). 

 

Figura 7. Estructuras del espermatozoide de rata A) región de la cabeza vista lateral y frontal B) pieza de 
conexión y pieza media C) flagelo Tomado y modificado de (Eddy 2006).  
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Cuando culmina la espermiogénesis, los espermatozoides son liberados de las células de Sertoli 

y pierden el contacto con estas (espermiación). Durante este proceso los espermatozoides de 

la luz del túbulo seminífero son transportados hacia los túbulos rectos, la rete testis y el 

epidídimo donde completan su maduración (Köning y Liebich 2005; Breed y Setchell 2006; 

Meachem et al. 2006; Sullivan y Mieusset 2016). 

 

El epidídimo es un conducto plegado, de gran longitud, posee tres regiones anatómicas, la 

cabeza, el cuerpo y la cola. La cabeza recibe los espermatozoides y el fluido en el que son 

transportados, es la primera zona donde maduran los espermatozoides. En el cuerpo del 

epidídimo se reabsorbe el exceso de fluido tubular y en la cola se almacenan los 

espermatozoides ( Fallis 2013; Sullivan y Mieusset 2016). 

 

La maduración espermática que ocurre en la cabeza y cuerpo del epidídimo, incluye: a) el 

incremento en el vigor de la movilidad y el cambio de un movimiento circular a progresivo; b) 

el desplazamiento de la gota citoplásmica del cuello a la pieza media del flagelo. En la  cola del 

epidídimo se producen: c) cambios en la carga de membrana del espermatozoides debido a 

cambios en las proteínas; d) modificación en la composición de lípidos de la membrana. En 

algunas especies también se presenta la remodelación masiva de la forma del acrosoma. 

Conjuntamente estos cambios contribuyen a que el espermatozoide adquiera su capacidad de 

fertilizar al ovocito (Sullivan y Mieusset 2016). 

 

Los espermatozoides se almacenan en la cola del epidídimo hasta la eyaculación, se 

encuentran en estado de quiescencia como resultado de cuatro factores i) La disminución de 

la concentración del ion Na+ en el lumen del túbulo epididimario; ii) La alta concentración de 

espermatozoides y la subsecuente disminución de la concentración de O2 y aumento de CO2 in 

situ; iii) la secreción de mucoproteínas por las células epiteliales que actúan como factores 

decapacitantes que mantienen a los espermatozoides en quiescencia hasta su expulsión (Fallis 

2013). 
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Regulación de las funciones del testículo  

 Las funciones gonadales del macho son reguladas por el eje hipotálamo-hipófisis-testículo 

(HHG) (Ulloa-Aguirre y Timossi 2000; Padmanabhan y Sharma 2001) (Figura 8). El hipotálamo 

secreta la GnRH, neurohormona que estimula la secreción de FSH y LH, esenciales en la 

regulación de la espermatogénesis y esteroidogénesis (Amory y Bremner 2001; Clarke y 

Pompolo 2005; Ramaswamy y Weinbauer 2014; Kunimura et al. 2017)(Figura 8).  

 

La GnRH es un decapéptido cuya secuencia es pyro Glu-Su-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly 

CONH2 (Amoss et al. 1971). Es producida por neuronas localizadas en la banda diagonal, 

septum medial y el hipotálamo rostral (Jennes et al. 1997; Plant et al. 2015; Herbison 2016), 

las neuronas GnRH érgicas forman parte de los núcleos arcuato (Narc), núcleo peri ventricular 

(NPev),  núcleo paraventricular (NPV) y el área preóptica, que envían proyecciones hacia la 

eminencia media, en donde se libera y transporta por el sistema portal hipotalámico (Clarke y 

Pompolo 2005) hacia la adenohipófisis y estimula la síntesis y liberación de las gonadotropinas 

(Pawson y McNeilly 2005; Thompson y Kaiser 2014). 

 

Las gonadotropinas FSH y LH son glicoproteínas heterodiméricas conformadas por dos 

subunidades, la subunidad α de 92 aminoácidos común para ambas proteínas y una subunidad  

β  específica para cada hormona, (124 aminoácidos para FSH y 110 para la LH). Las subunidades 

α y β están unidas entre ellas por un enlace no covalente. Las subunidades específicas para 

FSH o LH son expresadas en 70-90% de los gonadotropos de la hipófisis anterior (McNeilly et 

al. 2003; Abel et al. 2013). Solo una pequeña fracción de las gonadotropinas puede ser 

sintetizada en las células que sintetizan tirotropina (Das y Kumar 2018). Las gonadotropinas 

son liberadas a la circulación y en los testículos regulan la esteroidogénesis y gametogénesis 

(Figura 8) (Yellon, et al. 1990; McCann et al. 2001; Prieto-Gómez y Velázquez-Paniagua 2002; 

Holdcraft y Braun 2004; Herbison 2016). 

 

En el testículo la FSH y LH actúan vía su unión a sus receptores en las células de Sertoli y de 

Leydig respectivamente (Simoni et al. 1999). La FSH regula la proliferación y maduración de las 
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células germinales  (Huhtaniemi 2015; Haywood et al. 2003; Holdcraft y Braun 2004)  y 

favorece la síntesis de inhibina y activina, entre otros factores. La LH estimula la secreción de 

Testosterona (Costa et al. 2010) que difunde al interior de los túbulo seminíferos y también 

actúa en las células de Sertoli, favoreciendo la espermatogénesis (Ulloa-Aguirre y Timossi 

2000; Walker y Cheng 2005; Huhtaniemi 2015). 

 

Ambas gonadotropinas al unirse a sus receptores específicos, interactúan con el extremo 

amino terminal en el dominio extracelular, solo la subunidad β específica para cada hormona 

reconoce a su propio receptor, produce cambios conformacionales en el receptor, estos se 

encuentran acoplados a proteinas G, que al activarse, la subunidad α se separa e interactúa 

con la enzima adenilato ciclasa e incrementa las concentraciónes de AMPc, segundo mensajero 

que activa las protein cinasas A (PKA) (Ulloa-Aguirre y Timossi 2000; Costa et al. 2010; 

Huhtaniemi 2015).  La FSH se une con menor intensidad a su receptor en comparación con la 

LH. La activación de las PKA y protein cinasas c (PKC) fosforila proteínas e inicia los eventos  

que conducen a la síntesis de proteínas y la posterior  proliferación celular (Ulloa-Aguirre y 

Timossi 2000; Walker y Cheng 2005). 

 

La unión de la FSH a su receptor activa en las células de Sertoli al menos 5 vías de señalización: 

(AMPc/PKA; MAPK/ERK; Ca2+; IP3-K/PKB; PLA2A). En todas  las vías de señalización excepto la 

de Ca2+, el cambio conformacional del receptor produce la activación de la proteína G, 

posterior a esto ocurre la activación de las diferentes proteínas. 

 

En la via  AMPc/PKA, como resultado de la unión de la FSH a su receptor en la célula de Sertoli, 

se disocia la subunidad  α de la proteína G,  se activa  a la adenilato ciclasa y se incrementa el 

AMPc, éste activa la enzima PKA y favorece la fosforilación de proteínas o la activación del 

factor transcripción CRE/CREB/CREM, esta vía se relaciona con la transcripción de proteínas y 

la sobrevivencia de las células de Sertoli y de las células germinales (Walker y Cheng 2005). 

Una segunda ruta de formación de AMPc es la vía de señalización IP3-K/ PKB, la cual conduce 
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a la  formación de fosfolípidos específicos y la transformación de glucosa en lactato, principal 

fuente de energía para las células germinales (Walker y Cheng 2005).  

 

En la vía MAPK/ERK,  la unión de la FSH a su receptor, conduce a la activación de ciclinas D1 y 

EF2, relacionadas a la progresión de la mitosis en las células germinales (Walker y Cheng 2005).  

 

El Calcio es una molécula necesaria para el funcionamiento y activación de enzimas 

relacionadas con el movimiento e interacción entre células, incluidas las células de Sertoli, en 

esta vía la interacción de la FSH a su receptor produce un cambio en el potencial de membrana, 

y en consecuencia la apertura de canales de calcio al medio interno (Walker y Cheng 2005).  

 

En la célula de Leydig la interacción de la LH con su receptor de membrana acoplado a 

proteinas G activa las vías de señalización AMPc/ PKA, ó PIP2/DAG. En la primer vía la PKA 

fosforila las enzimas esteroidogénicas y activa la trascripción de factores que promueven la 

expresión de las enzimas StAR y CYP17a1 (Zhang et al. 2018), en la segunda como resultado de 

la PIP2/DAG, favorecen la liberación de Ca2+ en el retículo endoplásmico que actúa como 

segundo mensajero, y activa a la PKC, la cual estimula  también la esteroidogénesis  (Costa et 

al. 2010; Zhang et al. 2018).     

 

La T producida en el testículo es liberada a la circulación sanguínea, actúa en el interior de los 

túbulos seminíferos, en las células de Sertoli, estas en respuesta sintetizan proteínas y factores 

de crecimiento que promueven la maduración y diferenciación de las células germinales 

adyacentes. La actividad de las células de Sertoli depende de la testosterona y la FSH, aunque 

en modelos animales donde la testosterona está ausente la FSH es capaz de mantener la 

espermatogénesis ( Abel et al. 2014; Oduwole et al. 2014). 

 

En la pubertad ambas gonadotropinas estimulan el desarrollo de las células de Sertoli, de 

Leydig y germinales, propician las condiciones necesarias en el inicio y desarrollo de la 

espermatogénesis (Das y Kumar 2018). 
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Figura 8. Eje hipotálamo hipófisis testículo. La GnRH secretada por el hipotálamo estimula la síntesis y 
liberación de FSH y LH por la adenohipófisis, hormonas que actúan en las células de Sertoli y Leydig 
respectivamente y regulan las funciones del testículo, la espermatogénesis y síntesis de testosterona Tomado 

y modificado  de (Jovcev 2018). 
 

La espermatogénesis se encuentra bajo control de la T, debido a que regula la meiosis y la 

espermiogénesis,  así como la sobrevivencia del espermatocito y la espermátida (Ruwanpura, 

et al. 2010). 

 

La testosterona también participa en la regulación de la espermatogénesis (Walker y Cheng 

2005; Walker 2010; Smith y Walker 2014b). Durante el desarrollo de la rata las concentraciónes 

de testosterona en la circulación sistémica alcanzan su concentración máxima alrededor de los 

30-55 días de edad (Ketelslegers et al. 1978), la concentración  intratesticular es 50-100 mayor 

que en el suero (Awoniyi et al. 1990).  
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En el testículo, las células de Leydig, de Sertoli y peritubulares expresan el receptor a 

testosterona (Walker y Cheng 2005). En la rata macho los receptores a andrógenos están 

presentes desde el quinto día de vida después del nacimiento e incrementan del día 35 al 60 

(Buzek 1988; Walker y Cheng 2005), el número de receptores varia durante el ciclo del epitelio 

seminífero, existe mayor número de receptores en las etapas II-VII y disminuye posteriormente 

durante IX-XIII(Smith y Walker 2014b; Smith y Walker 2014a), por lo que la ausencia de 

testosterona induce degeneración de las células germinales (Walczak-Jȩdrzejowska et al. 

2007).  

 

La testosterona mediante la unión a su receptor, permite la interacción con coactivadores y 

factores promotores de la transcripción de ADN (Tsai y O’Malley 1994). Existen más de 200 

genes modulados vía la acción de los andrógenos en las células de Sertoli  (Lindsey y Wilkinson 

1996; Sadate-Ngatchou et al. 2004). 

 

Los andrógenos ejercen sus efectos  mediante dos vías de señalización: 1) Favorecen el influjo 

e incremento de Ca2+ intracelular (Lyng et al.  2000; Walker 2010);  2) Activa la vía tirosin cinasa 

SRC/Sbc,  que a su vez lo hace con las proteínas RAS/MAP cinasas, hasta  unirse con los 

coactivadores de transcripción del ADN (p90rsk; MSK), los cuales modulan la unión de CREB y 

transcripción del ADN; 3) También activan la adenilato ciclasa, la formación del AMPc y la 

activación de PKA, las cuales intervienen en la fosforilación del factor de transcripción CREB, 

ejerciendo un efecto sinérgico en la modulación de la transcripción del ADN (Fix et al. 2004; 

Walker y Cheng 2005).      

 

La falta o disminución de estas hormonas (FSH y/o LH) repercute en el desarrollo de las 

funciones testiculares (Ruwanpura et al. 2010; Sofikitis et al. 2008; Ramaswamy y Weinbauer 

2014). Se ha descrito en la rata macho prepúber con hipofisectomía (Matikainen et al. 1994) o 

inmunizada contra GnRH (Mclachlan et al. 1995), disminuye el peso de los testículos y altera  

la progresión de la espermatogénesis, estos eventos se acompañan de la disminución del 

diámetro del túbulo seminífero. Cuando a estos animales se les administra FSH, el peso de los 
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testículos y el diámetro de los túbulos seminíferos se incrementa y la espermatogénesis se 

reactiva, lo cual se refleja en el incremento en el número de espermatocitos y espermátidas 

redondas.  

 

La FSH favorece la proliferación de las espermatogonias, espermatocitos y modula 

indirectamente la espermiogénesis. En la rata adulta se propone que la FSH no es un regulador 

esencial  en el inicio de la espermatogénesis pero si  es requerido para su mantenimiento 

(O´Shaughnnessy et al. 2010; 2014). Mientras que en el animal prepúber es un factor 

determinante en el inicio de la espermatogénesis (Huhtaniemi 2015).  

 

La participación de la FSH en la espermatogénesis se ha analizado mediante el uso de 

diferentes modelos, el ratón knock out para la subunidad Beta (FSHβKO), o del receptor a FSH 

(FSHRKO) y en animales transgénicos que sobre expresan la subunidad β de la FSH. Cuando la 

FSH no está presente (FSHβKO) disminuye la concentración de FSH y testosterona, el peso de 

los testículos y el número de espermatozoides. En los que no se expresa el receptor (FSHRKO) 

disminuye la espermatogénesis (Layman y Mcdonough 2000), el número y la movilidad de los 

espermatozoides y el volumen de los túbulos seminíferos (Abel 2014), mientras que  aumenta 

el número de formas anormales (Dierich et al. 1998). En contraste los ratones expuestos a 

metalotioneina-1 un  factor promotor de la expresión de la subunidad beta de la FSH, aumenta  

la concentración de esta gonadotropina, de testosterona, del número de espermatozoides y el 

peso de los órganos sexuales y no se modifica la fertilidad de estos animales. Con base en estos 

resultados se propone que la desregulación en la producción o acción de FSH, modifica la la 

producción de espermatozoides  (Dierich et al. 1998; Layman y McDonough 2000).    

  

En relación a la LH, en ratones que no expresan el receptor a LH (LHRKO; LH/HcGR), se 

incrementa la concentración de LH y disminuye la de testosterona en el suero  (Lei et al. 2001), 

la espermatogénesis se detiene en la etapa de espermátidas redondas y disminuye el diámetro 

del túbulo seminífero (Abel et al. 2014), se presenta desorganización de los túbulos 

seminíferos, disminución del tamaño de células de Leydig (Lei et al. 2001) y del desarrollo de 
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los órganos sexuales masculinos (Oduwole et al. 2014). Resultados similares se observan 

cuando la LH no es biológicamente activa debido a un cambio es su estructura, en  ratones con 

deficiencia o falta en la expresión de la LH (LHβ+/-; LHβ null), disminuye el peso de los 

testículos, el número y tamaño de las células de Leydig,  la expresión de los genes que codifican 

para las enzimas de la esteroidogénesis y de la concentración de testosterona. Estos eventos 

se  acompañan por arresto de la espermatogénesis debido a que la espermátidas redonda no 

se diferencia a espermatozoide  (Ma et al. 2004). 

 

Con base en estas evidencias se propone que la desregulación en la producción o de la 

actividad de la LH, modifica el funcionamiento del testículo, disminuye la síntesis de 

andrógenos y la progresión de la espermatogénesis (Abel et al. 2014; Oduwole et al. 2014). 

 

En respuesta a la LH, las células de Leydig sintetizan diversos factores incluida la testosterona, 

hormona  que regulan la espermatogénesis (Oduwole et al. 2014; Pakarainen et al. 2005). Este 

andrógeno es esencial para que los espermatocitos completen la meiosis y se diferencien las 

espermátidas redondas a espermatozoides. En los animales con falta o disminución de la 

acción de los andrógenos, no se observan células germinales postmeióticas y son infértiles 

(O’Shaughnessy et al. 2010; 2014). Efecto similar se presenta en ratones knock out para el 

receptor a andrógenos (ArKO) (Chang et al. 2004; De Gendt et al. 2004). Cuando en ratones 

LH/HcGR  se les administra testosterona, aumenta la concentración de FSH, el tamaño de las 

células de Sertoli y el número de células germinales postmeióticas (Oduwole et al. 2014). 

 

En conjunto las evidencias antes descritas muestran que la LH es esencial en la regulación de 

la esteroidogénesis, mientras que la FSH y la testosterona, son los principales reguladores de 

la espermatogénesis, debido a que estimulan la proliferación y diferenciación de las células 

germinales respectivamente.    
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Serotonina   

La 5-HT se sintetiza a partir del aminoácido esencial, triptófano, vía la acción de dos enzimas: 

la triptófano hidroxilasa (TPH) y la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos  (Mohammad-

Zadeh, y Moses 2008) (Figura 9A). La 5-HT sintetizada se almacena en vesículas, acoplada a la 

proteína vesicular transportadora de serotonina (VMAT2) (Gaspar et al. 2003; Murphy y Lesch 

2008).  En el SNC, la 5-HT se libera en la neurona pre sináptica y se une a sus receptores de 

membrana en la neurona post sináptica. El exceso de la amina es recapturado y transportado 

por la proteína transportadora de serotonina (SERT) al interior de la neurona presináptica, en 

donde por acción de la monoamino oxidasa (MAO) forma el metabolito, ácido 5- 

hidroxiindolacético (5-HIIA)(Figura 9B) (Sur et al. 1996; Muller y Jacobs 2010; Mohammad-

Zadeh y Moses 2008). 

La 5-HT ejerce sus efectos vía la unión a sus receptores específicos (Figura 9B). Estos se 

clasifican en siete familias (5-HT1-7) y se subdividen en 14 subtipos. Todos excepto el 5-HT3 

(Canal iónico) están acoplados a proteínas G (GPCR) (Jørgensen 2007; Mohammad-Zadeh y 

Moses, L. 2008). Únicamente el receptor 5-HT1A y el 1B, se localizan en la neurona 

postsináptica. La unión de 5-HT a los receptores 5-HT1 y 5-HT5 inhibe la síntesis de AMPc, 

mientras que su unión a los receptores 5-HT4, 5-HT6 y  5-HT7 estimulan la producción de éste 

mensajero intracelular. La interacción de la amina con el receptor 5-HT2 activa la Fosfolipasa 

C (PLC), en consecuencia la formación de trifosfato de inositol (IP3) y diacil glicerol (DAG). La 

unión de la 5-HT al receptor 5-HT3 despolariza la membrana plasmática lo que genera un 

intercambio de iones Na+/K+ (Jørgensen 2007; Nichols y Nichols 2008). 
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Figura 9. A) Ruta de síntesis y  B) Sinápsis serotoninergica donde se observa la síntesis y el metabolismo de la 

serotonina Tomado y modificado de (Muller y Jacobs  2010).  
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En el sistema nervioso central la 5-HT es producida por neuronas serotoninérgicas que 

conforman el núcleo del rafé, organizado en 9 paquetes celulares (B1-B9)(Dahlström y Fuxe 

1964; Lesch y Waider 2012). Este núcleo se divide en núcleo dorsal  (NDR), medial (NMR) y del 

puente (NPR). Los núcleos NDR  y NMR proyectan hacia el hipotálamo y la eminencia media 

(Azmitia 1999; Muller 2010; Calizo et al. 2011; Lesch y Waider 2012;). El NMR también proyecta 

sus fibras a la hipófisis (Westlund et al. 1982).  

 

Existen evidencias de la presencia de componentes del sistema serotoninérgico en los órganos 

que conforman el eje HHG (Piezzi et al. 1970; Frungieri et al. 1999).  

 

Además de la inervación serotoninérgica que se origina en el rafé, también se han descrito 

algunos marcadores serotoninérgicos en el hipotálamo, como el RNAm a 5-HT (Wright y Jennes 

1993), la enzima TPH (Saland et al. 1993; Vanhatalo et al. 1995), los receptores 5HT1A, 2C, 4 y 

7 (Wada et al. 2006; Zhang et al. 1999) y su metabolito 5HIIA (López-Doval et al. 2015). En el 

lóbulo anterior de la hipófisis  se  han identificado fibras serotoninérgicas que se originan en 

el núcleo del rafé y  5-HT en los gonadotropos que secretan LH (Payette et al. 2015; Westlund 

et al. 1982; Quirk y Siegel 2005). Con base en estas evidencias anatómicas se sugiere que la 5-

HT participa en la regulación del funcionamiento del hipotálamo y la hipófisis (Justo 1989). 

 

La administración del precursor de la 5-HT, el 5-HTP, en ratas macho de 30 días de edad, 

incrementa la concentración de serotonina en el cerebro y la de FSH en suero (Justo 1989).  La 

inyección intra ventricular de 5,6-DHT, neurotóxico selectivo de neuronas serotoninérgicas, a 

ratas prepúberes, disminuye la concentración de  5-HT en el hipotálamo, efecto que se 

acompaña por la disminución del contenido de  FSH  en la hipófisis y en la concentración de 

esta hormona en el suero, así como el peso de testículos (Collu 1978). En la rata macho 

prepúber de 30 días de edad, la micro inyección de este neurotóxico en el NDR  induce la 

disminución en la concentración de 5-HT en el hipotálamo y la desregulación de la 

espermatogénesis en la etapa adulta (Ayala et al. 2015).  
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En las ratas macho prepúberes de 40-44 días de edad, la administración sistémica de p-cloro 

fenilalanina (PCPA), un inhibidor de la actividad serotoninergica  disminuye la concentración 

de T y el peso de los testículos. Cuando la sustancia se administra a los 30-34 días de edad, se 

observa un efecto similar en la etapa adulta. El restablecimiento de la actividad serotoninérgica 

por la inyección del precursor de 5-HT, el 5-HTP, induce aumento en las concentraciónes de 

testosterona y del peso de los testículos y epidídimos (Shishkina y Dygalo 2000). 

Conjuntamente los resultados antes expuestos sustentan la idea que la serotonina participa 

en la regulación de la secreción de las gonadotropinas y como consecuencia en la 

esteroidogénesis. 

 

La serotonina y algunos de los marcadores del sistema serotoninérgico también se han 

identificado en el testículo (Campos et al. 1990; Tinajero et al. 1993; Syed,  et al. 1999; Haider 

2004; Ayala et al. 2015).  

 

En el testículo del hámster dorado (Frungieri et al. 2002) y de rata (Zieher et al. 1971) se 

encuentra 5-HT, en el citoplasma de las células de Leydig se identificaron; la TPH, enzima 

limitante en la síntesis de 5-HT (Frungieri et al. 2002) y la MAO que metaboliza a la amina (Ellis 

et al. 1972). En la célula de Sertoli de rata adulta se reporta el RNAm de los receptores a 5-HT 

(Syed, et al. 1999). Por estudios farmacológicos se propone que en la célula de Leydig de rata 

se encuentra el receptor 5-HT2A (Tinajero et al. 1993).  

 

La fuente de 5-HT en el testículo son los mastocitos, las plaquetas, la inervación que transcurre 

por el nervio espermático y la que se sintetiza en el órgano por  las células de  Leydig (Dufau 

et al. 1993). Se encuentra en la cápsula de la gónada (Campos et al. 1990; Frungieri et al. 2002), 

en el fluido intersticial (Campos et al. 1990), en las terminales nerviosas que arriban a la túnica 

albugínea y túnica vasculosa (Campos et al. 1990). La denervación farmacológica inducida por 

la administración de un neurotóxico selectivo de las fibras serotoninérgicas (5,6-DHT) 
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(Gerendai et al. 1996) o la sección quirúrgica unilateral del NES, disminuye la concentración de 

5-HT (Campos et al. 1990). 

 

La concentración de serotonina en el testículo varia durante el desarrollo, en la rata es mayor 

en el nacimiento y disminuye en la etapa adulta (120 días de edad) (Zieher et al. 1971). En el  

hámster dorado se identifica 5-HT y 5-HIIA  en la cápsula y tejido intersticial de la gónada y la 

concentración de la amina aumenta a los 36 días y posteriormente disminuye a los 46 días de 

edad (Frungieri et al. 1999). La actividad  de la enzima  (MAO) que degrada la serotonina y la 

transforma en 5-HIIA también varía durante el desarrollo , es mayor en ratas macho de 90 días 

de edad y disminuye en las seniles (410 días de vida) (Ellis et al. 1972).  

 

A la serotonina intratesticular se le asocia con la regulación de la secreción de testosterona 

(Dufau et al. 1993; Tinajero et al. 1993) y del flujo sanguíneo (Piner et al. 2002). Se ha mostrado 

que la manipulación de alguna de las fuentes de serotonina de la gónada del macho altera la 

estructura de la gónada, el aporte sanguíneo o la síntesis de testosterona. En la rata macho 

adulta la administración  intraperitoneal o directamente en el testículo de ritanserina, 

ketanserina, histamina o sustancia 48/80, antagonistas específicos del receptor 5-HT2, 

disminuye la concentración de  5-HT y el flujo sanguíneo del testículo como resultado de la 

vasoconstricción (Collin 1996).  

 

Participación de la serotonina en la regulación de las  funciones del testículo 

Las funciones del testículo son reguladas por el  eje hipotálamo-hipófisis y por mensajeros 

químicos producidos en el testículo, como la serotonina. Esta amina actúa como modulador 

intratesticular en la secreción de testosterona y vía esta hormona en la espermatogénesis  

(Dufau et al.  1993; Tinajero et al. 1993; Csaba et al. 1998).  

 

La acción de la 5-HT en los vasos sanguíneos se asocia con vasoconstricción y en consecuencia 

disminuye el aporte de gonadotropinas al testículo (Burger et al. 2004; Collin 1996; Hedger et 
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al. 1995) y se relaciona con el desarrollo de varicocele e  isquemia testicular (Tinajero et al. 

1993).   

   

Cuando se utilizan células de Leydig mantenidas en cultivo, obtenidas previamente de rata 

adulta y son expuestas a diferentes concentraciónes de hCG, se incrementa la concentración 

de 5-HT de forma dosis dependiente. La amina vía su unión al receptor 5-HT2 estimula la 

secreción de CRF y disminuye la secreción de testosterona (Tinajero et al. 1992). Cuando se 

añade al cultivo un anticuerpo especifico a CRF o un antagonista a CRF se incrementa la 

concentración de testosterona. Este efecto inhibitorio de la 5-HT en la esteroidogénesis es 

mediado por su unión al receptor 5-HT2, ya que la adición del antagonista a este receptor, 

ketanserina,  disminuye la síntesis de CRF inducida por 5-HT e incrementa la producción de 

testosterona(Tinajero et al. 1992). Con base en esto los autores sugieren que la 5-HT disminuye 

la secreción de andrógenos, vía la producción de CRF. 

 

El efecto de la 5-HT en la regulación de la esteroidogénesis varía con  la edad del animal. 

Hedger y colaboradores (1995) observaron que en el animal adulto la inyección intraperitoneal 

de 5-HT disminuye la concentración de LH e inhibina 2 horas post tratamiento, sin afectar la 

producción de FSH y T, mientras que a las 18 hrs disminuye la concentración de este 

andrógeno. Un efecto similar en la concentración de testosterona, se observó cuando tejido 

testicular de rata adulta inyectado previamente en las gónadas con 5-HT, se mantienen en 

cultivo. Mientras que en el animal prepúber con el mismo tratamiento, la concentración de 

testosterona aumenta (Csaba et al. 1998). En ambas edades la administración de ketanserina, 

antagonista de los receptores 5-HT2A, restableció las concentraciónes de testosterona. 

 

Cuando se adiciona 5-HT a células de Sertoli mantenidas en cultivo se  induce la expresión del 

RNAm del receptor a 5-HT, la adición de los antagonistas de los receptores a 5-HT, ketanserina 

o espiperona, inhiben este efecto, lo que sugiere  que la  5-HT actua en la célula de Sertoli 

(Syed et al. 1999). 
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El CRF también estimula la secreción de β-endorfina que actúa en las células de Sertoli 

disminuyendo su respuesta a la FSH, la producción de ABP y con ello la acción de los 

andrógenos, y la desregulación de la espermatogénesis (Dufau et al. 1993). Con base en lo 

anterior se considera que el CRF es una hormona anti reproductiva, debido a que inhibe la 

producción de testosterona intratesticular (Tinajero et al. 1992). 

 

Anfetaminas  

La actividad serotoninérgica es modificada por las anfetaminas o sus derivados (Barenys et al. 

2009; 2010). La primera vez que se sintetizaron fue en 1887 por L. Edelano. Posteriormente se 

descubrió el sulfato de anfetamina y su dextroisomero (Dextro anfetamina; aún más activo) 

que tiene la capacidad de estimular al SNC.  En 1931 la compañía Smith Kline la nombró 

benzedrina y formó parte de la lista de sustancias controladas por la Oficina federal de 

administración de drogas de estados unidos (FDA) (Gilman 1996; Robledo 2008). 

 

Las anfetaminas inducen incremento de las concentraciónes extracelulares de 5-HT 

(Kankaanpä et al. 1998), por desplazamiento del neurotransmisor y de su transportador pre 

sináptico específico, evita que la 5-HT entre en la terminal e invierte el mecanismo de 

recaptura propiciando que la 5-HT se libere al espacio sináptico (Seiden y Sabol 1996; McCann 

y Ricaurte 2004; Robledo 2008; Ricaurte y McCann 2000). En rata la  administración de 

metanfetamina disminuye la concentración y la recaptura  de 5-HT en el SNC, así como la 

actividad de la enzima implicada en su síntesis (TPH). También induce alteraciones 

morfológicas (varicosidades) en los axones de las neuronas serotoninérgicas  (McCann y 

Ricaurte 2004). 

 

Entre los derivados de las anfetaminas se encuentra el  3,4 metilen dioxi meta anfetamina 

(MDMA) y la  pCA, neurotóxicos selectivos de las células  serotoninérgicas (Ricaurte y McCann 

2000; Kalant 2001; Baumgarten y Lachenmayer 2004). A corto plazo, 24 hrs posteriores a su 

administración, induce la liberación de la 5-HT por las terminales nerviosas. Posteriormente 

inhibe a la enzima TPH y como consecuencia disminuye la concentración de 5-HT en  SNC 



  

 

            JUAN ANTONIO DIAZ RAMOS  
38 

(Huether et al. 1997; Kalant, 2001; Baumgarten y Lachenmayer 2004). También disminuye la 

actividad de la enzima MAO, lo que se refleja  en menor concentración del metabolito,  el 5-

HIAA. La pCA a largo plazo (30 días), induce degeneración de las terminales serotoninérgicas 

(Baumgarten 2004). Los efectos en el sistema serotoninérgico que ejerce este derivado de las 

anfetaminas, son  mediados por la formación de  metabolitos, entre los que se encuentran la 

5,6-DHT (Commins et al. 1987).  

 

La 5,6-DHT se ha utilizado ampliamente en estudios farmacológicos por su selectividad para 

destruir las terminales nerviosas serotoninérgicas. Esta propiedad se asocia a su alta afinidad 

para ser capturada por la neurona. El mecanismo por el cual ejerce sus efectos inicia con su 

transporte a las neuronas y su auto-oxidación intra neuronal. Posterior se proponen dos vías 

por las cuales la sustancia oxidada induce degeneración de la neurona serotoninérgica: 1) 

actúa como agente alquilante que daña las proteínas de membrana;  2) Induce la formación 

de  especies reactivas de oxígeno, H2O2, O2
-, y HO, que dañan los lípidos y proteínas de la 

membrana neuronal (Sinhababu y Ghosh 1985; Singh et al. 1990).  

 

Efecto de las anfetaminas en las funciones reproductivas  

La inyección  intraperitoneal de metanfetamina, disminuye el número de espermatozoides  y 

su movilidad e incrementa el porcentaje de anormalidades morfológicas en el espermatozoide 

y de células en apoptosis en el túbulo seminífero (Nudmamud-Thanoi y Thanoi 2011; 2016).  

 

Las anfetaminas y sus derivados también modifican las funciones reproductivas del macho 

debido a su acción en el sistema serotoninérgico del  SNC y en los componentes del eje 

reproductivo  HHG. La inyección del metabolito de la pCA, la 5,6-DHT, en el NDR o NMR 

disminuye la concentración de 5-HT en el hipotálamo (Ayala et al. 2015),  de FSH en suero, el 

peso de los testículos,  el número y movilidad de los espermatozoides (Collu 1978; Ayala et al. 

2015). Estas evidencias llevaron a proponer que el sistema serotoninérgico del hipotálamo es 

esencial en la regulación de la espermatogénesis.  
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La administración sistémica aguda o crónica de uno de los derivados de las anfetaminas, el 

MDMA a ratas macho adultas disminuye el RNAm para la GnRH  y la secreción de testosterona, 

sin modificar la concentración de LH (Dickerson et al. 2008). También el tratamiento crónico 

disminuye el número total y porcentaje de espermatozoides móviles; induce desorganización 

y apoptosis de las células germinales en el túbulo seminífero; incrementa la expresión de la 

caspasa 3, marcador de apoptosis  y produce daño en el ADN de los espermatozoides (Barenys 

et al. 2009).  Estos resultados permitieron a los autores sugerir que el MDMA interrumpe la 

comunicación entre los componentes del eje HHG y altera los mecanismos de regulación del 

testículo.  

 

Cuando en la rata macho prepúber se administra por vía sistémica la pCA, disminuye el peso 

corporal, de los testículos, la concentración de serotonina y  su metabolito 5-HIIA en el 

hipotálamo anterior y medio, la movilidad y el número de espermatozoides. Estos eventos se 

acompañan del  incremento en el número de células germinales en apoptosis (Aragón et al. 

2005; Méndez Palacios et al. 2016). Conjuntamente estos resultados, permiten sugerir que la 

inhibición del sistema serotoninérgico, modifica el funcionamiento del eje HHG, lo que se 

refleja en la disminución de la espermatogénesis y de la calidad espermática.  

 

Calidad espermática  

Se ha reportado que 50% de los casos de infertilidad corresponde al factor masculino. Esta 

puede deberse a condiciones físicas, defectos congénitos, enfermedades o la exposición a 

productos químicos, tóxicos que causan bajo número de espermatozoides o calidad de estos. 

El 30% de los casos tiene su origen en los testículos, y el 5% se relaciona con anormalidades 

endocrinas (Gimeno 2014).  Con base en lo establecido por la OMS en el análisis de muestras 

de semen incluyen aspectos macroscópicos y microscópicos, como el número de 

espermatozoides, movilidad, viabilidad, morfología y presencia de elementos celulares 

distintos a los espermatozoides. El conjunto de estos parámetros define la calidad (Gimeno 

2014). La disminución en la concentración de espermatozoides, la movilidad y el aumento de 
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formas anormales, se asocia con  disminución de la capacidad de fertilización (Marnet et al. 

2000) y en consecuencias de la fertilidad (Bonde et al. 1998; Donnelly et al. 1998).  

 

Las pruebas que evalúan la integridad de la membrana y actividad metabólica del 

espermatozoide se utilizan como indicador de la capacidad de los espermatozoides de 

presentar maduración adecuada (capacitación y reacción acrosomal) y el potencial de 

fecundar al ovocito. Hoy en día nuevas metodologías permiten evaluar la calidad espermática, 

mediante análisis de la fragmentación del ADN (Garner et al. 1994), actividad metabólica  y la 

presencia de marcadores celulares de procesos relacionados con degeneración y muerte 

celular por apoptosis, como las caspasas (Sabes-Alsina et al. 2016).  

 

Muerte celular: Apoptosis 

La apoptosis se define como un patrón de muerte celular programada que permite mantener 

el equilibrio entre la proliferación y muerte celular. Se caracteriza por un conjunto de cambios 

bioquímicos y morfológicos que incluyen la formación de burbujas en la membrana, la 

condensación de la cromatina, el encogimiento celular, la pérdida de adhesión con células 

periféricas y la formación de cuerpos apoptóticos(Majno y Joris 1995; Hetts 1998).   

 

En las células somáticas y germinales del testículo se ha descrito la apoptosis. En la gónada del 

macho es un proceso de remoción del exceso de espermatogonias, que resulta necesario para 

el desarrollo de la espermatogénesis (Dunkel et al. 1997; Tres et al. 2004b) y  la eliminación de 

células dañadas (Tres et al. 2004a). 

 

Las caspasas, proteínas clave en la iniciación y ejecución de la apoptosis, son proteasas de 

cisteína y acido aspártico, se encuentran en su forma inactiva. Durante su activación, forman 

hetero tetrámeros (Dos pro caspasas unidas por interacción del grupo amino en las 

subunidades cortas) con dos sitios activos (Grunewald et al. 2009). 
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Con base en su función, las caspasas se clasifican dependiendo del tipo de función que 

desarrollan en iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10) y ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) (Grunewald et 

al. 2009). Se localizan en el citosol de células y son activadas por dos vías, la extrínseca e 

intrínseca. La primera depende del ligando Fas (apoproteina tipo 1 de la familia de TNF´s) o 

CD95, que se  une a un receptor FADD (receptor o dominio de muerte asociado a Fas) o CD59R 

(receptor a CD95), y promueve la activación de la caspasa 8. La segunda vía se produce por 

factores estresantes que promueven la liberación de citocromo C de la membrana interna de 

la mitocondria hacia el citosol, en cooperación con las proteínas Bax (proteína x asociada a Bcl-

2/Bid (proteína parecida a Bax) o la proteína  Bcl-2 (proteína de las células b de linfoma 2). El 

citocromo c se  une a  la proteína Apaf-1 (Factor activador de apoptosis 1) y se asocia a la 

Caspasa 9 la cual en su forma activa promueve la formación del apoptosoma. En donde al igual 

que la vía extrínseca converge  en este punto y resulta en la activación de las caspasas 3,6 y 7.  

Esta etapa es un punto irreversible del procesos de muerte celular en donde la célula está 

condenada a morir (Grunewald et al. 2009; Majno y Joris 1995; Hetts 1998) 
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JUSTIFICACIÓN  

Las funciones del testículo, esteroidogénesis y espermatogénesis, son reguladas por el eje 

hipotálamo-hipófisis, vía la secreción de la GnRH y de las gonadotropinas. Conjuntamente con 

estas hormonas, las proteínas y la testosterona secretadas por las células testiculares, Sertoli 

y Leydig respectivamente, modulan la multiplicación de las espermatogonias y su 

diferenciación a espermatozoide. Además, las aminas como la serotonina participan en la 

modulación de las funciones del testículo vía su acción en los componentes del eje hipotálamo-

hipófisis o directamente en el testículo. 

 

En la actualidad se usa indiscriminadamente  a las anfetaminas o sus derivados, como drogas 

recreacionales, con fines médicos para el tratamiento de la narcolepsia o en el trastorno por 

déficit de atención e hiperactividad en niños. Estos fármacos o sus metabolitos modifican la 

actividad del sistema serotoninérgico. Se ha mostrado que la serotonina se encuentra en el 

testículo y es esencial en la modulación de la secreción de testosterona y en el mantenimiento 

de la estructura de la gónada en la rata prepúber (30 días de edad).  

 

Aunado a esto se conocen ampliamente los efectos de las anfetaminas en el SNC. Sin embargo, 

hasta el momento no se han estudiado los efectos secundarios que estos fármacos pueden 

generar en el aspecto reproductivo. 

 

Por ello, en el presente trabajo se analizaron los efectos de la administración intratesticular de 

un derivado de las anfetaminas, la pCA, o de su metabolito, la 5,6-dihidroxitriptamina en la 

rata de 30 días, en la concentración de gonadotropinas y testosterona en el suero, en  

marcadores de calidad espermática y de apoptosis en el testículo.  
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HIPÓTESIS 

En la rata prepúber, de 30 días de edad, el sistema serotoninérgico del testículo es esencial en 

la modulación de sus funciones, por lo que la inhibición de este sistema inducirá la disminución 

en la producción de testosterona y alteraciones en la espermatogénesis, que se acompañarán 

de los parámetros de calidad espermática y marcadores de apoptosis en el testículo.  
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OBJETIVO GENERAL 

Analizar en la rata macho prepúber los efectos de la inhibición del sistema serotoninérgico del 

testículo en la espermatogénesis (evaluada por número, movilidad, viabilidad y formas 

anormales de los espermatozoides) y marcadores de apoptosis  en el testículo.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analizar el efecto de la inyección intratesticular de pCA o de la 5,6-dihidroxitriptamina en: 

 

 La espermatogénesis (número, movilidad y anormalidades morfológicas de los 

espermatozoides). 

 

 La viabilidad espermática  (integridad de la membrana y actividad mitocondrial) 

 

 La concentración de testosterona y de gonadotropinas en suero. 

 

 La presencia de caspasas 3 y 7 en el testículo. 

 

 El peso de los órganos del aparato reproductor (testículos, epidídimos, próstata y 

vesículas seminales). 
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MATERIALES Y MÉTODOS   

Se utilizaron ratas macho de 30 días de edad de la cepa CII- ZV, mantenidos en condiciones 

controladas de luz (05:00 a 19:00 hrs) y temperatura (22±2 °C), con acceso al agua y el alimento 

ad libitum siguiendo lo establecido por La Ley Mexicana de Protección de Animales de 

Experimentación (NOM-062-ZOO-1999), especificaciones técnicas para la producción, cuidado 

y uso de los animales de laboratorio,  asi como por el comité de ética de la facultad de Estudios 

Superiores Zaragoza UNAM en su carta del (03/01/2012). 

 

Los animales se dividieron al azar en los siguientes grupos experimentales: 1) Sin tratamiento 

o control absoluto (CA); 2) Animales con inyección intratesticular de solución salina al 0.9% 

(SS);  3) con inyección intratesticular de ácido ascórbico (ASC); 4) con inyección intratesticular 

con pCA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), en tres concentraciónes (0.3 mg, pCA; 0.6 

mg, pCA2X o 12 mg, pCA4X); 5) animales con inyección intratesticular de 5,6-

dihidroxitriptamina (5,6-DHT, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), en tres concentraciónes 

(10 µg, 5,6-DHT; 20 µg, 5,6-DHT2X o 40 µg, 5,6-DHT4X).  

 

Inyección Intratesticular 

Los animales se anestesiaron, se lavó la piel del escroto con jabón quirúrgico y en la región 

caudal del testículo se procedió a introducir una aguja (30G, 22mm) a una profundidad de 5 

mm y acoplada a una bomba de microinyección (CMA microdialysis, North Chelmsfor MA. 

USA). El flujo de inyección fue de 20 µl/minuto. Concluida la inyección, la aguja se mantuvo en 

la misma posición por dos minutos para permitir la difusión de la solución y posteriormente se 

retiró́. El mismo procedimiento se realizó en ambos testículos. El volumen de solución salina, 

ácido ascórbico o de las diferentes dosis de pCA o 5,6-DHT que se inyectaron por testículo fue 

de 20 µl.  
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Procedimiento de Autopsia 

Todos los animales se sacrificaron a los 65 días de edad por decapitación, se colectó la sangre 

del tronco, se extrajeron, disecaron y pesaron los testículos, epidídimos, próstata y vesículas 

seminales. El peso de los órganos se expresó en gramos. 

 

Cuantificación de Gonadotropinas y Testosterona 

En el día de la autopsia, la sangre de dejó coagular a temperatura ambiente, se centrifugó a 

1000 g x 15 minutos. Se separó el suero y se almacenó a -20°C hasta la cuantificación  de 

hormonas.  

 

La concentración de gonadotropinas se evaluó por la técnica de radioinmunoanálisis (RIA) de 

doble anticuerpo. Se emplearon los anticuerpos NIAMDD-Rat-LH-RP3 y NIAMDD-Rat-FSH-RP2 

para LH y FSH respectivamente, proporcionados por la National Hormone and Pituitary 

Program (Baltimore, MD, USA). Los coeficientes intra e inter ensayo fueron: 5.74 y 7.91% para 

FSH; 6.82 y 9.32% para LH. La concentración de las gonadotropinas se expresó en nanogramos 

por mililitro (ng/ml). 

 

La concentración de testosterona en el suero se  cuantificó por la técnica de ELISA, con el Kit 

AccuBind (Monobind Inc. Lake Forest, Ca, USA) y se expresó en picogramos por mililitro 

(pg/ml).  

 

Evaluación de Parámetros de Calidad Espermática 

Se disecaron y extrajeron los conductos deferentes y el contenido de ambos conductos se 

colocaron en 2500 μl de solución de Hank ́s (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). La 

solución espermática se incubó a una temperatura de 37ºC durante 30 minutos, para la 

posterior evaluación de los diferentes parámetros de calidad espermática (número, movilidad 

y anormalidades de los espermatozoides). 
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Movilidad espermática  

Se colocó́ una gota de la solución espermática en un portaobjetos y se contaron 200 

espermatozoides a 400X en un microscopio de contraste de fases (Motic Europe Wetzlar 

Deutschland) con cámara integrada (Stingray allied Exton, PA, USA). El porcentaje de 

espermatozoides móviles se expresaron como la media de los espermatozoides móviles 

respecto del número de células x 100.  

 

Número espermático 

Se tomó́ una gota de solución espermática, se diluyó en glutaraldehido y PBS (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA), se resuspendieron los espermatozoides y se colocaron 15µl aprox en  

cámara de Neubauer, (PROPER Lumycite 1/100mm profundidad). Se contó́ el número de 

espermatozoides, se multiplicó por el factor de dilución de la alícuota preparada y del factor 

de dilución de la cámara, se calculó la densidad (x106/ ml) y el número total de 

espermatozoides, los resultados se expresaron en millones totales de espermatozoides (x106).  

 

Densidad relativa = conteo X factor dilución de la muestra X factor de dilución de la cámara de Neubauer  

Número total de espermatozoides = densidad relativa X volumen final de la solución espermática. 

 

 Anormalidades Morfológicas del Espermatozoide 

Una  gota de 20 µl de la solución espermática se colocó en un portaobjetos, se realizó un frotis 

deslizando la gota de solución espermática con ayuda de otro portaobjetos. La preparación se 

dejó secar, y se tiño con la técnica de hematoxilina-eosina. Con ayuda de un microscopio de 

campo claro (Nikon Melville, N.Y USA) a un aumento de 100x se contaron 200 espermatozoides 

y se registró el número de espermatozoides con morfología normal y  anormal. Se 

consideraron las siguientes anormalidades en la cabeza, pieza media y flagelo: 

 Sin cabeza 

 Cabeza plana 

 Cabeza doble 

 Cabeza de alfiler 

 Pieza media doblada 

 Gota citoplásmica  

 Flagelo doblado 

 Flagelo corto 

 Flagelo enroscado 
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También se evaluaron los espermatozoides que presentaron más de una anormalidad. Los 

datos se expresaron como porcentajes del total de espermatozoides contados. 

 

Viabilidad espermática 

Integridad de la Membrana 

Los espermatozoides se tiñeron con los fluorocromos, SYBR14/yoduro de propidio (IP) (Kit Live 

dead sperm viability; Eugene, Oregon, USA). En tubos eppendorf se colocó 100 µL de solución 

espermática, a la que se le agregó SYBR14 (2 µmol) más IP (12 µmol) y la solución se incubó a 

37°C por 5 minutos. Posteriormente se realizó la lectura del porcentaje de células positivas 

para cada fluorocromo, se contaron diez mil eventos (espermatozoides) en un citometro  FACS 

Aria II (Becton Biosciences, San José CA, USA). Los espermatozoides viables con membrana 

plasmática intacta presentan fluorescencia verde (SyBR-14 +), mientras que los 

espermatozoides con membrana plasmática dañada (muertos) se tiñen de color rojo por 

acción del IP.  

 

Actividad Mitocondrial 

Los espermatozoides se tiñeron con los fluorocromos Resazurin/SYTOX (Live dead sperm 

viability kit L-34951 Molecular Probes, Eugene, OR, USA), siguiendo la metodología propuesta 

por Zrimsek et al., 2006, los reactivos se prepararon y almacenaron hasta su usó. En tubos 

eppendorf se colocó 100 µl de solución espermática, a las que se les agregaron Resazurin 

(50mmol)/SYTOX [1mmol] y se incubaron a 37°C por 15 minutos. Posteriormente se realizó la 

lectura del porcentaje de células positivas para cada fluorocromo, se contaron diez mil eventos 

(espermatozoides) en un citómetro  FACS Aria II (Becton Biosciences, San José CA, USA). Los 

espermatozoides viables con actividad mitocondrial intacta presentan fluorescencia verde 

(Resazurin +), mientras que los espermatozoides con daño (muertos) se tiñen de color rojo por 

acción del Sytox.  
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Caspasas activas 3 y 7 en Espermatozoides 

Se realizó la tinción con FLICA/SYTOX (Kit Vybrant FAM Caspase-3 and 7 assay, Eugene, OR, 

USA), el fluorocromo FLICA es una fluorometil-cetona (FMK) acoplada a una secuencia de 

aminoácidos ácido aspártico, ácido glutámico, valina, ácido aspártico (DEVD) y a una molécula 

de carboxifluoresceina (FAM), nombrada como FLICA, como herramienta para la detección 

específica de caspasas 3 y 7 activas. Se colocaron en un tubo eppendorff 14.5 µL de solución 

espermática a la que se le agregó FLICA (30x) más SYTOX (1mmol) y se incubaron a 37°C por 

60 minutos.  

 

Posteriormente, se realizó́ la lectura del porcentaje de células positivas para cada fluorocromo, 

se contaron diez mil eventos (espermatozoides) en un citometro  FACS Aria II (Becton 

Biosciences, San José CA, USA). 

 

Los análisis de las citometrías de flujo se realizó con el software BD FACS Diva versión 6.0 

(Becton Dickinson).  Previo a la digitalización se realizó́ la compensación de la fluorescencia, 

para identificar las subpoblaciones. Por cada archivo los eventos positivos se procesaron con 

el software WiList 3.2 (Veritiy Software House Inc. Topsham, Maine, USA). Se consideró la 

región con fluorescencia más alta como la subpoblación positiva para cada fluorocromo, dicha 

región se digitalizó en función del total de eventos registrados, los valores se agruparon y 

analizaron. El porcentaje de eventos positivos obtenidos se expresó́ como la media ± SD.  

 

Evaluación de Caspasas 3 y 7  por Western Blot en testículo  

Se prepararon alícuotas del contenido total de proteína extraída del tejido testicular, para ello 

se tomó una muestra  de tejido la cual se congelo a -20˚C hasta su procesamiento. Se tomaron 

150mg muestra, los cuales se solubilizaron en 500µl aprox, de buffer de lisis complementado 

con inhibidores de proteasas, la muestra se macero con un sonicador (MSE United kingdom) 

en frio, el producto de  la sonicación reposó por 10 min en nitrógeno líquido y posterior a ello 

se centrifugaron a 15000 rpm durante 30-45 minutos a 4°C, se extrajo el sobrenadante, se 

colectó el sobrenadante  y se conservaron los pellets generados y se almacenaron a -20°C.   
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El contenido total de proteína, producto de la extracción de proteína  testícular se cuantificó 

mediante el kit de cuantificación con ácido bicinconinico BCA (Thermo Scientific protein, 

Waltham, MA USA) y se analizó según las especificaciones del fabricante en un lector de placas 

de ELISA (Thermo Scientific  Multiskan Go; Waltham, MA USA).  

 

Electroforesis en Condiciones Desnaturalizantes SDS-PAGE  

Se realizó la electroforesis SDS-PAGE, para ello se agregó solución de laemnlli a las alícuotas 

de proteína total de testículo, se desnaturalizaron por ebullición posterior a ello las muestras 

se colocaron en hielo y centrifugaron durante 25-30 minutos a 4 °C.   

 

Se cargaron los geles de gradiente de poliacrilamida prefabricados (Miniprotean TGX, BIO-RAD 

laboratorios Hércules CA, USA). Se colocaron en una cámara de electroforesis (miniprotean 

tetracell BIO-RAD laboratorios Hércules CA, USA), se corrieron a voltaje constante y 

posteriormente se realizó la transferencia  a membranas de nitrocelulosa en una cámara de 

transferencia (Transblot BIO-RAD laboratorios Hercules CA, USA), al término, la membrana de 

nitrocelulosa se colocó en cajas para WB con tris buffer+ tween al 1% (TBS-T).  

 

Western Blot  

Se bloquearon las interacciones inespecíficas con TBS-T más albumina sérica bovina BSA 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Se realizaron  lavados con TBS-T. Las membranas se 

incubaron con los anticuerpos específicos para Caspasa 3 (abcam 13585 Cambridge, MA USA) 

o 7 activa (abcam 2323 Cambridge, MA USA) a 37°C, posteriormente las membranas se lavaron 

con TBS-T, se incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo secundario acoplado a 

peroxidasa de rábano (HRP) 7076 y 7074 respectivamente (Cell Signaling Boston MA. USA). Las 

membranas se lavaron con TBS-T y se revelaron por quimioluminiscencia con un kit de 

luminol+peróxido de hidrogeno (super signal pico west thermo sienctific Walthman MA USA) 

y con ayuda de un fotodocumentador (C-Digit Blot scanner Licor Lincon NE USA). Las imágenes 

adquiridas se analizaron con el software Image studio lite 5.3.2 (Licor Lincon NE USA).  
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Análisis Estadístico 

El peso de los órganos del aparato reproductor, la concentración de gonadotropinas y 

testosterona y número y densidad de los espermatozoides se analizaron por la prueba de 

ANOVA seguida de una prueba de Tukey. La movilidad, viabilidad, anormalidades morfológicas 

de los espermatozoides y densidades ópticas relativas se analizaron con la prueba exacta de 

Fisher o una prueba de Xi2. Se consideraron significativas las diferencias si el valor de P fue 

igual o menor de 0.05. Todos los análisis se realizaron con el software SigmaStat 3.5 (San José 

CA. USA).  
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RESULTADOS 

Efecto de la inyección intratesticular de pCA o 5,6-DHT en el peso corporal y de 

los órganos del aparato reproductor. 

En los animales con inyección de solución salina se incrementó el peso corporal, mientras que 

en los que se les administró ácido ascórbico no se modificó este parámetro. El peso de los 

testículos, el epidídimo, la próstata o la vesícula seminal fueron similares en comparación al 

grupo de animales testigo absoluto (Cuadro 1). 

  

Cuadro 1. (Media ± e.e.m.) del peso corporal y de los órganos del aparato reproductor (gramos) de ratas macho 

testigo absoluto (TA), inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido 

ascórbico (ASC), o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad. 

Grupo  Peso corporal  Testículos  Epidídimos  Próstata  

Vesícula 
Seminal 

           
Testigo Absoluto  290±7.45  1.54±0.03  0.29±0.013  0.26±0.015  0.43±0.03 

Solución Salina  314±6.88 a  1.63±0.02  0.32±0.012  0.26±0.012  0.36±0.02 

pCA  312±4.96  1.72±0.02  0.32±0.002  0.27±0.018  0.45±0.02 

pCA 2x  312±5.77  1.59±0.03  0.30±0.008  0.24±0.020 b 0.37±0.02 

pCA 4x  289±11.4  1.56±0.03  0.29±0.010  0.22±0.014 b 0.39±0.02 
           
Ácido Ascórbico  304±6.79  1.53±0.02  0.31±0.01  0.26±0.017  0.39±0.03 

5,6-DHT  300±10.14  1.48±0.04  0.33±0.003  0.24±0.016  0.31±0.01 

5,6-DHT 2x  291±9.08  1.49±0.01  0.29±0.005 b  0.19±0.020 b  0.38±0.02 

5,6-DHT 4x  304±2.8  1.49±0.01  0.30±0.005   0.21±0.011 b  0.38±0.01 

             

 a, P<0.05 vs. TA; b, P<0.05 vs. SS o ASC (Prueba de ANOVA seguida de Tukey). 

 

En comparación con su respectivo grupo con vehículo, en los animales que fueron inyectados 

con las diferentes dosis de pCA o 5,6-DHT no se modificó el peso corporal, el de los testículos, 

del epidídimo y la vesícula seminal. En los animales con inyección intratesticular de 5,6-DHT2X, 

el peso de los epidídimos fue menor en comparación con su grupo vehículo (Cuadro 1). 
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El peso de la próstata no se modificó en los animales que se trataron con la menor dosis de 

pCA o 5,6-DHT en comparación con sus respectivos grupos vehículo. Mientras que si disminuyó 

cuando los animales se trataron con las dosis mayores de pCA2X, pCA 4X o 5,6-DHT2X o 5,6-

DHT4X  (Cuadro 1).  

 

Efecto de la inyección intratesticular de pCA o 5,6-DHT en la concentración de 

gonadotropinas y testosterona  

En comparación con el grupo de animales testigo absoluto, en los que se inyectaron con 

solución salina  no se modificó la concentración de FSH en el suero, pero la de LH disminuyó, 

mientras en los inyectados con ácido ascórbico disminuyó la concentración de FSH  y la de LH 

no se modificó (Cuadro 2). 

 

Cuadro 2. (Media ± e.e.m.) de la concentración de FSH  y LH (ng/ml) en el suero de ratas macho testigo absoluto 

(TA), inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC), 

o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad. 

 

 

                 a, P<0.05 vs. TA; b, P<0.05 vs. SS o ASC (Prueba de ANOVA seguida de Tukey). 

 

Grupo  FSH   LH          
Testigo Absoluto  1.63±0.25  0.78±0.14  
Solución Salina  1.78±0.18  0.32±0.12 a 

pCA  0.79±0.10 b  0.43±0.05  
pCA 2x  1.09±0.14 b  0.92±0.09 b 

pCA 4x  0.65±0.11 b  0.73±0.10 b 
      
Ácido Ascórbico  0.89±0.09 a  0.86±0.48  
5,6-DHT  1.51±0.2 b  0.99±0.2  
5,6-DHT 2x  0.83±0.15  0.63±0.14  
5,6-DHT 4x  0.73±0.12  0.82±0.17  
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Los animales inyectados con las diferentes dosis de pCA la concentración de FSH disminuyó y 

con  la dosis más baja de 5,6-DHT, la concentración de FSH fue mayor en relación con su 

respectivo grupo vehículo. (Cuadro 2).  

 

En los animales que se les inyectó la 5,6-DHT la concentración de LH no se modificó en 

comparación con su grupo con vehículo, cuando se inyectaron las dosis más altas de pCA la 

concentración de esta hormona se incrementó (Cuadro 2). 

 

En los animales que se les inyectó solución salina o ácido ascórbico, la concentración de 

testosterona disminuyó significativamente en comparación con los animales testigo absoluto.  

 

Figura 11. (Media ± e.e.m.) de la concentración de testosterona (ng/ml) en el suero de ratas macho testigo 

absoluto (TA), inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido 

ascórbico (ASC), o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad, a, P <0.05 vs TA; b, 

P < 0.05 vs SS o ASC. (Prueba de ANOVA seguida de Tukey).  
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En comparación con su respectivo grupo con vehículo, en los animales que se les inyectó la 

dosis de pCA2x y 4X la concentración de testosterona disminuyó. Este efecto se observó con 

la dosis más baja de 5,6-DHT (Figura 11). 

 

Parámetros de Calidad Espermática 

Número total de espermatozoides 

En comparación con el grupo de animales testigo absoluto la inyección de solución salina o de 

ácido ascórbico no  modificó el número de espermatozoides. Un efecto similar se observó en 

los animales que se trataron con las diferentes dosis de 5,6-DHT o con las dosis más bajas de 

pCA cuando  se comparó con sus respectivos grupos inyectados con vehículo (Cuadro 3). 

 

 

Cuadro 3. (Media ± e.e.m.) del número total de espermatozoides (x106) y porcentaje de espermatozoides 

anormales de ratas macho testigo absoluto (TA), inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-

cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC), o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 

días de edad.  

 

b, P<0.05 vs. SS o ASC (Prueba de ANOVA seguida de Tukey para número de espermatozoides; Chi 

cuadrada para espermatozoides anormales). 

 

Grupo   Número    Anormales   
      
Testigo Absoluto  9.57±1.51  6.28  
Solución Salina  11.01±1.55  10.14  
pCA  11.49±1.84  12.36  
pCA 2x  10.25±0.89   29.84 b  
pCA 4x  15.93±3.02 b  31.58 b  
      
Ácido Ascórbico  9.34±1.86  5.36  
5,6-DHT  5.38±0.67  8.04  
5,6-DHT 2x  11.55±1.82  27.49 b  
5,6-DHT 4x  8.55±0.96  34.11 b  
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Anormalidades Morfológicas del Espermatozoide 

En los animales con inyección de solución salina o de ácido ascórbico, no se modificó el 

porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfológicas en relación con el grupo de 

animales testigo absoluto (Cuadro 3). 

 

En comparación con los animales inyectados con solución salina o con ácido ascórbico, en los 

que se les inyectaron las dos dosis más altas de pCA o 5,6-DHT (2X o 4X), se observó el aumento 

en el porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfológicas (Cuadro 3). 

 

Los cambios en la morfología del espermatozoide en función de su localización se clasificaron 

en espermatozoides sin cabeza, cabeza plana o cabeza de alfiler; espermatozoides con la pieza 

media doblada; gota citoplasmática en esta región o en el flagelo, así como flagelo doblado, 

corto o enroscado (Figura 12). 

 
Figura 12. Microfotografías de espermatozoides de rata con anormalidades morfológicas tomadas a 1000x. 
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En los animales inyectados con solución salina no se modificó ninguno de los tipos de 

anormalidades morfológicas (Figuras 13, 14 y 15). Mientras que la inyección de ácido ascórbico  

incrementó el porcentaje de espermatozoides sin cabeza, en relación con el grupo testigo 

absoluto (Figura 13).   

 

 

Figura 13. Anormalidades morfológicas (%) de la cabeza de espermatozoides en ratas macho testigo absoluto 

(TA) inyectados a los 30 días de edad con A) solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA); B) ácido ascórbico 

(ASC), o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad.  a, P <0.05 vs Testigo 

absoluto; b, P < 0.05 vs SS o ASC. Prueba exacta de Fisher. 
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En los animales inyectados con las diferentes dosis de pCA o 5,6-DHT se incrementó el 

porcentaje  de espermatozoides con cabeza plana, en comparación con su respectivo grupo 

con vehículo (Figura 13). Cuando se administró 5,6-DHT4X  fue mayor el porcentaje de 

espermatozoides con cabeza doblada (Figura 13).  

 

En comparación con sus respectivos grupos con vehículo, en los animales con inyección de las 

dosis más altas de pCA (2X, 4X) o 5,6-DHT (2X, 4X), se incrementó el porcentaje de 

espermatozoides con gota citoplásmica (Figura 14). Un efecto similar se observó en el 

porcentaje de espermatozoides con flagelo doblado (Figura 15).  

 

 

Figura 14. Anormalidades morfológicas de la pieza media de espermatozoides de ratas macho testigo absoluto 

(TA) inyectados a los 30 días de edad con A) solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA); B) ácido ascórbico 

(ASC), o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad.  b, P < 0.05 vs SS o ASC. 

Prueba exacta de Fisher. 

´ 

´ 
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Figura 15. Anormalidades morfológicas (%) del flagelo de espermatozoides de ratas macho testigo absoluto 

(TA), inyectados a los 30 días de edad con A) solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA); B) ácido ascórbico 

(ASC), o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad  b, P < 0.05 vs SS o ASC. Prueba 

exacta de Fisher. 

 
 

Movilidad espermática  

La inyección de solución salina o ácido ascórbico no modificó el número de espermatozoides 

móviles en relación con el grupo de animales testigo absoluto. Los que fueron inyectados con 

las dosis más altas de  pCA (2X, 4X) o 5,6-DHT (2X, 4X) disminuyó  el número de 

espermatozoides móviles en comparación con su respectivo grupo con vehículo (Cuadro 4).  

 

 

 

 



   
   

   

JUAN ANTONIO DIAZ RAMOS   
61 

Cuadro 4.  (Media ± e.e.m.) del porcentaje de espermatozoides móviles  de ratas macho testigo absoluto (TA), 

inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC), o con 

5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad. 

Grupo   Móviles   
    

Testigo Absoluto  35.97±3.98  
Solución Salina  35.31±3.06  
pCA  30.54±5.17  
pCA 2x  22.74±3.74 b   
pCA 4x  23.76±4.74 b   

    

Ácido Ascórbico  41.33±5.02  
5,6-DHT  44.16±3.56  
5,6-DHT 2x  28.21±2.9 b  
5,6-DHT 4x  16.53±2.4 b  
   

                b, P<0.05 vs. SS o ASC (Prueba de ANOVA seguida de Tukey). 

 

Viabilidad de los Espermatozoides 

Integridad de la Membrana 

La inyección  de  solución salina no modificó el porcentaje de espermatozoides SyBR14+, 

mientras que la de  ácido ascórbico lo incrementó en relación con el grupo de animales  sin 

tratamiento (Figura 16). 

 

En los animales inyectados con pCA 2X o 4x,  el porcentaje de espermatozoides SyBR14 + 

disminuyó en comparación con el grupo de animales inyectados con solución salina (Figura 16 

A). Un efecto similar se observó en los grupos de animales inyectados con 5,6-DHT 2X y 4X 

(Figura 16 B).  
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Figura 16. (Media ± e.e.m.) del porcentaje de espermatozoides SyBR14 +  de ratas macho testigo absoluto (TA), 

inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC), o con 

5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad. a, P <0.05 vs Testigo absoluto; b, P < 0.05 

vs SS o ASC (Prueba de ANOVA seguida de Tukey).  

 

Actividad Mitocondrial 

En los animales inyectados con solución salina o ácido ascórbico no se modificó el porcentaje 

de espermatozoides Resazurin+, en comparación con el grupo testigo absoluto. 

  

En comparación con su grupo con vehículo, en los que se inyectó pCA 2x o 4x disminuyó el 

porcentaje de espermatozoides Resazurin+ (Figura 17 A). Mientras que la inyección de 5,6-DHT 

no modificó este parámetro en relación con el grupo tratado con ácido ascórbico (Figura 17 B). 
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Figura 17. (Media ± e.e.m.) del porcentaje de espermatozoides Resazurin +   de ratas macho testigo absoluto 

(TA), inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC), 

o con 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad. b, P < 0.05 vs SS o ASC (Prueba de 

ANOVA seguida de Tukey).  

 

Caspasas activas 3 y 7 en Espermatozoides 

La  inyección de solución salina  o con ácido ascórbico no modificó el porcentaje de 

espermatozoides con Caspasas 3 y 7 activas (Flica+). En los animales con la inyección dela dosis 

más baja de  pCA incrementó el porcentaje de  células positivas al marcador de caspasas activas 

mientras que la inyección de  5,6-DHT en cualquiera de sus concentraciónes no modificó el 

porcentaje de espermatozoides Flica + (Figura 18). 

 



   
   

   

JUAN ANTONIO DIAZ RAMOS   
64 

  

Figura 18. (Media ± e.e.m.) de porcentaje de espermatozoides Flica +  de ratas macho testigo absoluto (TA), 

inyectados a los 30 días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC) o con 

5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad.  b, P < 0.05 vs SS o ASC (Prueba de ANOVA 

seguida de Tukey).  

 

Caspasas activas 3 y 7 en el testículo  

Western Blot  

Los testículos de los animales Testigo Absoluto o inyectados con los vehículos (solución salina 

o ácido ascórbico), expresan las proteínas Caspasa 3 (14kDa) y Caspasa 7 (21kDa)(Figura 19A).   
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Con base en el análisis densitométrico y considerando como referencia la expresión de una 

proteína constitutiva, β-actina (51kDa), no se modificó la expresión de Caspasas 3 y 7 en los 

testículos de animales inyectados con solución salina o ácido ascórbico (Figura 19B y 19C). 

 

En el tejido testicular de los animales  5,6-DHT4X se observó incremento de la expresión de la 

Caspasa 7 (Figura 19C). 

 

 

Figura 19. Caspasas 3 y 7 activas en espermatozoides de ratas macho testigo absoluto (TA), inyectados a los 30 

días de edad con solución salina (SS), p-cloroanfetamina (pCA),  ácido ascórbico (ASC), o con 5,6-

dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y sacrificados a los 65 días de edad.  A). Western Blot B). Densidad óptica relativa 

de caspasas 7 activa /βactina), C). Densidad óptica relativa de caspasas 3 activa /βactina) (media ± e.e.m.), n=3 

ensayos por triplicado. b, P < 0.05 vs SS o ASC (Prueba de ANOVA seguida de Tukey). 
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DISCUSION DE RESULTADOS  

La inhibición de la actividad serotoninérgica del testículo, inducida por la administración de 

pCA o su metabolito, la 5,6-DHT disminuye la secreción de testosterona y los parámetros de 

calidad espermática. La disminución en la concentración de testosterona en suero y la 

movilidad; el incremento del número de los espermatozoides con anormalidades morfológicas 

y del porcentaje de estos con daño en la membrana y en la actividad mitocondrial apoya esta 

interpretación. 

 

La disminución de la concentración de testosterona en los animales con inyección 

intratesticular de solución salina o ácido ascórbico,  podría ser atribuido al ingreso del volumen 

de líquido producto de la manipulación experimental, se ha reportado que un volumen de 

hasta 50 µl no produce daño en el túbulo seminífero de ratas adultas  (Russell et. 1987) por el 

contrario, en casos de varicocele o hematoma en donde se acumula líquido en el interior del 

testículo se puede acompañar de la disminución en la concentración de testosterona (Sharpe 

y Cooper  1983), con base en estos resultados es posible relacionar en los animales con 

inyección de SS o ASC,  disminuyera la concentración de testosterona. 

 

A diferencia de lo reportado en bibliografía, en nuestro estudio, la inyección de 20µl  de 

solución  salina en el testiculo de rata prepúber disminuyó la concentración de testosterona, 

existe la posibilidad que al realizar la manipulación a los 30 días de edad se afectara la 

estructura del testículo, particularmente a la población de células de Leydig, ya que Picut y 

colaboradores (2014)  han descrito  que en el periodo de 30-35 días del desarrollo postnatal el 

número de células de Leydig inmaduras es máximo y ocurre un recambio por células de Leydig 

maduras, que concluye en el día 45 del desarrollo postnatal. Aunado a esto la capacidad de 

síntesis de las células de  Leydig  inmaduras es menor.  

 

La disminución en la concentración sérica de testosterona que se observó en los animales 

tratados con pCA, puede ser resultado de la desregulación del sistema serotoninérgico del 
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testículo. En apoyo a esta idea se ha mostrado que cuando en la rata macho prepúber se 

administra pCA por vía sistémica (Aragón et al. 2005) disminuye la concentración de serotonina 

en el hipotálamo.  Aunado a esto se ha observado que la pCA inhibe la actividad de las enzimas 

limitante en su síntesis y metabolismo, la triptófano hidroxilasa(Costa 1972; Sanders-Bush y 

Gallager 1974) y  monoamino oxidasa  (Ellis et al., 1972), respectivamente; disminuyen la 

concentración de 5-HT (Costa 1972; Sanders-Bush y Gallager 1974) y de su metabolito, el 5-

HIAA. Efectos que se mantiene por hasta por 30 días (Baumgarten y Lachenmayer 2004). 

Conjuntamente estas evidencias nos permiten plantear que en los animales con inyección 

intratesticular de pCA se modificó la síntesis de serotonina por la célula de Leydig y como 

consecuencia se afectó la esteroidogénesis.  

 

El hecho de que en los animales con inyección de 5,6-DHT2x y 4x, la disminución de 

testosterona en suero no fuera significativa, no se descarta la posibilidad de que la 

concentración intratesticular de este andrógeno disminuyera. Si bien el primer punto de 

modulación de la espermatogénesis es el eje hipotálamo-hipófisis, es muy importante 

considerar el nivel de regulación intratesticular, donde se establecen mecanismos de 

comunicación paracrina entre el túbulo seminífero y el intersticio. Se reporta que la 

concentración de testosterona testicular es 10 veces mayor a la del suero (Turner  et al., 1984). 

Además, el éxito de la espermatogénesis depende principalmente de la testosterona 

intratesticular y cuando en la gónada disminuye esta hormona, se producen efectos adversos 

en la espermatogénesis (Awoniyi et al., 1990). 

 

Si bien la pCA y 5,6-DHT en principio ambas inhiben al sistema serotoninérgico, es factible que 

tal acción la ejerzan por mecanismos diferentes. Es posible que en los animales tratados con 

5,6-DHT, la disminución de los parámetros de calidad espermática sea el resultado de la 

modificación de la información neural que transcurre por el nervio espermático superior.  

Principalmente de las fibras serotoninérgicas que arriban al testículo, vía el nervio 

espermático, fuente importante de serotonina para el órgano (Collu 1978; Campos et al. 
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1990a; Gerendai et al. 2000). La 5,6-DHT es una neurotóxina selectiva de las fibras 

serotoninérgicas. En el SNC, la administración intraventricular de 5,6-DHT induce la formación 

de especies reactivas de oxígeno que dañan las proteínas y los lípidos de la membrana  

(Jimenez del rio y Velez-pardo 2007) y como consecuencia las degeneración de las fibras 

serotoninérgicas (Ayala et al. 2015; Collu 1978; Commins et al. 1987; Kalla et al. 1978),  lo que 

ocasionó la desregulación del funcionamiento del túbulo seminífero y de la espermatogénesis. 

 

 El daño en las fibras serotoninérgicas posiblemente se acompañó de la desregulación del 

sistema serotoninérgico del testículo.  En relación a esto, cuando en la rata adulta se realiza la 

sección del nervio espermático, la concentración de 5-HT en la cápsula del testículo disminuye 

(Campos et al., 1990), un efecto similar se observa cuando se induce la denervación 

farmacológica por la administración de 5,6-DHT (Gerendai et al. 1996), o por 5,7-DHT (Csaba 

et al. 1998).  En este sentido, se reporta que la sección del nervio espermático superior induce 

daño en las células del epitelio seminífero sin cambios en la concentracion de testosterona 

(Chow et al. 2000). 

 

En relación  a la pCA, también es posible que dañara las fibras serotoninérgicas por un 

mecanismo similar, ya que se reporta que los efectos tóxicos de la pCA son mediados por la 

formación endógena de 5,6-DHT (Commins et al. 1987).  

 

La posibilidad de que la modificación del sistema serotoninérgico del testículo modificara el 

funcionamiento de la célula de Leydig, se sustenta en la evidencia que muestra que la 5-HT en 

las células de Leydig modula la esteroidogénesis (Tinajero et al. 1993). En el animal prepúber 

se le atribuye un papel estimulante en la regulación de la producción de testosterona vía la 

activación de los receptores 5-HT2 (Csaba et al. 1998). Por lo tanto es posible que en los 

animales que se les administró pCA o 5,6-DHT se modificó la actividad de las enzimas 

esenciales que participan en la esteroidogénesis y como consecuencia disminuyó la 

concentración de testosterona. Un efecto similar en la producción de testosterona se observa 

en la rata macho cuando se administra, un derivado de las anfetaminas, el 3,4-



   
   

   

JUAN ANTONIO DIAZ RAMOS   
69 

metilenedioximetanfetamina (éxtasis) (Dickerson et al., 2008), que comparte propiedades en 

su estructura y acción con la pCA (Ayala 2009).  

 

En relación a la posibilidad de que las anfetaminas modifican la actividad de las enzimas de la 

esteroidogénesis, se encuentran los resultados de Tsai y colaboradores (1997), quienes 

mostraron que en el cultivo de  células de Leydig de rata, la adición al medio, de anfetamina 

disminuye la producción de testosterona y la actividad de la enzima citocromo P450SCC, que 

escinde la cadena lateral del colesterol para producir pregnenolona y de la enzima 3β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), que participa en la transformación de 

progesterona a testosterona (Tsai et al. 1996; 1997). 

 

También es posible que el daño que ocasionaron las neurotoxinas en las fibras 

serotoninérgicas que transcurren por el nervio espermático, modificara la esteroidogénesis y 

como consecuencia  la concentración de testosterona. En la rata prepúber, la sección del 

nervio espermático superior (Huo et al. 2010) o la denervación quirúrgica o farmacológica 

inducida por la administración de 5,6-DHT (Gerendai et al. 1996), disminuye la producción de 

testosterona. Otra posibilidad es que el daño en la inervación que llega al testículo inducido 

por la pCA o 5,6-DHT, reduce la respuesta del testículo a la acción de la LH, hormona que al 

unirse a sus receptores de membrana en la célula de Leydig regula la producción de 

andrógenos (Roser 2008), ya que se ha observado que cuando se secciona el nervio 

espermático superior, disminuye el número de receptores a la LH  (Campos et al. 1993). 

 

La desregulación del sistema serotoninérgico del testículo inducido por la inyección 

intratesticular de pCA o 5,6-DHT generó cambios diferenciales en la secreción de FSH por la 

hipófisis, debido a que la concentración de esta gonadotropina disminuye en los animales que 

se les administró pCA y se incrementa en los que se inyectaron con 5,6-DHT.  No se tiene una 

explicación a este hecho, sin embargo, se piensa  que en estos animales, se modificó la 

actividad de la célula de Sertoli y como consecuencia la secreción de inhibina y activina, 

hormonas que actúan en la hipófisis y modulan la secreción de FSH (Winters y Moore 2004). 
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La posibilidad de que en estos animales se modificó la actividad de la célula de Sertoli se 

sustenta en los resultados de Syed y colaboradores (1999), quienes plantean que la célula de 

Sertoli es blanco de la serotonina. 

 

En el presente estudio, la inhibición del sistema serotoninérgico del testículo se acompañó de 

modificaciones en los parámetros de calidad espermática, debido a que disminuyó el 

porcentaje de espermatozoides móviles y se incrementó el número de espermatozoides con 

anormalidades morfológicas. Estos efectos en la mayoría de los casos pueden ser consecuencia 

de la disminución de la concentración de testosterona, hormona esencial en el mantenimiento 

de la espermatogénesis, vía su acción en la célula de Sertoli, que expresa los receptores para 

ambas hormonas(Walker y Cheng 2005). Además cuando se dañan selectivamente las células 

de Leydig o se interrumpe la producción de testosterona y la  interacción con su receptor en 

la célula de Leydig, se generan daños en la maduración de la célula germinal (Ruey-sheng et al. 

2009). 

 

Es posible que el incremento en el porcentaje de formas anormales y la disminución de 

espermatozoides móviles que se observó en los animales con inyección intratesticular de pCA 

o 5,6-DHT, tienen su origen durante la espermiogénesis en el epitelio seminífero o  en su 

maduración cuando migra el espermatozoide a través del epidídimo. 

 

En los animales que se les administraron pCA o 5,6-DHT, la menor concentración de 

testosterona  sérica,  o la  intratesticular, se asocia con la disminución de espermatozoides 

móviles. Este efecto posiblemente se relación con la modificación de la función del epidídimo, 

órgano en el cual los espermatozoides adquieren la movilidad (Robaire y Hinton 2014). Esta 

idea se plantea debido a que la actividad del epidídimo es andrógeno dependiente (Elkis et al. 

2013; Falvo et al. 2015). En apoyo a esta idea, cuando en la rata disminuye la producción de 

testosterona, los espermatozoides son inmóviles y pierden su capacidad fertilizante (Dyson, y 

Orgebin-crist 1973).  
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El incremento en las formas anormales de los espermatozoides que se observó en los animales 

que se les inyectó pCA o 5,6-DHT, también se asocia a la disminución en la producción de 

testosterona. La concentración de este andrógeno es alta y viaja al epidídimo vía los conductos 

eferentes (Turner 1991), para mantener su funcionamiento. La proteína β-defensina 126 

(Fernandez-Fuertes et al. 2016) y los lípidos de membrana (Kim et al. 2017) son moléculas 

relacionadas con la diferenciación de los espermatozoides y su disminución se asocia con el 

incremento de espermatozoides con anormalidades morfológicas.   

 

La menor producción de testosterona es posible que generara la desregulación del 

funcionamiento del epidídimo e impactará negativamente el desarrollo de los 

espermatozoides, ya que se reporta que casi todos los espermatozoides que se encuentran en 

la cabeza del epidídimo tienen una gota citoplásmica y durante su tránsito por éste, la gota 

migra desde la porción proximal a la distal para posteriormente eliminarse (Hermo et al. 1988; 

Robaire y Hinton 2014). Este proceso de migración de la gota no se completó en los animales 

tratados con pCA (2X o 4X) o 5,6-DHT (2X o 4X), debido a que en un alto porcentaje de 

espermatozoides se observó la gota citoplásmica en la región media del flagelo, lo que indica 

un estadio de maduración incompleta como resultado de la alteración de la función epididimal. 

Aunado a esto, cuando en la rata disminuye la actividad androgénica se incrementa el 

porcentaje de espermatozoides que retienen la gota citoplásmica (Henderson et al. 2005). 

 

En los animales con inyección intratesticular de pCA (2X o 4X) o 5,6-DHT (2X o 4X), se observó 

una relación entre el incremento de formas anormales de los espermatozoides y la 

disminución de la movilidad. Entre las anormalidades morfológicas que se observaron fue el 

flagelo doblado y gota citoplásmica, eventos que posiblemente impactaron negativamente la 

movilidad de los espermatozoides. La anormalidad en el flagelo es importante ya que estos 

espermatozoides no pueden desplazarse. En bibliografía se sustenta que existe correlación 

entre la anormalidades morfológicas con la motilidad, particularmente en la pieza media y el 

flagelo doblado o enroscado (Varner 2008). 
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La disminución en el porcentaje de espermatozoides SyBR14+ en los animales inyectados con 

pCA (2X o 4X) o 5,6-DHT (2X o 4X), indica que en tales células la integridad de la membrana 

está dañada y no son viables, debido a que este fluorocromo tiene la capacidad de atravesar 

membranas intactas y de unirse al ADN de los espermatozoides vivos o viables (Garner et al. 

1994). Es posible que este daño a la membrana de los espermatozoides sea el resultado de la 

modificación del microambiente del epidídimo asociado a la disminución en la producción de 

testosterona. En apoyo a esta idea se ha mostrado que el espermatozoide es vulnerable a las 

especies reactivas de oxígeno, debido a que su membrana plasmática tiene una alta 

proporción de ácido grasos poli-insaturados, susceptibles a los efectos de las especies reactivas 

de oxígeno (Storey 1997); el espermatozoide al carecer de citoplasma pierde enzimas 

antioxidantes que evitan el daño por este mecanismo (Williams et al. 1998); en el epidídimo 

se proporcionan moléculas enzimáticas y no enzimáticas cuyas funciones son la protección 

contra el daño oxidativo (Chabory et al. 2009), una de ellas es la glutatión peroxidasa 5, que 

protege del estrés oxidativo y se expresa bajo el control androgénico en la cabeza del 

epidídimo (Ghyselinck et al. 1993). 

 

Tales eventos posiblemente contribuyeron a la disminución de la movilidad de los 

espermatozoides en estos animales, ya que se plantea que la integridad y adecuado 

funcionamiento de la membrana del espermatozoide se correlaciona positivamente con la 

movilidad. Así mismo, la disminución en el porcentaje de espermatozoides móviles 

posiblemente se asocie a la modificación de la actividad mitocondrial, como se observó en los 

animales con inyección intratesticular de pCA (2x o 4 X), ya que la movilidad de los 

espermatozoides depende de la función mitocondrial.  

 

Se ha descrito que en el testiculo la falta o disminución de factores endocrinos o interacción 

entre las células adyacentes promueve el desarrollo de la apoptosis (Tres et al. 2004 a),  Se ha 

mostrado en el estudio de Tesarik y colaboradores 2002, la disminución de FSH o testosterona, 

incrementa el porcentaje de células germinales o de  Sertoli que presentan activación de las 

caspasas 3 y 7, ejecutoras de la apoptosis, estos estudios nos permiten proponer que la 
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desregulación endocrina generada por sérica  o intratesticular genere el incremento de la 

expresión de caspasas 3 y 7.   

 

Se ha demostrado que la inhibición de la actividad serotoninérgica  disminuye  la concentración 

sérica de testosterona y esto se relaciona con mayor porcentaje de células germinales en el 

túbulo  positivas para túnel, indicativo de muerte celular (Aragón et al. 2005; Méndez-Palacios 

et al. 2016). 

 

La disminución de la concentración de testosterona sérica  o intratesticular puede ser la causa 

de la expresión de las proteinas caspasa 3 y 7 debido a que los andrógenos, vía su receptor 

pueden modular vías de señalización genómicas o no genómicas que conllevan a la activación 

de procesos apoptóticos (Vasconsuelo et al. 2011), ejemplo de esto se describió en un modelo 

de ratón donde la falta de andrógenos produce supresión de la espermatogénesis, relacionada 

con la activación de la apoptosis de los espermatozoides (Sinha-hikim et al. 2005). 

 

Con base en lo expuesto acerca de la testosterona y la movilidad y anormalidades 

morfológicas, es posible que la disminución de testosterona también sea reflejo del 

incremento en la  activación de proteinas relacionadas con la apoptosis, en las células del tejido 

testicular, y posiblemente en los espermatozoides de los animales inyectados con pCA o 5,6-

DHT.   

 

Reportes en bibliografía sugieren que la falta  o disminución de la testosterona puede generar 

en las células de Sertoli la falta de activación de las protein cinasas relacionadas con la mitosis 

y respuesta a AMPc, por tanto producir indirectamente el desarrollo de las células germinales 

(Fix et al. 2004). O directamente en alguna enzima o proteína en los espermatozoides, por 

ejemplo la actividad de la enzima glutatión 5-peroxidasa y afectar la integridad del ADN en los 

espermatozoides  (Chabory et al. 2009).   
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Incluso pudo afectar el funcionamiento de órganos anexos al testículo, como el epidídimo, Elkis  

2013,  propone que la disminución de testosterona altera la proteína TMF en el epidídimo. O 

el aminoácido d-aspartato, molécula relacionada con la formación de receptores a andrógenos 

en el epidídimo (Falvo et al. 2015),  alterando el funcionamiento del epidídimo y el desarrollo 

de los espermatozoides en el ratón.    

 

Sinha-hikim y colaboradores (2005) menciona que solo la eliminación de la testosterona 

produce la eliminación de la espermatogénesis por la activación de la apoptosis. En el presente 

estudio solo los grupos tratados con las dosis más elevadas de pCA (4x)  o 5,6-DHT (4x) tuvieron 

mayor expresión de las caspasas 3 y 7 respectivamente, cuando se analizó el tejido testicular. 

No asi en los espermatozoides, posiblemente porque la disminución de la concentración de 

testosterona no fuera suficiente para incidir sobre estos directamente.      

     

Existe la posibilidad que la disminución de la concentración de testosterona afectara las células 

de Sertoli o  Leydig y de este modo afectar la espermatogénesis, en el presente estudio la 

inyección de pCA (4x) o 5,6-DHT (4x) incrementó la expresión de caspasas 3 o 7  en diferente  

magnitud, posiblemente como resultado de la via de activación del proceso de apoptosis que 

cada fármaco estimula en las células de Leydig o de Sertoli en el testiculo. 

 

Se ha descrito que la expresión de caspasa 3 se relaciona con la fragmentación del ADN (Wolf 

et al. 1999) y la caspasa 7 con  el desarrollo de estrés oxidativo (Grunewald et al. 2009). 

Tomando  en consideración esto, es posible que en el presente estudio, la administración de 

pCA haya producido  la activación de las caspasa 3  y en consecuencia la fragmentación de 

ADN.  Mientras que la 5,6-DHT produjo principalmente estrés oxidativo por la formación de 

especies reactivas a oxigeno (Sinhababu y Ghosh 1985; Singh et al. 1990). Incrementando la 

expresión de la caspasa 7 (Wolf et al. 1999).   
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 CONCLUSIONES 

Conjuntamente los resultados permiten plantear que la administración de pCA o 5,6-DHT, 

disminuye la producción de testosterona y modifica los parámetros de calidad espermática, 

como resultado de la desregulación de la espermatogénesis o del funcionamiento del 

epidídimo, donde se llevan a cabo eventos de maduración del espermatozoide.   
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PERSPECTIVAS 

1. En el presente estudio se observó disminución de las funciones del testículo y de la 

calidad espermática, el incremento de proteínas proapoptóticas debe ser analizado 

posteriormente. 

 

2. Con base en los resultados obtenidos, se propone incrementar el tiempo de expocision 

y/o la dosis administrada de los inhibidores serotoninergicos, con el objetivo de 

comprobar la idea que la inhibición serotoninergica se relaciona con el incremento de 

la actividad de caspasas  activas. 

 

3. Asi mismo se propone analizar la expresión y actividad de:  

A) Proteínas relacionadas con la esteroidogenesis y la maduración de los 

espermatozoides, para describir la relación entre las células de Leydig y se Sertoli 

con el desarrollo de las células germinales.  

B) Proteínas apoptoticas para discriminar cuál de las dos vías se activa y de esta forma 

proponer un mecanismo específico en la disminución de la calidad espermática.  
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