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1. RESUMEN 
 

 La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico más importante del 

Sistema Nervioso Central de los mamíferos y participa en la regulación de diversas 

funciones como la conducta motora, emotividad y la afectividad, así como en la 

comunicación neuroendocrina. La presencia de receptores de dopamina periféricos ha 

sido descrita a nivel cardiovascular, adrenal y renal, sin embargo, poco se sabe acerca 

de su función. En la presente tesis, se analizó la expresión del receptor D2 en testículo 

y células espermatogénicas de rata, así como en espermatozoides de otros mamíferos. 

El análisis de RT-PCR del mRNA del testículo de rata logró amplificar bandas 

específicas correspondientes a las isoformas del receptor D2 (L y S), previamente 

descritas en el cerebro. Usando análisis de Western Blot, se confirmó que la proteína 

está presente en el testículo de rata, células espermatogénicas aisladas y en 

espermatozoides de diferentes mamíferos tales como rata, toro y humano. El análisis de 

inmunohistoquímica del testículo adulto de rata mostró que el receptor D2 es expresado 

en todas las células germinales (en fase pre y post-meiótica) del túbulo con tinción 

predominante en espermatogonia. Por medio de diferentes estrategias experimentales 

se analizó el efecto de dopamina sobre la viabilidad espermática, fosforilación de 

proteínas y transporte de glucosa, sugiriendo un importante rol funcional en la fisiología 

de estas células. 
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SUMMARY 

 

 Dopamine is the major catecholaminergic transmitter in the Central Nervous 

System, where it is involved in a wide variety of functions such as motor activity, 

emotivity, affectiviness and neuroendocrine communication. The presence of peripheral 

dopamine receptors has been demonstrated cardiovascular, adrenal and renal tissues, 

however, little is known about their function. In the present thesis the expression of D2 

receptors was analyzed in rat testis and spermatogenic cells, as well as spermatozoa in 

others mammals. The RT-PCR analysis of rat testis mRNA showed specific bands 

corresponding to the dopamine receptor D2R (L and S) isoforms previously described in 

the brain. Using Western blot analysis, we confirmed that the proteins are present in rat 

testis, isolated spermatogenic cells and also in spermatozoa of a range of different 

mammals, such as rat, bull and human. The immunohistochemistry analysis of rat adult 

testis showed that the D2 receptor is expressed in all germ cells (pre and post-meiotic 

phase) of the tubule with staining predominant in spermatogonia. Through different 

experimental strategies the effect of dopamine on the spermatic viability, protein 

phosphorylation and glucose transport was analyzed, suggesting an important role in the 

physiology of these cells. 
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2. INTRODUCCION 
 

 La dopamina, noradrenalina y adrenalina pertenecen a una clase de 

neurotransmisores conocidos como catecolaminas. De las catecolaminas, la dopamina 

es la más abundante e importante del Sistema Nervioso Central (SNC) de mamíferos 

donde modula variadas funciones como el control motor, memoria, afectividad, placer, 

adicción y secreción neuroendocrina (Bahena y col., 2000). El estudio de la dopamina y 

sus receptores se ha centrado principalmente en el SNC, debido a que distintas 

alteraciones de los sistemas dopaminérgicos han sido asociados con patologías 

neuronales severas como la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia y psicosis, así 

como la adicción a drogas como cocaína, anfetaminas, marihuana y alcohol (Balk y col., 

1995), (Robbins y col., 1999), (Gordon y col., 2001). La dopamina y sus receptores, 

también han sido descritos a nivel periférico, donde modulan la función renal, adrenal, 

gastrointestinal y cardiovascular (Hussain y col., 2003), (Kujacic y col., 1995), (Lí y col., 

2004), (Missale y col., 1988). 

Dopamina: síntesis, liberación y término de la acción. 
 
 En las células dopaminérgicas la dopamina se sintetiza en el citoplasma a partir 

del aminoácido L-tirosina por la acción secuencial de 2 enzimas; la Tirosina 

Hidroxilasa (TH), que cataliza la adición de un grupo hidroxilo en la posición meta de la 

tirosina utilizando oxígeno molecular como sustrato y tetrahidrobiopterina (BH4) e Hierro 

como cofactores para generar L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina). La TH es la enzima 

limitante en la síntesis de catecolaminas y su actividad es altamente regulada por la 

concentración local de BH4, productos y su estado de fosforilación (Fujisawa  y col., 

1987), (Zigmond y col., 1989).  La segunda enzima, la L-DOPA descarboxilasa (DDC) 
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cataliza la eliminación del grupo carboxilo de la L-DOPA para generar dopamina. La alta 

actividad de esta enzima bajo condiciones normales produce que los niveles de L-

DOPA intracelular sean prácticamente indetectables (Fig. 1A), (Neff y col., 1995). La 

dopamina sintetizada puede ser liberada directamente al espacio extracelular o bien 

almacenada en vesículas por un Transportador de Monoaminas Vesicular (VMAT), 

en donde puede alcanzar concentraciones extremadamente altas (0,5-0,6 M), esta 

acumulación facilita su liberación regulada a través de mecanismos de exocitosis 

dependiente de calcio (Bonisch y col., 1998). Una vez que la dopamina es liberada y ha 

actuado sobre sus receptores, su acción es terminada a través de 2 mecanismos; la 

recaptación y el catabolismo. La recaptación es el principal mecanismo y es realizada 

por un transportador  de membrana de alta afinidad conocido como el Transportador 

de dopamina (DAT). El DAT recicla la dopamina a través de un cotransporte con 2 

iones Na+ y 1 de Cl-. Alrededor del 70 al 80% de la dopamina liberada al espacio 

extracelular es inactivada por este proceso. La actividad del DAT puede ser modulada 

por segundos mensajeros como el diacilglicerol y el ácido araquidónico. Además, la 

actividad del DAT es inhibida por drogas como cocaína y anfetaminas generando un 

prolongado incremento de la dopamina extracelular y dando como resultado final un 

aumento de la señalización celular dopaminérgica (Blakely y col., 2000). El segundo 

mecanismo de término de acción de la dopamina es a través de su catabolismo por la 

acción de 2 enzimas llamadas Monoamino-oxidasa (MAO) y la Catecol-O-

metiltransferasa (COMT) para generar los metabolitos inactivos ácido 

dihidroxifenilacético (DOPAC) y ácido homovanílico (HVA), los que son posteriormente 

eliminados del organismo a través de la orina (Fig. 1B), (Boulton y col., 1998). 
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Principales características de los receptores dopaminérgicos 

 Los receptores de dopamina pertenecen a la familia de receptores de siete 

segmentos transmembrana acoplados a sistemas de transducción intracelulares 

mediante proteínas G (GPCR). Hasta el momento se han aislado, caracterizado y 

clonado cinco tipos de receptores de dopamina. De acuerdo a sus características 

farmacológicas los receptores se clasifican en dos grupos llamados D1 y D2 (Fig. 1C). 

Los receptores del grupo D1 están compuestos por los subtipos D1 y D5, estos se 

caracterizan por estar unidos a la proteína Gαs que estimula a la adenilato ciclasa (AC) 

para producir el segundo mensajero cAMP. Los receptores del grupo D2 están 

formados por los subtipos D2, D3 y D4, los que se caracterizan por estar unidos a la 

proteína Gαi/o que clásicamente inhiben la actividad de la AC evitando el aumento de 

cAMP (Missale y col., 1998). Esta clasificación farmacológica fue propuesta en el año 

1979 y se ha mantenido hasta nuestros días (Kebabian y col., 1979). Además de las 

diferencias farmacológicas, los receptores tipo D1 y D2 presentan importantes 

diferencias estructurales. La organización genómica de estos receptores soporta la idea 

que derivan de 2 familias génicas que se diferencian por la presencia o ausencia de 

intrones en sus secuencias codificantes. Los genes que codifican para los receptores 

D1 y D5 no contienen intrones en su estructura. Al contrario, los genes que codifican 

para los receptores D2, D3, D4 son interrumpidos por intrones, lo que permite la 

generación de variadas isoformas a través de procesamiento alternativo (Fryxell, 1995).  

 A nivel de estructura proteica los receptores de dopamina tienen el amino 

terminal hacia la región extracelular y presentan varios potenciales sitios de N-

glicosilación. El carboxilo terminal se localiza hacia el citoplasma y es cerca de siete 
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veces más largo en los receptores tipo D1 que en los de tipo D2, es rico en residuos 

serina y treonina y contienen un residuo conservado de cisteína presente en todos los 

GPCR por el cual los receptores se anclan a la membrana plasmática vía palmitoilación 

(Lachowicz y col., 1997). Similar a otros GPCR, los receptores de dopamina tienen dos 

cisteínas localizadas en el primer y segundo lazo extracitoplasmático que forman un 

puente disulfuro que estabiliza la estructura terciaria del receptor (Fig. 1C), (Missale y 

col., 1998). En el caso del tercer lazo intracitoplasmático, este es significativamente más 

largo para los receptores tipo D2, esta característica es común para los receptores que 

se acoplan a proteínas del tipo Gαi/o, mientras que los receptores de tipo D1 tienen un 

tercer lazo intracitoplasmático corto, que es característico de receptores acoplados a 

proteínas Gαs (Fig. 1C), (Missale y col., 1998). En los receptores de dopamina, el tercer 

lazo intracitoplasmático corresponde al lugar donde se presenta la mayor variabilidad 

en la secuencia de aminoácidos, el cual puede ser responsable de sus respectivos 

sistemas de segundos mensajeros. En ambas familias, se han detectado sitios de 

fosforilación dentro del tercer lazo intracitoplasmático y en el carboxilo terminal para 

quinasas reguladas por segundos mensajeros, como la proteína quinasa A (PKA), 

proteína quinasa C (PKC) y proteínas quinasas de receptores unidos a proteína G 

(GRK). Estas señales pueden regular la desensibilización del receptor 

(desacoplamiento de la proteína G al receptor) o producir la internalización del receptor 

(por unión de moléculas tipo arrestina y endocitosis por vesículas de clatrina). Este 

último proceso puede ser revertido reciclando el receptor a la membrana o puede seguir 

la ruta de degradación por vía lisosomal (Fig. 1C), (Mason y col., 2002), (Namkung y 

col.,2004).
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Figura 1: Metabolismo y receptores de dopamina: A) Tirosina Hidroxilasa (TH),       

L-DOPA descarboxilasa (DDC), 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), 3,4-

dihidroxifeniletilamina (Dopamina). B) Monoamino-Oxidasa (MAO), Catecol-O-

metiltransferasa (COMT), 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovanílico (HVA). 

C) Receptores tipo D1 (D1R), receptores tipo D2 (D2R). (Ben-Jonathan y col., 2001). 

TH 

 BH4, O2, Fe+2

DDC 

   L-Tirosina  L-DOPA  Dopamina 
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Dopamina 
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El receptor de dopamina D2: estructura y señalización celular. 

 
  El receptor D2 fue el primer receptor de dopamina clonado a partir de una 

biblioteca de cDNA de cerebro de rata por Bunzow y col., (1988), el que aisló un cDNA 

de 1245 nucleótidos codificando una proteína de 415 aminoácidos. Estudios posteriores 

en rata identificaron un segundo cDNA del receptor D2 con una inserción de 87 

nucleótidos codificando una proteína de 444 aminoácidos, sugiriendo la presencia de un 

procesamiento alternativo del mRNA del receptor D2 para generar 2 isoformas, una 

isoforma corta de 415 aa (D2S) y una isoforma larga de 444 aa (D2L), cuyos pesos 

moleculares teóricos son de 47 y de 50 kDa, respectivamente (Giros y col., 1989). 

Ambas secuencias se originan a partir de un solo gen formado por 8 exones, donde el 

exón 1 codifica una secuencia que no es traducida. La formación de la isoforma corta 

se produce por la pérdida del exón 6 que genera una diferencia de 29 aa con la 

isoforma larga dentro del tercer lazo intracitoplasmático, el cual ha mostrado ser crítico 

para la interacción con sus efectores intracelulares (Monsma y col., 1989). Al año 

siguiente de la clonación del receptor D2 en rata, fue clonada la isoforma humana del 

receptor D2 a partir de una biblioteca de cDNA de hipófisis (Grandy y col., 1989). El 

receptor presentó una identidad del 96% con su homólogo de rata y además, se 

corroboró el evento de procesamiento alternativo descrito inicialmente en rata. Ambas 

isoformas se co-expresan en los tejidos, sin embargo, se han encontrado considerables 

variaciones en su proporción, donde la isoforma D2L es predominante en hipófisis, 

estriatum y tubérculo olfatorio, mientras que la isoforma D2S es más abundante en el 

hipotálamo y sustancia negra, sugiriéndose que podrían tener diferentes funciones 

(Montmayeur y col., 1991). Incluso estudios que utilizan ratones expresando sólo una 

http://ca.expasy.org/cgi-bin/get-entries?RA=Montmayeur%20J.P.
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isoforma del receptor D2 in vivo, han sugerido que en el cerebro de rata, la isoforma 

larga del receptor (D2L) participaría principalmente en la señalización post-sináptica 

regulando la fosforilación de la fosfoproteína de 32 kDa regulada por dopamina y cAMP 

(DARPP-32), mientras que la isoforma corta del receptor (D2S) participaría 

principalmente en la señalización pre-sináptica regulando la actividad de la enzima 

Tirosina Hidroxilasa y la liberación de dopamina (Lindgren y col, 2003). Por otro lado, 

ambas isoformas presentan el mismo perfil farmacológico, no existiendo en la 

actualidad agonistas o antagonistas que permitan diferenciar entre ambas isoformas 

(D2S y D2L), lo cual dificulta el estudio del efecto intracelular específico de cada 

isoforma (Bahena y col., 2000). 

 El mecanismo de señalización celular del receptor D2 ha sido estudiado en 

variados modelos que incluyen cultivos primarios y líneas celulares. La respuesta a su 

agonista varía de acuerdo al tipo celular estudiado siendo capaz de generar respuestas 

inhibitorias o estimuladoras. Es así como estudios realizados en células lactotropas 

(productoras de prolactina) en la hipófisis han indicado que la activación del receptor D2 

por dopamina es capaz de activar canales de K+ hiperpolarizando la membrana celular, 

bloquear la activación de canales de Ca+2 tipo L sensibles a voltaje, inhibir la producción 

de cAMP e inhibir la activación de proteínas quinasas activadora de mitógeno (MAPK), 

generando un efecto inhibitorio para la célula que se correlaciona con la inhibición de la 

secreción de prolactina, disminución de la trascripción génica y una baja en la 

proliferación celular (Albert y col., 1990), (Vallar y col., 1990), (Senogles y col., 1994), 

(Ohmichi y col., 1994), (Albert y col., 2002), (Banihashemi y col., 2002). Además, 

ratones generados sin el receptor D2 presentan un cuadro de hiperprolactinemia e 
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hipertrofia de la hipófisis que puede progresar a un adenoma con la edad, lo cual 

sugiere que el receptor D2 mantiene un control inhibitorio constante sobre la secreción 

de prolactina, el crecimiento y la transformación de las células lactotrofas in vivo 

(Laccarino y col., 2002). El efecto inhibitorio de dopamina sobre las células lactotropas 

desaparece cuando se preincuba con la toxina de Bordetella  pertussis (PTX), 

demostrándose de esta manera la participación intracelular de proteínas G del tipo 

Gαi/o, las cuales son específicamente sensibles a esta toxina (Yamane y col., 1993). Por 

otro lado, en células mesenquimáticas como BALB/c-3T3, células CHO (Chinese 

Hamster Ovary cells) o C6 de glioma, la activación del receptor D2 produce un efecto 

estimulador, activando a la proteína de membrana fosfolipasa-C (PLC) para generar 

movilización de Ca+2 intracelular y promoviendo la cascada de señalización MAPK. 

Estos eventos se correlacionan con aumento de la trascripción génica, aumento de la 

proliferación celular y transformación oncogénica, los cuales son sensibles a inhibición 

por la toxina PTX (Lajiness y col., 1993), (Luo y col., 1998), (Choi y col., 1999).    

 Otro tipo celular ampliamente estudiado son las neuronas debido a que distintas 

alteraciones de los sistemas dopaminérgicos en el SNC han sido asociados con 

diversas patologías neuronales severas (Chase y col., 1998), (Knable y col., 1997), 

(Swanson y col., 1998), (Robbins y col., 1999).  

 La participación del receptor D2 en el control de los movimientos coordinados fue 

demostrado por Balk y col., (1995), los cuales generaron un ratón deficiente del 

receptor D2 el que presentó una significativa baja en los movimientos espontáneos, 

analogándose a síntomas característicos de la enfermedad de Parkinson. En la 

actualidad se conoce que la enfermedad de Parkinson se caracteriza principalmente por 
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la degeneración de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, causando una 

profunda reducción en la señalización mediada por dopamina. La reducción en la señal 

dopaminérgica es tratada con la administración de L-DOPA (precursor de dopamina), el 

cual tiene mayor facilidad para atravesar la barrera hemato-encefálica ya que la 

dopamina no puede hacerlo (a pH 7,4 el extremo amino de la dopamina está protonado 

y cargado positivamente, (Figura 1, panel A), (Group P.S., 2000), (Hartmann y col., 

2000).   

 Otra enfermedad neurodegenerativa relacionada con el receptor D2 es la 

enfermedad de Alzheimer, en la cual se ha demostrado una pérdida de receptores D2 

en el hipocampo (Joyce y col., 1993), el estriatum (Pizzolato y col., 1996) y la corteza 

temporal (Joyce y col., 1998).  

 Por otro lado, la relación del receptor D2 con la esquizofrenia tuvo lugar cuando 

se comenzaron a utilizar antagonistas del receptor D2 (como el haloperidol) para el 

tratamiento farmacológico de esta patología, sustentando la hipótesis que este trastorno 

se debe al menos en parte a la hiperactivación de la transmisión dopaminérgica. 

Además, el análisis port-mortem de cerebros de pacientes con esquizofrenia mostró un 

aumento en la densidad de receptores de la familia D2 (Seeman y col., 1990), 

corroborando la participación de receptores dopaminérgicos en la etiología de la 

esquizofrenia (Seeman y col., 2000). Esta hipótesis dopaminérgica recibió apoyo 

adicional al observarse que fármacos psicoestimulantes (como cocaína y anfetaminas) 

aumentaban la transmisión dopaminérgica induciendo estados psicóticos con la 

aparición de signos esquizofrénicos, como la euforia y alucinaciones auditivas 

(Goldstein y col., 1992), (Bahena y col., 2000).  
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 Además, la dopamina ha sido relacionada a conductas adictivas, donde participa 

en la generación del placer, reforzamiento y recompensa en el núcleo accumbens (una 

región en la base del estriatum) al producir una mayor activación de los receptores 

dopaminérgicos D2 los cuales son altamente expresados en esta región (Nestler y col., 

1997), (Robbins y col., 1999), (Centonze y col., 2002).  

 El mecanismo molecular de cómo el receptor de dopamina D2 participa en la 

modulación neuronal de determinadas funciones en el  SNC y cómo la alteración de su 

modulación puede llegar a generar una patología en particular parece ser complejo, ya 

que este receptor en el SNC se localiza tanto en sitios post-sinápticos como pre-

sinápticos (autorreceptores). La principal función que ejerce el receptor D2 pre-sináptico 

es sensar el nivel de dopamina en el espacio sináptico y producir un efecto inhibitorio 

sobre la liberación y síntesis de dopamina cuando los niveles extracelulares son 

elevados. Este efecto ocurre a través de la activación de canales de K+ produciendo 

hiperpolarización, inhibiendo corrientes de Ca+2 activadas por voltaje e inhibiendo la 

producción de cAMP (Bowyer y col., 1987), (Onali y col., 1989), (Bahena y col., 2000). 

Por otro lado, el efecto post-sináptico del receptor D2 pareciera tener efectos tanto 

inhibitorios como estimuladores dependiendo del tipo neuronal estudiado.  Es así como 

algunos trabajos han demostrado que la activación del receptor D2 inhibe la actividad 

de la adenilato ciclasa reduciendo los niveles de cAMP (Battaglia y col 1985), (Weis y 

col., 1985) e inhibe la expresión de neuropéptidos como encefalina A y neurotensina 

(Gerfen y col., 1990), (Diaz y col., 1994). Sin embargo, el receptor D2 post-sináptico 

también es capaz de producir efectos estimuladores, como el incremento del cAMP 

intracelular, producir la translocación de la PKA Cα e incrementar la expresión génica 
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mediada por la proteína de unión a elementos que responden a cAMP (CREB) (Yao y 

col., 2002). Además puede aumentar el Ca+2 intracelular generando un aumento de la 

actividad de calcineurina (proteína fosfatasa dependiente de Ca+2) e incrementar la 

actividad de la señalización MAPK en neuronas del estriatum, efecto que podría 

implicar el acoplamiento del receptor D2 a la vía Gq/PLCβ y también a la activación de la 

PKC y la proteína quinasa dependiente de Ca+2/calmodulina (CaMK), (Nishi y col., 

1997), (Yan y col., 1999). 

 Todos estos antecedentes de señalización en conjunto parecen indicar que la 

respuesta a nivel celular producida por la activación del receptor D2, es dependiente de 

la expresión específica de proteínas transductoras de señales que se acoplan 

diferencialmente al receptor y que generan una respuesta global en la célula que puede 

diferir de acuerdo al tipo celular estudiado.  

 

Receptor de dopamina D2, activación de la vía PI3K-Akt y viabilidad celular. 

 El temprano uso de precursores de dopamina (L-DOPA) y agonistas 

dopaminérgicos en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson llevó a pensar que un 

mecanismo adicional a la reposición de los niveles de dopamina podía involucrar un 

efecto sobre la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas. Es así como algunos 

estudios indicaron que agonistas dopaminérgicos podían proteger a las neuronas 

dopaminérgicas en modelos in vitro e in vivo, proponiéndose mecanismos que incluían 

el ahorro de L-DOPA, efectos antioxidantes directos y estimulación de autorreceptores 

(Olanow y col., 1998). Sin embargo, estudios adicionales demostraron que el efecto 

protector de los agonistas dopaminérgicos era eliminado cuando en los tratamientos de 
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protección se coadministraba con antagonistas del receptor D2, sugiriéndose que la 

activación del receptor D2 podía contribuir al efecto neuroprotector observado en estos 

modelos (Takashima y col., 1999), (Lida y col., 1999). 

 Otro modelo in vitro de neurodegeneración es la utilización del neurotransmisor 

excitatorio glutamato, el cual ha sido asociado a enfermedades neurodegenerativas 

como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y a procesos de isquemia, 

induciendo muerte neuronal (Choi y col., 1990), (Beal MF., 1992), (Kihara y col., 2001). 

Por otro lado, se tenían antecedentes que la estimulación con dopamina del receptor 

D2 era capaz de activar la quinasa involucrada en proliferación celular p70 S6, la cual 

es un efector río abajo de la fosfatidilinositol 3-OH quinasa (PI3K), sugiriéndose que el 

receptor D2 era capaz de activar la vía PI3K anteriormente descrita para factores de 

crecimiento y hormonas como la insulina (Welsh y col., 1998). Teniendo en cuenta 

estos antecedentes, Kihara y col., (2002), realizaron un estudio utilizando un cultivo 

primario de neuronas corticales de rata, el cual fue sometido al efecto tóxico de 

glutamato 100 µM produciendo una muerte neuronal cercana al 70%. La incubación del 

cultivo primario con agonistas del receptor D2 previa a la exposición con glutamato 

redujo la muerte neuronal hasta cerca del 20%. El uso de antagonistas específicos del 

receptor D2 o inhibidores de la quinasa PI3K, suprimieron el efecto neuroprotector 

mostrado por los agonistas del receptor D2 frente a glutamato, demostrándose de esta 

manera que la activación del receptor D2 produce un efecto neuroprotector contra la 

toxicidad del glutamato y que la vía PI3K está involucrada en este proceso. Con el 

objetivo de determinar el mecanismo involucrado en la neuroprotección del receptor D2 

se analizaron efectores río abajo de la quinasa PI3K. Uno de estos efectores es la 
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proteína quinasa serina/treonina Akt o PKB, la cual participa en procesos de 

supervivencia celular aumentando la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 

(Adams y col., 1998) y fosforilando e inhibiendo a proteínas pro-apoptóticas como BAD 

y caspasa-9 (Datta y col., 1999). Los estudios de Kihara y col., (2002) demostraron que 

la activación del receptor D2 era capaz de activar la proteína quinasa Akt y aumentar la 

expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2, eventos que fueron inhibidos al utilizar 

inhibidores de la proteína PI3K, sugiriendo la participación de esta vía en la activación 

de Akt.  

 En un estudio similar, pero realizado con un cultivo primario de neuronas 

obtenidas del estriatum, se demostró también la activación de Akt por la estimulación 

del receptor D2, pero a diferencia de los trabajos realizados por Kihara y col., 2002 en 

neuronas corticales, la activación de la proteína Akt en neuronas de estriatum pareciera 

ocurrir por un mecanismo independiente de la proteína PI3K, ya que la activación de 

Akt no fue inhibida al utilizar inhibidores de la vía PI3K. Al contrario, al utilizar 

inhibidores de la proteína quinasa activadora de mitógeno (MEK) se logró inhibir la 

activación de Akt, sugiriéndose la participación de la cascada de señalización Ras/Erk, 

vía clásicamente asociada con proliferación y supervivencia celular (Brami-Cherrier y 

col., 2002). 

 Además de los estudios realizados con cultivos primarios de neuronas, se han 

realizado estudios de protección utilizando líneas celulares dopaminérgicas como las 

células PC12 (células cromafines de la médula adrenal) que no expresan el receptor D2 

y células SN4741 (línea de sustancia negra) que en forma endógena expresan el 

receptor D2. Los estudios de Nair y col., (2003), demostraron que agonistas del receptor 
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D2 eran capaces de proteger a células PC12 establemente transfectadas con el 

receptor D2 del efecto tóxico producido por H2O2. El efecto protector no fue observado 

al estimular células PC12 sin transfectar. El mismo efecto protector contra el H2O2 fue 

observado cuando las células SN4741 fueron estimuladas con agonistas específicos del 

receptor D2, sin embargo, el efecto no fue observado al co-estimular con antagonistas 

del receptor D2, sugiriendo que la activación del receptor es necesaria para la 

protección contra el H2O2. La última evidencia encontrada fue que en ambas líneas 

celulares el efecto protector fue totalmente eliminado al utilizar inhibidores de la vía 

PI3K, sugiriéndose una vez más la participación de esta proteína quinasa (PI3K) en el 

efecto protector de la activación del receptor D2 (Nair y col., 2003). 

 

Sistema reproductivo masculino y producción de espermatozoides  

 El sistema reproductor masculino está compuesto por los testículos (encargados 

de la producción de espermatozoides y hormonas sexuales masculinas), los conductos 

genitales (encargados de transportar a los espermatozoides al epidídimo y a la uretra), 

el epidídimo (encargado de la maduración espermática), las glándulas accesorias como 

la vesícula seminal, próstata y glándulas de Cowper (encargadas de secretar el líquido 

seminal que en conjunto con los espermatozoides forman el semen) y el pene 

(encargado de transportar a los espermatozoides al interior del sistema reproductor 

femenino) (Ganong WF., 2000). 

 Los testículos a su vez están compuestos por los túbulos seminíferos (donde 

ocurre la espermatogénesis y la espermiogénesis) y las células de Leydig localizadas 
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entre los túbulos seminíferos y encargadas de la producción de testosterona y factores 

de crecimiento (Zirkin y col., 2000).  

 El interior de los túbulos seminíferos está compuesto por 2 tipos celulares: las 

células germinales, que darán origen a los espermatozoides y las células de Sertoli que 

brindan soporte,  nutrición y protección (a través de la barrera hemato-testicular) a las 

células germinales (Mruk y col., 2004).   

 El proceso de proliferación y diferenciación de las células germinales comienza 

cuando la espermatogonia (localizada en la membrana basal del túbulo seminífero) 

madura a espermatocito primario, los cuales entran en meiosis para duplicar su material 

genético (4n) y experimentar la recombinación genética entre cromátidas hermanas. 

Posterior a esto, los espermatocitos primarios se dividen, dando origen a los 

espermatocitos secundarios (2n) que son muy difíciles de visualizar en preparaciones 

histológicas debido a que inmediatamente entran en la segunda división meiótica para 

dar origen a las espermátidas, células que tienen un número haploide (n) de 

cromosomas y que se encuentran ubicadas hacia el lumen del túbulo seminífero. Este 

proceso de diferenciación de espermatogonia a espermátida es conocido como 

espermatogénesis (Figura 2, panel A) (Roosen-Runge, 1977), (Holstein y col., 2003). 

 Una vez terminado el proceso de espermatogénesis comienza inmediatamente el 

proceso de espermiogénesis. Este proceso involucra una serie de modificaciones 

complejas que sufre la espermátida. El complejo de Golgi dará origen a una estructura 

vesicular que se desplazará en dirección al núcleo y que terminará uniéndose y 

cubriendo parte de su superficie para generar el casquete acrosómico.  
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Figura 2: El túbulo seminífero y la producción de espermatozoides: A) Células 

germinales presentes en el túbulo seminífero. B) Morfología del espermatozoide: 

cabeza (HR), cuello (NK), pieza media (MP), pieza principal (PP), pieza terminal (EP). 

(Gartner y col., 2002). 
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Simultáneamente los centríolos migran hacia el polo opuesto para dar origen al 

flagelo donde los microtúbulos se organizan para formar el axonema, el que tiene una 

estructura tubular compuesta por 2 microtúbulos centrales y nueve pares periféricos. El 

núcleo se alarga y aplana y la cromatina se condensa. Las mitocondrias migran hacia la 

región inicial del flagelo para formar la vaina mitocondrial de la pieza media del 

espermatozoide. El citoplasma con sus organelos residuales se desplazan hacia la 

región caudal donde formará un cuerpo residual que será fagocitado por las células de 

Sertoli. Una vez terminado el proceso de espermiogénesis, los espermatozoides 

tendrán características morfológicas típicas de cada especie, pero que conservan un 

patrón morfológico común (Figura 2, panel B). Finalmente, su capacidad motriz la 

adquirirá después de permanecer almacenado en el epidídimo donde terminará su 

proceso de maduración (Hecht, 1995).  

 A pesar del complejo proceso de espermiogénesis y maduración en el epidídimo, 

el espermatozoide de mamífero maduro aún no es capaz de fecundar al ovocito, para 

esto deberá sufrir en el tracto genital femenino un proceso conocido como 

“capacitación”. En este proceso se producen una serie de cambios bioquímicos en el 

espermatozoide que involucran pérdida de colesterol de la membrana plasmática, 

aumento en el cAMP intracelular, activación de la proteína quinasa A, aumento en la 

fosforilación de proteínas en tirosinas, hiperpolarización de la membrana plasmática y 

elevación del pH intracelular (entre otros). Finalmente se produce un cambio en el 

patrón de motilidad del espermatozoide generando un patrón de "hiperactivación" y la 

habilitación del espermatozoide para experimentar la reacción acrosomal. Estos 

eventos en conjunto permiten que procesos claves para la continuidad de la vida 
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puedan ocurrir, como la penetración del espermatozoide en la zona pelúcida y la 

posterior fecundación del ovocito (Visconti y col., 1998), (Ho y col., 2001). 

 

Sistema reproductivo masculino y catecolaminas 

 El normal funcionamiento de las gónadas de mamíferos es dependiente de las 

hormonas gonadotróficas LH y FSH que son producidas en la hipófisis anterior y 

reguladas por el hipotálamo a través de la producción pulsátil de la hormona liberadora 

de gonadotropina (Gn-RH). En los testículos, la hormona LH actúa directamente sobre 

las células de Leydig estimulando la producción de testosterona, hormona esteroidal 

que difunde al interior de los túbulos seminíferos y actúa sobre las células de Sertoli, 

que en conjunto con la hormona FSH mantienen la continua producción de 

espermatozoides (Walter y col., 2005). 

 Este complejo proceso de producción de espermatozoides haploides que 

involucra proliferación y diferenciación celular regulado principalmente por las hormonas 

gonadotróficas, también está sujeto a las influencias de la producción local de factores 

de crecimiento e incluso de neurotransmisores (Gnessi y col., 1997), (Mayerhofer y col., 

1999a). En particular, neurotransmisores como las catecolaminas podrían formar parte 

de este “complejo estimulador neuroendocrinotrófico”, ya que se ha descrito la 

presencia de catecolaminas (entre ellas dopamina) en los fluidos intersticiales del 

testículo (Campos y col., 1990).  Estas catecolaminas pueden llegar al testículo a través 

de la inervación simpática o por el torrente sanguíneo después de ser sintetizadas y 

liberadas a la sangre por las células cromafines de la médula adrenal, (Mayerhofer y 

col., 1996), (Prince, 1996), (Lakomy y col., 1997). Además, células similares a neuronas 
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expresando Tirosina Hidroxilasa,  enzima limitante de la síntesis de catecolaminas, 

fueron recientemente identificadas en testículos de monos rhesus y humanos, siendo 

una potencial fuente de síntesis de dopamina testicular (Mayerhofer y col., 1999b), 

(Frungieri y col., 2000). Además de estos antecedentes, los estudios de Romero y col., 

(2004), demostraron también el fenotipo catecolaminérgico de las células de Leydig, 

sugiriendo una fuente intratesticular de catecolaminas que en conjunto con la fuente 

neuronal y la que llega vía sanguínea, pudieran estar involucradas en la regulación de 

la espermatogénesis. 

 Por otro lado, en el sistema reproductor femenino se han descrito células 

similares a neuronas expresando Tirosina Hidroxilasa (Dees y col., 1995) y se han 

detectado niveles de dopamina en líquido antral de folículos de porcinos y humanos 

pre-ovulatorios (Bahr y col., 1985), (Bodis y col., 1993). Estudios funcionales realizados 

con células de cuerpo lúteo humano,  demostraron que la dopamina es capaz de 

aumentar la fosforilación de DARPP-32 actuando a través del receptor D1 (Mayerhofer 

y col., 2000). Además, estudios realizados con tejido ovárico equino demostraron la 

expresión de receptores de dopamina tipo D1 y D2 y el tratamiento con agonistas y 

antagonistas es capaz de afectar la función reproductiva ovárica, sugiriendo que 

dopamina puede actuar directamente sobre el órgano reproductivo femenino a través 

de dos tipos de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) (King y col., 2005). La presencia 

de receptores de dopamina en el tejido ovárico, podría indicar que dopamina pudiera 

estar modulando funciones celulares posiblemente a través de mecanismos también 

presentes en el tejido reproductivo masculino. 
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 La dopamina, ha sido vinculada con un rol crítico en el comportamiento sexual y 

la erección del pene actuando en el cerebro sobre varios núcleos del hipotálamo y el 

mesencéfalo (Sato y col., 1995). Dopamina y apomorfina (un agonista D1 y D2) son 

capaces de inducir erección peniana en humanos y en ratas actuando posiblemente 

como un iniciador central de la erección e intensificando el estímulo pro-eréctil (Heaton 

y col., 2000). En estudios realizados con ratas machos se observó que bajos niveles de 

estimulación dopaminérgica (vía receptores D1) incrementan la erección y niveles más 

elevados o la estimulación prolongada (vía receptores D2) producen la emisión seminal 

(Hull y col., 1992). Con el objetivo de explorar la posibilidad que además de la acción 

central, dopamina pudiera tener un efecto a nivel local, Hyun y col., estudiaron la 

presencia de receptores dopaminérgicos en el pene y glándulas accesorias. Sus 

trabajos demostraron simultáneamente la expresión de receptores tipo D1 y D2 en la 

vesícula seminal de rata y humano (Hyun y col., 2002a) y en el cuerpo cavernoso del 

pene de rata (Hyun y col., 2002b). En ambos trabajos los receptores fueron asociados a 

la musculatura lisa tanto del pene como de las vesículas seminales, sugiriéndose que el 

efecto pro-eréctil y la emisión seminal pudieran ser mediados en parte por la 

estimulación de estos receptores dopaminérgicos periféricos. 

 La inesperada expresión de receptores específicos de neuronas en células 

somáticas fuera del sistema nervioso central plantea la posibilidad que muchos de estos 

receptores originalmente descritos en neuronas puedan estar cumpliendo funciones 

similares o completamente distintas a las descritas inicialmente dependiendo del tipo 

celular en donde se expresen. Uno de estos tipos celulares que pareciera compartir 

varios de estos receptores neuronales son los espermatozoides, en los cuales se han 



 23

descrito receptores para neurotransmisores como GABA, glicina, acetilcolina, 

glutamato, adenosina, noradrenalina, angiotensina y anandamida entre otros (Meizel, 

2004). Además, varios de estos agonistas han sido detectados en fluido oviductal y 

diversos estudios funcionales los han correlacionado con mecanismos exocíticos que 

parecieran compartir con las neuronas o bien estar relacionados con funciones únicas 

del espermatozoide como el proceso de capacitación y motilidad (Meizel, 2004). Al igual 

que algunos neurotransmisores nombrados anteriormente, la dopamina ha sido 

detectada en fluido oviductal, sugiriendo que los receptores de dopamina podrían tener 

alguna participación en la fisiología reproductiva masculina (Kotwica y col., 2003). 

  Finalmente, basados en los antecedentes expuestos y que se resumen a 

continuación: 

- La importancia de los receptores de dopamina en el Sistema Nervioso Central. 

- La inesperada presencia de estos receptores en tejidos reproductivos. 

- La sorprendente presencia de receptores neuronales en los espermatozoides. 

- La presencia y síntesis de dopamina en el testículo. 

- La presencia de dopamina en el fluido oviductal. 

-La activación de la vía PI3K-Akt por el receptor D2 favoreciendo la viabilidad celular.  

  

Y sumados a la evidencia preliminar obtenida por nuestro laboratorio de la 

posible presencia del receptor D2 en línea germinal masculina de rata, sustentan la 

postulación de la siguiente hipótesis: 
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Hipótesis 

“El receptor de dopamina D2 se expresa en línea germinal masculina y su 

activación es capaz, entre otros efectos, de proteger a las células 

espermatogénica frente a estimulo tóxicos como el H2O2 a través de la activación 

de la vía PI3K-Akt”. 

 

Objetivo general 

Estudiar la expresión y función del receptor de dopamina D2 en las células 

espermatogénicas del testículo de rata. 

 

Objetivos específicos 

-Determinar la expresión del mRNA del receptor D2 en testículo de rata a través de 

análisis de RT-PCR utilizando partidores específicos. 

-Detectar la presencia del receptor D2 en cortes de testículo y células aisladas de rata 

(espermatocitos, espermátidas y espermatozoides) y en espermatozoides de toro y 

humano por estudios de inmunohisquímica utilizando anticuerpos específicos. 

-Corroborar la presencia del receptor D2 en los extractos proteicos de testículo y células 

aisladas utilizando análisis de Western blot. 

-Determinar el efecto de dopamina sobre la viabilidad espermática y el efecto protector 

de dopamina después de la acción tóxica de un inductor de radicales libres (estrés 

oxidativo) como el peróxido de hidrógeno. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 MATERIALES 

 

3.1.1 Material biológico: 

 En este estudio se utilizaron cortes de testículo y espermatozoides de epidídimo 

de rata (rattus norvergicus) cepa Sprague-Dawley, las que fueron proporcionadas por el 

vivero del Instituto de Histología y Patología de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Austral de Chile. Los espermatozoides de bovino utilizados se obtuvieron 

de eyaculados frescos proporcionados por el Centro de Inseminación Artificial de la 

Universidad Austral de Chile. Los espermatozoides humanos fueron proporcionados por 

donantes jóvenes y saludables y el semen fue colectado en contenedores de plástico 

estériles (Angulo y col., 1998), (Zambrano y col., 2001). La aprobación ética se obtuvo a 

través de una carta de consentimiento de acuerdo a la reglamentación vigente del 

Comité de Etica de la Universidad Austral de Chile.  Como control positivo, se utilizaron 

cerebros de ratas Sprague-Dawley, también proporcionados por el Instituto de 

Histología y Patología de la Universidad Austral de Chile. 

 

3.1.2 Reactivos químicos: 

 De Sigma Chemical Co. se obtuvieron los siguientes reactivos: gelatina de piel 

de bovino, 2-mercaptoetanol, glicina, azul de Coomassie G-250, Tritón X-100, albúmina 

de suero de bovino (BSA), ortovanadato de sodio, fluoruro de sodio, poli-L-lisina (peso 

molecular > 350 kDa), L-glutamina, Tween 20. 
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 De Merck, Darmstadt, fueron adquiridos los siguientes reactivos: ácido 

clorhídrico, fosfato ácido de sodio, glicerol, ácido acético, hidróxido de sodio, PMSF,  

sulfato de cromo III y potasio, xilol,  y azul de bromofenol, cloruro de potasio, citrato de 

sodio dihidratado, fosfato ácido de sodio dihidratado, fosfato diácido de potasio, HEPES 

sal sódica, azul de bromofenol, etanol, isopropanol, formaldehído y formamida.     

  

 De PIERCE fueron adquiridos  los anticuerpos secundarios conjugados a 

peroxidasa, anti-IgG de ratón y anti IgG de conejo.  

 

 De Boehringer Mannheim GmbH, se obtuvieron los siguientes reactivos: 

leupeptina, aprotinina, pepstatina A, inhibidor de tripsina, 3,3` diamino bencidina (DAB). 

 

 De MBI Fermentas, fue obtenido el estándar de peso molecular preteñido para 

geles de poliacrilamida-SDS. 

  

 De Gibco Laboratories Life Technologies, Inc. se obtuvieron membranas de 

nitrocelulosa, acrilamida, bisacrilamida, persulfato de amonio, TEMED, DTT, tripsina, 

medio neurobasal y medio nutritivo Ham`s F-12. 

 

 De DAKO fue adquirido Quick Staining Kit® HRP, peroxidasa policlonal. 

 

 De Santa Cruz Biotechnology se obtuvieron los siguientes anticuerpos: anti-

receptor de dopamina tipo D2 humano policlonal hecho en conejo (H-50), anti-receptor 

de dopamina tipo D2 humano monoclonal hecho en ratón (B-10), anti-subunidad 

catalítica de PI3K p110β (H-239), anti-BAD (H-168), anti-caspasa-9 p10 (H-83), anti-p-

Akt (Thr-308; sc-16646), anti-p-Akt (Ser-473; sc-7985).  
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 De Molecular Probes, Anticuerpos anti-IgG de ratón conjugados a Alexa fluor 

594 (rojo) y el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a Alexa fluor 488 (verde). 

 

 De PROMEGA se obtuvieron la transcriptasa reversa, Taq DNA polimerasa, 

desoxinucleótidos, agarosa y persulfato de amonio. 

 

 De BIOS Chile IGSA se obtuvieron los oligonucleótidos utilizados como 

partidores, las secuencias fueron obtenidas de Wang y col., (2000) donde el partidor 

sentido es complementario al exón 5 de gen del receptor D2 (5’-GAG TGT ATC ATT 

GCC AAC CCT GCC-3’) y el partidor antisentido es complementario al exón 7 del gen 

del receptor D2 (5’-TGG TGC TTG ACA GCA TCT CC-3’).  

 

 De Whatman Internatonal Ltd., se utilizó papel filtro Nº 1, de Amresco, 

Histochoice tissue fixative MB e Histochoice Histological Mounting Medium, de 

CitosealTM bálsamo para montar los cortes, de LabGuard Mallinckrodt, se obtuvo 

cloruro de sodio, de Amersham Pharmacia Biotech se obtuvo ECL Western blotting, y 

el material fotográfico utilizado fue obtenido de Kodak. 

 

 El equipo utilizado fue el siguiente: Centrífuga Hereus Megafuge 1.0R, centrífuga 

Eppendorf 5417-R, fuente de poder EPS 250 de Scientific Company y DESAGA 

desatronic 1000/200, agitador magnético IKAMAG® RCT, espectrofotómetro Shimadzu 

UV-120-12, contador de centelleo líquido Packard tri-Carb 1600TR, termociclador Mini 

Cycler TM MJ RESEARCH, transiluminador UVP, pHmetro Radiometer Copenhagen 
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PHM 83 Autocal, cámara de Neubauer, balanza precisa 180A, sistema de electroforesis 

y transferencia Mini Protean® III y Mini Trans Blot de BIO RAD, agitador orbital LAB-

LINE, baño termorregulado Haake D8, microscopio ZEISS modelo Axioskop 2 acoplado 

a una cámara digital Nikon DXM1200, microscopio confocal Olympus Fluoview FV1000. 
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3.2. METODOS 

 

3.2.1 Uso de animales de experimentación. 

 Las ratas proporcionadas por el vivero del Instituto de Histología y Patología de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile, mantenidas de acuerdo a la 

normativa vigente, fueron anestesiadas con éter y sacrificadas por dislocación cervical 

según las medidas de bioseguridad del “Manual de Normas de Bioseguridad” de 

CONICYT de 1994. Los restos fueron cremados en el incinerador del Fundo Teja Norte 

de la Universidad Austral de Chile, donde se descartan los desechos biológicos de 

acuerdo al “Manual de Procedimiento para el Manejo de Residuos” de la Universidad 

Austral de Chile disponible en la intranet.    

 

3.2.2 Cultivo primario de neuronas. 

  Para el cultivo primario, las neuronas fueron obtenidas de la corteza cerebral de 

embriones de ratas Sprague-Dawley de 17 días de edad. Después de remover el 

cerebro medio, la corteza cerebral fue digerida por 15 minutos con tripsina al 0,12% p/v 

en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,4. Luego de ser triturada y completamente 

homogenizada con una pipeta Pasteur, las neuronas fueron sembradas sobre placas de 

cultivo cubiertas con poli-L-lisina (peso molecular > 350 kDa) e incubadas por 20 

minutos. Después de este tiempo, las células flotantes fueron eliminadas y las células 

unidas cultivadas por 5 días en medio neurobasal suplementado con L-glutamina.  
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3.2.3 Extracción de RNA total. 

 El RNA se obtuvo de tejido de cerebro, cultivo primario de neuronas y testículo 

de ratas Sprague-Dawley utilizando el método de Chomczynzki y Sacchi (1987). Las 

ratas fueron sacrificadas por dislocación cervical y aproximadamente 100 mg de tejido o 

una placa de cultivo de neuronas fueron homogeneizados en 1 ml de solución de lisis 

(tiocianato de guanidina 4 M, sarcosil 0,5%, 2-β-mercaptoetanol 0,1 M, citrato de sodio 

25 mM (pH 7,0)). Luego, la mezcla fue incubada por 30 minutos a temperatura ambiente 

para la completa disociación de los complejos de nucleoproteínas y a continuación se 

agregaron 0,1 volumen de acetato de sodio 2 M, 1 volumen de fenol saturado en agua y 

0,2 volumen de cloroformo/alcohol isoamílico (49:1), agitando vigorosamente después 

de agregar cada solución. Posteriormente se centrifugó la mezcla resultante a 10.000 

xg por 20 minutos a 4ºC y la fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo, volviéndose a 

tratar con fenol y cloroformo. El sobrenadante acuoso conteniendo el RNA, fue tratado 

con 1 volumen isopropanol frío y se dejó precipitar por 2 horas a -20ºC. Luego, el RNA 

fue recuperado por centrifugación  a 10.000 xg por 30 minutos a 4ºC y  el pellet fue 

lavado con 1 volumen de etanol 75% y centrifugado a 5.000 xg por 5 minutos a 4ºC. 

Posteriormente, el RNA fue resuspendido en 500 µl de agua estéril donde luego se 

agregó 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 2,5 volúmenes de etanol frío, y 

se dejó precipitar por 2 horas a -20ºC.  Luego se centrifugó a 15.600 xg durante 30 

minutos a 4ºC y el precipitado se lavó 3 veces con etanol 75% agitando suavemente y 

centrifugando a 5.000 xg por 5 minutos. Finalmente, después del último lavado, el pellet 

fue secado a temperatura ambiente por 5 minutos y resuspendido en 50 µl de agua 

estéril libre de RNAsas. Para determinar la concentración y pureza del RNA se tomó 
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una alícuota de la muestra, se diluyó 150 veces y se leyó la absorbancia a 260 y 280 

contra un blanco de agua estéril. Para el cálculo de la concentración se supuso que una 

unidad de absorbancia a 260 es equivalente a 40 μg/ml de RNA. Las preparaciones de 

RNA así obtenidas mostraron una razón  de absorbancia 260/280 en el rango de 2,0-

2,2. 

 

3.2.4 Electroforesis en geles de agarosa/formaldehído. 

 Para confirmar la integridad de la preparación de RNA obtenida se prepararon 

geles de agarosa al 1,5% en tampón MOPS 5X (MOPS 0,2 M pH 7,0, acetato de sodio 

50 mM, EDTA 5mM pH 8,0) conteniendo formaldehído 2,2 M. Se utilizaron 20 μg de la 

muestra de RNA homogeneizado en tampón MOPS 5X conteniendo formaldehído y 

formamida con 0,5 μg/ml de bromuro de etidio. La muestra se incubó por 15 minutos a 

55ºC. Se utilizó tampón de carga (glicerol 50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol 0,4% y 

cianol de xileno al 0,4 %) en relación 1:10 con respecto al volumen de la muestra. 

Posteriormente el gel fue visualizado por exposición a la luz UV en un transluminador. 

 

3.2.5 Síntesis del cDNA. 

 La reacción de RT para la síntesis del cDNA fue realizada en un volumen final de 

20 µl y se utilizaron 2,0 μg de RNA total de cada muestra (cultivo de neuronas, cerebro 

y testículo de rata), el que fue incubado con 200 unidades de transcriptasa reversa 

(PROMEGA Inc.), 1 mmol/l de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0,5 µg de oligo 

dT, KCl 75 mM, ditiotreitol 10 mM, MgCl2 3 mM y Tris-HCl 50 mM (pH 8,3). La mezcla 

final de reacción fue incubada en un termociclador a 42ºC por 50 minutos seguida de 
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una incubación a 70ºC por 15 minutos, para la inactivación de la enzima. El cDNA 

sintetizado fue almacenado a -20ºC para su posterior amplificación por PCR. 

 

3.2.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 La reacción de amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 25 µl 

conteniendo  1 µmol/l de partidores sentido y antisentido, MgCl2 3 mM, 1 mM de cada 

dNTP, 2,5 µl de tampón 10X, 5 µl de cDNA templado y 0,5 unidades de Taq DNA 

polimerasa (PROMEGA Inc.). La mezcla final de reacción fue incubada a 95ºC por 45 

segundos, 60ºC por 45 segundos y 72ºC por 45 segundos por 35 ciclos. Los productos 

de amplificación obtenidos fueron resueltos en un gel de agarosa al 2% y visualizados 

por tinción con bromuro de etidio y exposición a la luz UV en un transluminador. La 

secuencia de los partidores utilizados en la reacción de PCR fue previamente descrita 

por Wang y col., 2000 y son complementarias al exón 5 en el primer sentido (5’-GAG 

TGT ATC ATT GCC AAC CCT GCC-3’) y al exón 7 en el primer antisentido (5’-TGG 

TGC TTG ACA GCA TCT CC-3’), lo que permite diferenciar claramente entre las 2 

isoformas del receptor D2 (D2L y D2S) por el tamaño del producto de PCR generado 

(D2L= 321 pb y D2S= 234 pb).  

 

3.2.7 Inmunohistoquímica en cortes de  testículo de rata.  

 La localización del receptor de dopamina tipo D2 fue determinada por estudios 

de inmunohistoquímica en cortes de testículo de rata fijados en parafina de machos pre-

púberes (6 días de edad) y adultos (60 días de edad).  Para eliminar la parafina e 

hidratar el tejido, se incubó la muestra en xilol por 3 minutos (2 veces), seguida de la 
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incubación en etanol 100% por 3 minutos (2 veces), etanol 95% por 3 minutos (2 veces) 

y agua destilada por 3 minutos (2 veces). Posteriormente, los cortes fueron sometidos a 

un tratamiento para mejorar la exposición de los antígenos que consistió en incubar la 

muestra con citrato de sodio 10 mM (pH 6,0) en un horno microondas, 1 minuto a 100% 

de potencia, 10 minutos a 10% de potencia y 15 minutos a temperatura ambiente. Para 

eliminar el exceso de citrato se lavó con agua destilada dos veces por 5 minutos. 

Posteriormente, los cortes fueron tratados con H2O2 3% por 5 minutos a temperatura 

ambiente con el objetivo de eliminar la actividad peroxidasa endógena del tejido. El 

exceso de  H2O2  es eliminado pasando el tejido por agua destilada y posteriormente 

incubando en PBS 1X (NaCl 150 mM, NaH2PO4 15 mM pH 7,4) por 5 minutos. Luego, 

los cortes fueron bloqueados por 1 hora a temperatura ambiente en cámara húmeda 

con solución de PBS 1X conteniendo BSA 1%, leche descremada 5% y Triton X-100 al 

0,3% (solución de bloqueo). Los cortes fueron incubados toda la noche a 4ºC en 

cámara húmeda con anticuerpo anti-D2R policlonal (sc-9113/H-50; Santa Cruz 

Biotechnology) diluido 1:50 en solución de PBS 1X conteniendo BSA 1%, leche 

descremada 5% y Triton X-100 0,3%. El control negativo fue hecho incubando uno de 

los cortes por toda la noche en solución de bloqueo sin anticuerpo. La incubación del 

segundo anticuerpo y el revelado fue realizado utilizando el sistema DAKO ® Quick 

Staining Kit HRP. Esta técnica se basa en que las muestras luego de ser incubadas con 

el primer anticuerpo, son tratadas con una solución que contiene IgG de conejo 

biotinilada para luego ser incubadas con una solución de estreptavidina conjugada a 

peroxidasa. La reacción se completa al incubar con un sustrato cromógeno, y la 
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reacción de color es desarrollada usando 3,3´-diaminobenzidina (DAB), dando como 

resultado un precipitado insoluble en el sitio del antígeno. 

 Finalmente, se procedió a la deshidratación de los cortes utilizando etanol al 

80% y 100%, se incubó 1 minuto en cada solución. Luego los cortes se incubaron 2 

veces en xilol por 5 minutos, y posteriormente se montaron usando Citoseal TM y 

cubreobjetos, para ser observados bajo microscopía óptica a 100X y 250X de 

magnificación en un microscopio de marca ZEISS acoplado a una cámara digital Nikon 

DXM1200. Las imágenes fueron procesadas utilizando el programa Adobe Photoshop 

7,0. 

 

3.2.8 Separación de células germinales de testículo de rata. 

 La preparación de células se realizó de acuerdo al protocolo descrito por 

Berríos y col., (1998). Tres ratas macho de 30 a 35 días de vida se sacrificaron por 

dislocación cervical. Los testículos extraídos fueron descapsulados y depositados en un 

matraz Erlenmeyer con 20 ml de medio Krebs-Henseleit (NaCl 140 mM, KCl 4 mM, 

KH2PO4 1,6 mM, MgCl2 1,6 mM y Hepes 20 mM), adicionando en el momento de usar, 

MgCl2 0,5 mM y lactato 10 mM, además colagenasa 0,5 mg/ml y DNAsa 2 μg/ml. Luego 

de agitación, en un baño termorregulado a 33oC con una concentración de O2/CO2 de 

95/5% por 20 minutos, se obtuvieron los túbulos seminíferos disgregados. Se realizaron 

3 lavados por decantación, con 10 ml del medio Krebs-Henseleit (KH) (conteniendo 

MgCl2 0,5 mM y lactato 10 mM) cada uno. Para poder romper los túbulos seminíferos, 

se agitaron primero por 2 minutos en el baño termorregulado a 33oC con O2/CO2 de 

95/5%, agregando 10 ml del medio Krebs-Henseleit  (conteniendo MgCl2 0,5 mM, 
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lactato 10 mM y  además tripsina 0,2 mg/ml y  DNAsa 10 mg/ml), luego  con ayuda de 

una pipeta plástica, evitando producir burbujas, los túbulos fueron rotos 

mecánicamente. De este modo, las células fueron filtradas en rejilla doble de 50 a 70 

μm y algodón, siendo recolectadas en un tubo Falcon. Al ser filtradas, las células son 

centrifugadas por 3 minutos, siendo lavadas 3 veces en Krebs-Henseleit (conteniendo 

calcio 0,5 mM y lactato 10 mM). Después del último lavado, el sedimento celular es 

resuspendido y se depositan en una gradiente lineal de BSA 1,5-3,5% en medio Krebs-

Henseleit (adicionado con calcio 0,5 mM y lactato 10 mM) el cual se deja sedimentar 

por 3 horas. Una vez sedimentadas, se colectan de la gradiente 80 fracciones de 4 ml 

cada una y las células son visualizadas bajo el microscopio óptico, siendo elegidas las 

fracciones que contienen espermatocitos puros y por otro lado las fracciones que 

contienen espermátidas puras, diferenciándolas por tamaño y forma. En este caso, los 

espermatocitos fueron encontrados en las fracciones 10 – 15 y las espermátidas en las 

fracciones 50 - 55. Las respectivas fracciones de espermatocitos y espermátidas fueron 

colectadas en tubos Falcon y posteriormente lavados 3 veces con el medio Krebs-

Henseleit (conteniendo calcio 0,5 mM y lactato 10 mM) por 3 minutos a 1400 xg.  

 Las preparaciones de espermatocitos y espermátidas aisladas así obtenidas, 

fueron utilizadas para análisis posteriores.  

 

3.2.9 Inmunocitoquímica en esparcidos de espermatocitos y espermátidas de 

testículo de rata. 

 Sobre portaobjetos previamente lavados y cubiertos con una solución de 

gelatina de piel de bovino al 5% y sulfato de cromo III y potasio al 0,05%, se colocaron 
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10 μl de cada mezcla de espermatocitos y espermátidas. Luego se fijó cada muestra 

utilizando una solución de Histochoice en etanol 4:1, durante 10 minutos. Enseguida los 

esparcidos fueron incubados en cámara húmeda por 5 minutos con peróxido de 

hidrógeno al 3%, y luego lavados con PBS 1X (NaH2PO4 15 mM pH 7,4, NaCl 150 mM), 

para proceder posteriormente a bloquear cada muestra utilizando una solución 

conteniendo leche descremada 5%, BSA 1%, Tritón X-100 0,3% en tampón fosfato 

salino, PBS 1X pH 7,4, incubado durante una hora a temperatura ambiente en cámara 

húmeda. Luego, las muestras fueron incubadas con 100 μl de anticuerpo anti-D2R 

policlonal (sc-9113/H-50; Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:50 en solución de bloqueo 

e incubándose durante toda la noche a temperatura ambiente en cámara húmeda.  

 Los procedimientos de lavado, incubación con el segundo anticuerpo y 

revelado fueron realizados como se describe en la sección 3.2.7. 

 

3.2.10 Obtención de espermatozoides de rata, bovino y humano. 

 Los espermatozoides de rata fueron obtenidos según el procedimiento descrito 

por Vera y col., (1984). Para ello, ratas sexualmente maduras de aproximadamente 60 

días de edad, fueron anestesiadas con cloroformo y posteriormente sacrificadas por 

dislocación cervical. El epidídimo fue cuidadosamente disectado del testículo, 

asegurándose de eliminar la mayor cantidad posible de tejido graso, y se transfirió a un 

vaso precipitado que contenía PBS 1X (NaCl 150 mM, NaH2PO4 15 mM (pH 7,4)) más 

PMSF 1 mM como inhibidor de proteasas. Posteriormente, el epidídimo fue cortado en 

trozos pequeños con el objeto de lograr la máxima difusión de los espermatozoides a la 

solución. Luego, la suspensión obtenida fue filtrada a través de una malla de nylon de 
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200 µm y 100 µm de poro respectivamente, recuperándose los espermatozoides por 

centrifugación a 600 xg  por 5 minutos a 4ºC. El sedimento de espermatozoides fue 

resuspendido y lavado 3 veces con PBS 1X más PMSF 1 mM. Los espermatozoides de 

rata así obtenidos fueron utilizados en los experimentos posteriores.  

 Para obtener espermatozoides aislados de bovino y humano, se utilizó semen 

fresco de toro y donantes humanos voluntarios (en el caso de semen humano, este se 

dejó reposar por 30 minutos a temperatura ambiente antes de manipularlo con el 

objetivo de facilitar su licuefacción). En ambos casos, el semen obtenido fue lavado 4 

veces con PBS 1X mas PMSF 1 mM y recuperados por centrifugación a 600 xg. Los 

espermatozoides bovinos y humanos así obtenidos fueron utilizados en los 

experimentos posteriores. 

 

3.2.11 Inmunocitoquímica fluorescente de espermatozoides de rata, bovino y 

humano. 

 Sobre portaobjetos previamente lavados y cubiertos con una solución de 

gelatina de piel de bovino al 5% y sulfato de cromo III y potasio al 0,05%, se colocaron 

10 μl de cada suspensión de espermatozoides obtenidos como se describe en la 

sección 3.2.10. Luego se fijó cada muestra utilizando una solución de Histochoice en 

etanol 4:1, durante 10 minutos. Posteriormente, los espermatozoides fueron bloqueados 

utilizando una solución conteniendo leche descremada 5%, BSA 1%, Tritón X-100 0,3% 

en tampón fosfato salino, PBS 1X pH 7,4 e incubado durante una hora a temperatura 

ambiente en cámara húmeda. Luego las muestras fueron cubiertas con 100 µl de 

anticuerpo anti-D2R policlonal diluido 1:50 en solución de bloqueo y se incubaron 
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durante toda la noche a 4ºC en cámara húmeda. En el caso de la detección de PI3K, 

Bad, Caspasa-9, p-Akt y fosfotirosina (PY20, Transduction Laboratories (Lexington, 

KY)), la dilución utilizada fue de 1:100. Posteriormente, las muestras fueron lavadas 4 

veces con tampón fosfato salino, PBS 1X pH 7,4 e incubados por 2 horas a temperatura 

ambiente con los segundos anticuerpos anti-IgG de conejo-conjugado a Alexa fluor 488 

(color verde) o anti IgG de ratón-conjugado a Alexa fluor 596 (color rojo) ambos dilución 

1:500. Finalmente, los espermatozoides fueron lavados 4 veces con PBS 1X pH 7,4 y 

montados en medio especial para fluorescencia. En el caso de la detección del receptor 

D2 y en los estudios funcionales con p-Akt, los espermatozoides fueron incubados con 

yoduro de propidio y analizados por microscopia confocal. Como control positivo del 

receptor D2, se utilizó cultivo primario de neuronas de rata, el que fue trabajado en 

paralelo. En la detección de las proteínas PI3K, Bad, caspasa-9 y PY20 las imágenes 

fueron obtenidas por microscopia de epifluorescencia.  

 

3.2.12 Inmunocitoquímica de Akt fosforilada en espermatozoides frescos de 

bovino. 

 Espermatozoides de bovino preparados como se describe en la sección 3.2.11, 

fueron incubados en cámara húmeda por 5 minutos con peróxido de hidrógeno al 3%, y 

luego lavados con PBS 1X (NaH2PO4 15 mM pH 7,4, NaCl 150 mM), para proceder 

posteriormente a bloquear la muestra utilizando una solución conteniendo leche 

descremada 5%, BSA 1%, Tritón X-100 0,3% en tampón fosfato salino, PBS 1X pH 7,4 

e incubado durante 1 hora a temperatura ambiente en cámara húmeda. Luego, las 

muestras fueron incubadas con 100 μl de anticuerpo anti-p-Akt (Thr-308) y anti-p-Akt 
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(Ser-473) diluidos 1:50 en solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC en cámara 

húmeda.  

 Los procedimientos de lavado, incubación con el segundo anticuerpo y 

revelado fueron realizados como se describe en la sección 3.2.7. 

 

3.2.13 Extracción de proteína 

 Las muestras destinadas a la extracción de proteínas fueron homogenizadas en 

tampón RIPA (Triton-X-100 1%, desoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%, NaCl 150 mM, 

Tris-HCl 50 mM, pH: 7,2, EDTA 5 mM más los inhibidores de proteasas; PMSF 1 mM, 

aprotinina 2 µM, leupeptina y pepstatina 1 µg/µl). En la extracción de proteínas totales 

para el análisis de proteínas fosforiladas, también se agregaron los inhibidores de 

fosfatasas ortovanadato de sodio 1 mM y fluoruro de sodio 5 mM. Posteriormente, los 

homogeneizados fueron centrifugados a 14800 xg por 15 minutos a 4ºC, el 

sobrenadante fue recuperado y las proteínas fueron cuantificadas  por el método de 

Bradford (1976), utilizando albúmina de suero bovino (BSA) como estándar para 

construir la curva de calibración. Los extractos proteicos así obtenidos fueron utilizados 

posteriormente para estudios de inmunoprecipitación e inmunoblots. 

 

3.2.14 Separación electroforética de proteínas 

 La separación electroforética de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida 

al 10% de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli (1970), en el sistema  de 

electroforesis Mini Protean ® III de la compañía BIO RAD. El gel separador y 

espaciador de 1,5 mm de grosor,  se prepararon a partir de una solución de 
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acrilamida:bisacrilamida 30:0,8. El gel separador se preparó a una concentración  final 

de poliacrilamida de 10% conteniendo Tris-HCl 375 mM (pH 8,8), SDS 0,1%, persulfato 

de amonio 0,04% y TEMED 0,03%. El gel espaciador se preparó a una concentración 

final de poliacrilamida de 3,8%, conteniendo Tris-HCl 125 mM pH 6,8, SDS 0,1% y 

TEMED 0,04%. Las muestras de proteínas totales fueron mezcladas con tampón 

muestra 5X (SDS 5%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0,05%, 50 mM DTT y Tris-HCl 

0,125 M pH 6,8) e incubadas a 37ºC por 10 minutos. Luego, las muestras fueron 

cargadas en el gel, realizándose la electroforesis en tampón de corrida (Tris-HCl 25 mM 

pH 8,3, glicina 190 mM y SDS 0,1%) con una intensidad de corriente de 30 mA por un 

tiempo aproximado de 2 horas.  

 

3.2.15 Electrotransferencia 

 Una vez finalizada la separación electroforética de las proteínas, las muestras 

fueron transferidas a una membrana de PVDF, según lo descrito por Tsang y col (1983) 

en el sistema de Mini Trans Blot ® de BIO RAD. Para esto, sobre una esponja 

embebida en tampón de transferencia (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 190 mM, SDS 

0,1% y metanol 20%) se depositaron secuencialmente: un trozo de papel filtro Whatman 

Nº 1, la membrana de PVDF, el gel a transferir y  luego otro papel filtro, todo lo cual se 

cubrió con otra esponja embebida en la misma solución. Este “sandwich” se colocó en 

la cámara de electrotransferencia conteniendo el tampón de transferencia y se colocó 

una intensidad de corriente de 100 mA por 4 horas. Transcurrido este tiempo la 

membrana se dejó secar a temperatura ambiente y se guardó a 4ºC para el análisis 

posterior.  
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3.2.16 Detección inmunológica 

 Para la detección inmunológica de las proteínas electrotransferidas, las 

membranas de PVDF fueron rehidratadas por el paso de metanol 100% por 10 

segundos y un lavado con PBS 1X (NaH2PO4 15 mM pH 7,4, NaCl 150 mM). Luego 

fueron incubadas por 1 hora con solución de bloqueo compuesta de PBS-Tween 20-

Leche (NaH2PO4 15 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,3% y leche descremada 

5%). Posteriormente, las membranas fueron incubadas por toda la noche a 4ºC bajo 

agitación constante con los anticuerpos respectivos diluidos en solución de bloqueo 

(anti-D2R diluido 1:1000, anti-p-Akt (Ser-473) diluido 1:1000, anti-p-tirosina (PY20) 

diluido 1:500, anti-β-tubulina (utilizada como control de carga) diluido 1:1000). Luego, 

las membranas se lavaron tres veces a temperatura ambiente por 15 minutos con PBS-

Tween-20 (Tween-20 0,03% en PBS 1X) bajo agitación continua. Posteriormente, las 

membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo 

(1:5000) o ratón (1:1000) conjugados con la enzima peroxidasa y diluidos en solución 

de bloqueo. Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces a temperatura ambiente 

con PBS-Tween-20 por 15 minutos y 1 vez con PBS 1X para eliminar el exceso de 

detergente. El revelado del conjugado se realizó usando el método de 

quimioluminiscencia comercial ECL (Amersham). El resultado se obtiene mezclando 

partes iguales de dos reactivos, produciéndose una solución de peróxido de hidrógeno y 

luminol que se vierte sobre las membranas, dejándose actuar por 1 minuto, luego se 

elimina el exceso de solución y la membrana se expone a un film que registrará la luz 

emitida por el luminol. Finalmente, se detiene la reacción al retirar el film de la 

membrana y la película obtenida se revela con el reactivo D72 y se fija con reactivo U3.  
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3.2.17 Inmunoprecipitación 

 La inmunoprecipitación se realizó con 500 µg de proteínas totales obtenidas 

como se describe en la sección 3.2.13. Las proteínas fueron llevadas a un volumen final 

de 400 µl con tampón RIPA (Triton-X-100 1%, desoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%, 

NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 mM, pH: 7,2, EDTA 5 mM más los inhibidores de proteasas; 

PMSF 1 mM, aprotinina 2 µM, leupeptina y pepstatina 1 µg/µl). Luego, a cada extracto 

proteico se le agregó 10 µl de proteína A-agarosa y se incubó por 1 hora a 4ºC con 

agitación continua. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 3000 xg por 5 minutos y el 

sobrenadante fue incubado con 5 µl del anticuerpo anti-D2R policlonal hecho en conejo 

(sc-9113/H-50; Santa Cruz Biotechnology) a 4ºC por toda la noche y bajo agitación 

continua. Al otro día, se agregó 40 µl de proteína A-sefarosa a cada extracto proteico y 

se incubó por 2 horas a 4ºC con agitación continua. Posteriormente, la muestra fue 

centrifugada a 3000 xg por 5 minutos a 4ºC y el sobrenadante fue descartado. El 

sedimento obtenido fue lavado 4 veces con 500 µl de tampón Ripa y centrifugado a 

3000 xg por 5 minutos a 4ºC. Finalmente, el sedimento fue resuspendido en 40 µl de 

tampón muestra 5X (SDS 5%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0,05%, 50 mM DTT y 

Tris-HCl 0,125 M pH 6,8), separado por electroforesis como se describe en la sección 

3.2.14 y transferido a membranas de PVDF como se describe en la sección 3.2.15. La 

detección inmunológica de las proteínas inmunoprecipitadas se realizó utilizando el 

anticuerpo anti-D2R monoclonal hecho en ratón (sc-5303/B-10; Santa Cruz 

Biotechnology) diluído 1:1000, como se describe en la sección 3.2.16. 
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3.2.18 Determinación de viabilidad en espermatozoides  

 La viabilidad de los espermatozoides fue determinada a través del método de 

eosina-negrosina. Este método se basa en que las células viables tienen su membrana 

celular intacta, por lo tanto, no permiten el ingreso a la célula de colorantes como la 

eosina quedando la célula sin teñir. Por otro lado, los espermatozoides no viables 

pierden su integridad de membrana permitiendo el ingreso de la eosina al interior de la 

célula, la cual quedará teñida de un color rosado (Figura 3).  La negrosina no es capaz 

de ingresar a las células vivas o muertas y sólo es utilizado como un medio de contraste 

para visualizar mejor a las células no teñidas (células viables). El método se realiza 

mezclando 50 µl de una suspensión de espermatozoides con 50 µl de una mezcla de 

eosina-negrosina (1 parte de eosina + 2 partes de negrosina) la cual se incuba por 30 

segundos. Luego se toma una alícuota de aproximadamente 10 µl y se deposita sobre  

un extremo de un porta objeto limpio, con la ayuda del extremo de otro porta objeto se 

extiende la gota a lo largo de toda la superficie del porta objeto generando un delgado 

frotis el cual se deja secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se analiza la 

muestra contando en el microscopio óptico (objetivo de 100X) 200 espermatozoides, 

con los cuales se calcula el % de espermatozoides viables. Por cada tratamiento se 

calculó tres veces el % de viabilidad obteniéndose un promedio y una desviación 

estándar, las cuales fueron graficadas utilizando el programa Sigma Plot 8.0. 
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A

B 

 

 

Figura 3: Determinación de la viabilidad espermática: La viabilidad fue determinada 

por el método de eosina-negrosina. Esta técnica permite diferenciar a los 

espermatozoides viables (A), de los no viables (B), debido a que estos últimos han 

perdido su integridad de membrana permitiendo el ingreso de la eosina al interior de la 

célula tiñéndose de color rosado. El porcentaje de viabilidad se calcula después de 

contar 200 espermatozoides (barra=10 µm). 
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3.2.19 Estudio funcional del receptor de dopamina D2 en espermatozoides  

 Para realizar los estudios funcionales del receptor D2 se utilizaron 

espermatozoides de bovino debido a la cantidad y calidad de espermatozoides 

presentes en los eyaculados obtenidos del Centro de Inseminación Artificial de la 

Universidad Austral de Chile. 

 

3.2.19.1 Efecto de dopamina en la fosforilación de proteínas 

 Eyaculados frescos de bovinos obtenidos del Centro de Inseminación Artificial 

fueron lavados 4 veces con medio nutritivo Ham`s F-12 (glucosa 10 mM, piruvato de 

sodio 1 mM) y recuperados por centrifugación a 600 xg a temperatura ambiente. 

Después de corroborar la motilidad y viabilidad espermática, estos fueron incubados 

con diferentes concentraciones de dopamina (0,1 µM, 1 µM, 10 µM) por 30 minutos y 

luego procesados para inmunocitoquímica fluorescente como se describe en la sección 

3.2.11.  

 En el caso de análisis por Western blot de proteínas fosforiladas, los 

espermatozoides fueron incubados con dopamina en medio Ham´s F-12 por diferentes 

tiempos a temperatura ambiente y posteriormente las proteínas totales fueron extraídas 

como se describe en la sección 3.2.13 y detectadas inmunológicamente como se 

describe en la sección 3.2.16. 

 Las bandas obtenidas en los experimentos de Western blot contra la proteína Akt 

fosforilada fueron analizadas densitométricamente por el programa UN-SCAN-IT gel 

Versión 4.1, normalizadas con la proteína β-tubulina y los datos fueron graficados con el 

programa Sigma Plot 8.0. 
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3.2.19.2 Efecto de dopamina en la viabilidad celular 

 Eyaculados frescos de bovinos obtenidos del Centro de Inseminación Artificial 

fueron lavados 4 veces con medio nutritivo Ham`s F-12 (glucosa 10 mM, piruvato de 

sodio 1 mM) y recuperados por centrifugación a 600 xg a temperatura ambiente. 

Después de corroborar la motilidad y viabilidad espermática, éstos fueron incubados 

con diferentes concentraciones de dopamina (0,1 µM, 1 µM, 10 µM) y se realizó la 

determinación de viabilidad después de 30 minutos y 1 hora de incubación como se 

describe en la sección 3.2.18. 

 Para estudiar el efecto protector de dopamina frente a un agente tóxico 

generador de estrés oxidativo como el peróxido de hidrógeno, los espermatozoides de 

bovino fueron incubados a temperatura ambiente con diferentes concentraciones de 

dopamina (0,1 µM, 1 µM, 10 µM) y GM-CSF 10 nM (control positivo) por 30 minutos. 

Posteriormente se agregó al medio de incubación peróxido de hidrógeno a una 

concentración final de 10 mM. Luego, se realizó la determinación de viabilidad 

espermática después de 30 minutos y 1 hora de incubación con el peróxido de 

hidrógeno.  La viabilidad fue determinada como describe en la sección 3.2.18. 

 

3.2.19.3 Efecto de dopamina en el transporte de 3-O-metilglucosa (3-OMG) 

 Eyaculados frescos de bovino obtenidos del Centro de Inseminación Artificial 

fueron lavados 4 veces con tampón de incubación (NaCl 135 mM, KCl 5 mM, CaCl2 1,8 

mM, MgCl2 0,8 mM y HEPES 15 mM pH 7,4) y recuperados por centrifugación a 600 xg 

a temperatura ambiente. Después del último lavado fueron resuspendidos en un 

pequeño volumen y una alícuota de 10 µl fue cuantificada en cámara de Neubauer. Una 
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vez cuantificada la muestra se ajustó a una concentración final de 5 x 108 

espermatozoides por ml en tampón de incubación y luego se incubaron en un baño 

termorregulado a 37ºC con diferentes concentraciones de dopamina (0,1 µM, 1 µM, 10 

µM).  

 Para el estudio del transporte de glucosa se utilizó el análogo no metabolizable 

de glucosa 3-OMG, que es un sustrato específico de los transportadores facilitativos de 

hexosas (GLUTs) y es transportado a favor de un gradiente de concentración hasta que 

las concentraciones intracelulares y extracelulares son igualadas. Este análogo de 

glucosa no es fosforilado por enzimas intracelulares, por lo tanto, cualquier cambio en la 

cantidad del análogo de glucosa presente dentro de la célula, solamente puede ser 

atribuido a los cambios en el transporte de glucosa dependiente de los transportadores 

(GLUTs).  

 El ensayo de transporte se realizó en cámara fría a 4ºC y se midió después de 

30 minutos y 1 hora de incubación con dopamina. Para cada ensayo de transporte, se 

mezclaron 250 µl de la suspensión de espermatozoides con 50 µl de una premezcla 

que contenía 3-O-metilglucosa (concentración final 0,5 mM) y 1 µCi de 3-O-[metil3H]-D-

glucosa (A.E. 86,70 Ci/mmol; New England Nuclear [NEN] Du Pont, Wilmington, D.E.), 

dando un volumen de mezcla total por transporte de 300 µl. La mezcla se incubó por 15 

segundos con agitación continua y la reacción fue detenida con solución de “stop frío” 

(tampón de incubación + HgCl2 0,2 mM) seguida de una centrifugación rápida a 14000 

xg por 10 segundos para juntar los espermatozoides en el fondo del tubo y aspirar 

rápidamente el sobrenadante utilizando una bomba de vacío, el lavado fue repetido por 

3 veces.  Después del ultimo lavado, se eliminó completamente el sobrenadante y los 
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espermatozoides fueron resuspendidos en 350 µl de tampón lisis (Tris-HCl 10 mM, SDS 

0,2 %, pH 8,0) e incubados toda la noche a temperatura ambiente. Todos los ensayos 

fueron realizados por triplicado. Al otro día, la mezcla fue centrifugada a 14000 xg por 

20 minutos y se sacaron 300 μl del sobrenadante a los que se les agregó 3 ml de 

mezcla de centelleo. La radiactividad incorporada fue medida por espectroscopía de 

centelleo líquida y el resultado final expresado como porcentaje del control. Todos los 

datos fueron graficados utilizando el programa Sigma Plot 8.0. 

 

3.2.20 Análisis estadísticos 

 En todos los ensayos sometidos a un análisis estadístico se utilizó de 1 

eyaculado o una mezcla de eyaculados, que luego fueron separados en diferentes 

grupos y sometidos a los distintos tratamientos (cada grupo proviene de una población 

con una misma media). Para comprobar si existían diferencias estadísticas entre los 

distintos tratamientos, se realizó una análisis de varianza entre los grupos tratados con 

diferentes agonistas utilizando el programa computacional GraphPad Prism 4.0, con el 

cual se sometieron los datos a un análisis de ANOVA de una vía, seguido de un análisis 

de Bonferroni (que compara entre grupos), aceptando significancia estadística cuando 

la probabilidad de rechazar a dos grupos distintos fuera menor de 0,05 (P< 0,05). 



 49

4. RESULTADOS 

4.1 Expresión del receptor de dopamina tipo D2 en testículo de rata. 

4.1.1 Gen del receptor de dopamina tipo D2 y diseño de partidores 

 El gen que codifica el receptor D2 en la rata se encuentra localizado sobre el 

cromosoma 11 y está compuesto por 8 exones. A través de mecanismos de 

procesamiento alternativo hay una pérdida del exón 6 (87 pb) que produce la formación 

de dos isoformas, la corta (D2S) y la larga (D2L). Para estudiar la expresión de ambas 

isoformas se utilizaron los partidores descritos anteriormente por Wang y col., (2000). 

Estos partidores, permiten diferenciar claramente entre ambas isoformas (figura 4).  

1 2 3 4 5 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8 

Gen receptor dopamina D2 (DNA)

mRNA D2L mRNA D2S 

Transcripción 

 

Figura 4: Esquema del gen del receptor de dopamina D2 y diseño de partidores: 

En el esquema superior se muestra el gen del receptor compuesto de 8 exones. Las 2 

isoformas D2S y D2L se generan por procesamiento alternativo del exón 6 (color rojo). 

Los partidores utilizados (color azul) permiten diferenciar entre ambas isoformas. 
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4.1.2 Obtención de RNA total de testículo de rata 

 Con el objetivo de determinar la correcta integridad del RNA total de testículo de 

rata para la posterior síntesis del cDNA, se realizó una electroforesis en 

agarosa/formaldehído. Para controlar la amplificación de los productos de PCR se 

utilizó como control positivo RNA total de cerebro de rata y RNA total de neuronas 

corticales de rata en donde el receptor D2 se expresa normalmente. El RNA fue 

extraído y procesado como se describe en la sección 3.2.3 y 3.2.4. Como se muestra en 

la figura 5 se obtuvieron 2 bandas correspondientes al RNA ribosomal 18S y 28S. 

 

 

Figura 5: Electroforesis de RNA de diferentes tejidos de rata: Gel de agarosa al 

1,5% conteniendo formaldehído. En cada pocillo se cargaron aproximadamente 20 μg 

de RNA. 1) Neuronas corticales de rata, 2) cerebro de rata 3) testículo de rata. Las 

flechas indican el RNA ribosomal 18S y 28S. 

 
28S 

 1              2              3  

 
18S 
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4.1.3 Amplificación por RT-PCR del receptor D2 en testículo de rata 

 Para la reacción de RT-PCR se utilizó RNA total de cultivo primario de neuronas 

corticales, cerebro y testículo de rata, obtenidos como se describe en la sección 3.2.3. 

La utilización de neuronas corticales y tejido cerebral es ampliamente aceptado como 

control positivo ya que el cerebro corresponde al primer tejido donde el receptor de 

dopamina D2 fue descrito (Bunzow y col., 1988).  Las condiciones utilizadas para 

síntesis del cDNA (RT) y la amplificación del DNA por la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) son descritas en la sección 3.2.5 y 3.2.6, respectivamente. 

 En la figura 6 se muestra una electroforesis en gel de agarosa al 2% de la 

reacción de PCR utilizando cDNA de neuronas corticales, cerebro y testículo de rata  

(carriles 1, 2, 3, respectivamente) y usando partidores gen específicos del receptor D2, 

los cuales permiten diferenciar claramente entre ambas isoformas del receptor de 

acuerdo al tamaño del producto generado. Bajo las condiciones de reacción de 

amplificación descritas en 3.2.6 se obtuvieron dos bandas, que al ser comparadas con 

el estándar de peso molecular de 100 pb, tienen un tamaño aproximado de 230 pb para 

la banda de menor tamaño y 320 pb para la banda de mayor tamaño. El producto de 

amplificación de mayor tamaño corresponde a la isoforma D2L (valor teórico: 321 pb) y 

la banda de menor tamaño corresponde a la isoforma D2S (valor teórico: 234 pb). La 

diferencia de tamaño se produce por la pérdida del exón 6 en la isoforma corta (D2S), 

generando una diferencia de tamaño de 87 pb (Monsma y col., 1989), la cual se ve 

claramente en el gel.  Se observa además, que la intensidad de las bandas es distinta, 

obteniéndose un producto de amplificación mayoritario para la isoforma larga (D2L), 

resultado descrito también por otros autores (Montmayeur y col., 1991). 
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Figura 6: Amplificación por RT-PCR de transcritos del receptor de dopamina D2: 

Electroforesis en gel de agarosa al 2 % en TAE 1X y teñido con bromuro de etidio. 1) 

Neuronas corticales, 2) cerebro y 3) testículo de rata, 4) estándar de peso molecular de 

100 pb. Las flechas indican los tamaños de los productos específicos de amplificación. 

La isoforma larga (D2L) tiene un tamaño de 321 pb mientras que la isoforma corta 

(D2S) tiene un tamaño de 234 pb. La diferencia de tamaño entre los productos de 

amplificación es de 87 pb.  
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4.2. Inmunolocalización del receptor de dopamina D2 en línea germinal masculina 

4.2.1 Inmunohistoquímica en cortes de testículo de rata adulta y pre-púber. 

 Para estudiar la inmunolocalización del receptor D2 en un tejido maduro con una 

continua producción de espermatozoides (adulto) y en un tejido inmaduro sin 

producción de espermatozoides (pre-púber), se utilizaron cortes de testículo de una rata 

adulta de 60 días y testículos de una rata de 6 días de edad. Los cortes de testículo 

fueron proporcionados por el Instituto de Histología y Patología de la Universidad 

Austral de Chile y se realizó la inmunolocalización según lo descrito en la sección 3.2.7. 

 La figura 7 muestra la inmunolocalización del receptor D2 en túbulos seminíferos 

de una rata pre-púber de 6 días de edad. La marca positiva de la detección del receptor 

D2 es de color café (indicada con flechas) y solamente se presentó sobre los gonocitos 

(células que posteriormente darán origen a la línea germinal masculina). La señal 

generada por el receptor D2 sobre estas células, muestra una posible localización 

citoplasmática y de membrana, la cual no se observa en los controles negativos.   

En la figura 8 se observa la inmunolocalización del receptor D2 en túbulos 

seminíferos de testículo adulto. La inmunorreacción positiva puede observarse a lo 

largo de toda la línea germinal masculina, sin embargo las células de menor estado de 

diferenciación (espermatogonias) presentan una señal más intensa comparada con las 

otras células germinales del túbulo (espermatocitos y espermátidas). La señal producida 

en las espermatogonias, espermatocitos y espermátidas al igual que los gonocitos pre-

púberes, indican que el receptor D2 es expresado en la línea germinal del testículo de 

rata. Además, se sugiere que podría haber una expresión diferencial del receptor D2, de 

acuerdo al grado de diferenciación de las células germinales en el testículo adulto. 
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Figura 7: Inmunodetección del receptor D2 en túbulos seminíferos de rata pre-

púber: Los cortes de testículo de una rata de 6 días de edad fueron fijados a 

portaobjetos e incubados con el anticuerpo anti-D2R policlonal. El complejo antígeno-

anticuerpo fue detectado usando el sistema de amplificación biotina/estreptavidina-

peroxidasa, y revelado con DAB (Quick Staining kit de DAKO). A)  y B) detección del 

receptor D2 con anticuerpo policlonal anti-D2R (dilución 1:50). C) y D) control negativo 

sin primer anticuerpo. Todas las muestras fueron teñidas con hematoxilina. Las flechas 

indican reacción positiva del receptor D2 en gonocitos. 
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Figura 8: Inmunodetección del receptor D2 en túbulos seminíferos de rata adulta: 

Los cortes de testículo adulto fueron fijados a portaobjetos e incubados con el 

anticuerpo anti-D2R policlonal. El complejo antígeno-anticuerpo fue detectado usando el 

sistema de amplificación biotina/estreptavidina-peroxidasa, y revelado con DAB (Quick 

Staining kit de DAKO). A) y B) detección del receptor D2 con anticuerpo policlonal anti-

D2R (dilución 1:50). C) y D) control negativo sin primer anticuerpo. Todas las muestras 

fueron teñidas con hematoxilina.  Las flechas indican reacción positiva del receptor D2 

en espermatogonias (flechas) y espermatocitos (puntas de flechas). 



 56

4.2.2 Inmunocitoquímica en  espermatocitos y espermátidas de testículo de rata.  

 Como se observa en la figura 8, panel B, la detección del receptor D2 arrojó una 

fuerte reacción positiva a lo largo de toda la línea germinal masculina del testículo de 

rata adulta. Debido a que el túbulo seminífero está formado por un componente 

somático (células de Sertoli) y uno germinal (espermatogonias, espermatocitos, 

espermátidas y espermatozoides), se hace necesario establecer el patrón de 

localización del receptor D2 en células aisladas.  Para esto,  se utilizó el método de 

separación en gradiente de BSA (1,5-3,5%) que se describe en la sección 3.2.8 y  que 

permite obtener espermatocitos y espermátidas aisladas. Las células así obtenidas 

fueron fijadas, esparcidas sobre portaobjetos y posteriormente sometidas a la 

inmunolocalización como se describe en la sección 3.2.9. 

 En la figura 9 se observa el resultado obtenido para la inmunocitoquímica 

realizada en espermatocitos y espermátidas de rata. El panel A y C corresponden a la 

detección del receptor D2 utilizando un anticuerpo policlonal, observándose 

inmunorreactividad positiva de color café (indicado con flechas) en espermatocitos y 

espermátidas. La señal total generada aparentemente podría estar compuesta por 

señales parciales provenientes de la membrana plasmática y el citoplasma. Además, la 

señal observada sobre espermatocitos fue de una mayor intensidad que la producida 

sobre las espermátidas, sugiriendo que podría existir una cantidad diferencial de 

receptor entre estos dos tipos celulares. En los paneles B y D se observan los controles 

negativos sin primer anticuerpo, donde no se observó inmunorreactividad.   
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Figura 9: Inmunodetección del receptor D2 en células germinales aisladas de rata: 
Células aisladas fueron obtenidas por separación en gradiente de BSA (1,5-3,5%), 

esparcidas en porta objetos e incubadas con anticuerpo policlonal anti-D2R (dilución 

1:50). El complejo antígeno-anticuerpo fue detectado usando el sistema de 

amplificación biotina/estreptavidina-peroxidasa y revelado con DAB (Quick Staining kit 

de DAKO). A) y B) espermatocitos, C) y D) Espermátidas. B) y D) control negativo sin 

primer anticuerpo. Los núcleos fueron teñidos con hematoxilina. Las flechas indican 

reacción positiva (barra= 10 µm). 
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4.2.3 Inmunofluorescencia del receptor D2 sobre espermatozoides de rata, bovino 

y humano.  

 Para realizar la inmunodetección del receptor D2 sobre espermatozoides, se 

utilizaron muestras provenientes de epidídimo de rata adulta y eyaculados frescos de 

toro y humano. Los espermatozoides obtenidos fueron lavados, fijados, y esparcidos 

sobre porta objetos como se describe en la sección 3.2.10 y posteriormente sometidos 

a la inmunolocalización como se describe en la sección 3.2.11. Para controlar la 

detección del receptor D2, se utilizaron neuronas corticales de cerebro de rata.  

 En la figura 10, panel A, se muestra la detección del receptor D2 sobre 

espermatozoides de rata. La inmunorreacción positiva es de color verde y la marca se 

presentó en la pieza media, pieza principal y región acrosomal del espermatozoide. La 

señal de la región acrosomal presenta un patrón puntiforme y está localizada sobre la 

cabeza del espermatozoide (panel A’). En el panel C se muestra la detección D2 en 

neuronas (control positivo) la que generó una fuerte señal principalmente localizada en 

el citoplasma.   

 En la figura 11 se muestra la detección del receptor D2 sobre espermatozoides 

de bovino y humanos. En el panel A se muestra la inmunorreacción positiva sobre 

espermatozoides de toro y al igual que los espermatozoides de rata, la señal positiva se 

presentó en la pieza media, pieza principal y región acrosomal. La señal de la región 

acrosomal presentó un patrón puntiforme, pero con la diferencia que el acrosoma en el 

bovino se encuentra localizado en un extremo de la cabeza del espermatozoide. En el 

panel C se muestra la inmunorreacción positiva sobre espermatozoides humanos y que 

a diferencia de lo observado en rata y toro, la señal sólo se presentó en la pieza media 

y estuvo ausente en la región acrosomal (panel C’). 
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Figura 10: Inmunodetección fluorescente del receptor D2 en espermatozoides de 

rata: A) Espermatozoides de epidídimo de rata incubados con anticuerpo policlonal 

anti-D2R (dilución 1:50). A’) Amplificación de la cabeza del espermatozoide de rata. B) 

Espermatozoide de epidídimo de rata (control negativo). C) Neuronas corticales de rata 

incubadas con anticuerpo policlonal anti-D2R (1:50; control positivo). D) Neuronas 

corticales de rata (control negativo). La detección del receptor D2 fue realizada usando 

el anticuerpo secundario-Alexa fluor 488 (marca de color verde). Los núcleos fueron 

teñidos con yoduro de propidio (marca de color rojo), (barra= 10 µm). 
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Figura 11: Inmunodetección fluorescente del receptor D2 en espermatozoides de 

toro y humano: A) Espermatozoides frescos de toro incubados con anticuerpo 

policlonal anti-D2R (dilución 1:50). A’) Amplificación de la cabeza del espermatozoide 

de toro. B) Espermatozoides frescos de toro (control negativo). C) Espermatozoides 

frescos humanos incubados con anticuerpo policlonal anti-D2R (dilución 1:50). C’) 

Amplificación de la cabeza del espermatozoide humano. D) Espermatozoides frescos 

humanos (control negativo). La detección del receptor D2 fue realizada usando el 

anticuerpo secundario-Alexa fluor 488 (marca de color verde). Los núcleos fueron 

teñidos con yoduro de propidio (marca de color rojo), (barra = 10 µm). 
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4.3 Inmunodetección del receptor D2 en extractos proteicos de rata. 

 Con el objetivo de determinar la presencia del receptor en la línea germinal 

masculina de rata y además corroborar el peso molecular descrito para el receptor en la 

literatura, se realizó la inmunodetección en extractos de proteínas totales de cerebro, 

neuronas, testículo y espermatozoides de rata. La extracción de proteínas fue realizada 

como se describe en la sección 3.2.13. Posteriormente, los extractos proteicos fueron 

cuantificados por el método de Bradford y luego separados por electroforesis en geles 

de poliacrilamida al 10% como se describe en la sección 3.2.14. Finalizada la 

electroforesis las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF como se 

describe en la sección 3.2.15. Las membranas transferidas fueron posteriormente 

procesadas para la detección inmunológica del receptor D2 utilizando un anticuerpo 

policlonal anti-D2R (dilución 1:1000) como se describe en la sección 3.2.16. 

 Como se observa en la figura 12, panel A, el receptor presentó 

inmunorreacción positiva en cerebro (carril 1) y neuronas (carril 2) usadas como 

control positivo y también en testículo  (carril 3) y espermatozoides (carril 4) de rata. La 

banda que migra aproximadamente a 50 kDa, corresponde al tamaño esperado para el 

monómero del receptor (Mosma y col., 1989). Las bandas de mayor tamaño (sobre 50 

kDa) pueden corresponder a glicosilaciones (Clagett y col., 1989), dimerización 

(Zawarynski y col., 1998) y heterodimerización (Canals y col., 2003) descritas para este 

receptor y que se observan claramente en los carriles 1, 3 y 4. La señal generada bajo 

los 50 kDa en los carriles 3 y 4 puede corresponder a epítopes del receptor de menor 

tamaño producidas por degradación parcial de la muestra. 
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Figura 12: Inmunodetección del receptor D2 en extractos proteicos de diferentes 

especies: A) Detección directa del receptor D2 entre las proteínas de tejidos de rata 

usando un anticuerpo anti-D2R policlonal 1) cerebro, 2) neuronas corticales, 3) 

testículo, 4) espermatozoides. B) Inmunoprecipitación de D2R de tejidos de rata, 

humano y bovino. Proteínas totales fueron incubadas con anti-D2R policlonal (conejo) y 

proteína-A unida a sefarosa, corridas en gel SDS-PAGE, transferidas a membranas de 

PVDF, detectadas con un anticuerpo anti-D2R monoclonal (ratón) y reveladas por 

quimioluminiscencia. 
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4.3.1 Inmunoprecipitación del receptor D2 de extractos proteicos de rata, humano 

y bovino. 

 Debido a la heterogeneidad mostrada por el receptor D2 en el análisis de 

Western blot directo (figura 12, panel A), se decidió realizar una inmunoprecipitación 

del receptor D2 con el objetivo de obtener un resultado más limpio. La extracción de 

proteínas y posterior cuantificación fue realizada como se describe en la sección 3.2.13. 

Luego, 500 μg de proteínas totales fueron incubadas con un anticuerpo policlonal anti-

D2R hecho en conejo y posteriormente el complejo antígeno-anticuerpo fue purificado 

por afinidad a través de un complejo comercial de proteína-A unido a sefarosa, como se 

describe en la sección 3.2.17. El complejo final obtenido fue separado por electroforesis 

en geles de poliacrilamida al 10%, como se describe en la sección 3.2.14, transferido a 

membranas de PVDF y las proteínas detectadas inmunológicamente con un anticuerpo 

monoclonal anti-D2R hecho en ratón como se describe en la sección 3.2.16. 

 En la figura 12, panel B, se muestra la reacción positiva del receptor D2 sobre 

tejido de rata (cerebro, testículo, espermatocitos, espermátidas y espermatozoides) y 

espermatozoides frescos de humanos y bovinos. A diferencia del resultado obtenido en 

la inmunodetección con el anticuerpo policlonal (figura 12, panel A), el anticuerpo 

monoclonal sólo fue capaz de detectar una banda de aproximadamente 50 kDa, que 

corresponde al tamaño esperado para el monómero del receptor (Mosma y col., 1989). 

Esto indicaría, que en las condiciones trabajadas, el anticuerpo monoclonal no es capaz 

de interactuar con los epítopes de mayor tamaño molecular o bien, que la forma 

monomérica del receptor es más fácilmente inmunoprecipitada por el anticuerpo 

policlonal, debido a una posible mejor interacción de este anticuerpo con sus epítopes. 
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4.4 Inmunodetección de PI3K sobre espermatozoides humanos y bovinos 

 Debido a los antecedentes de la literatura que indicaban que el receptor D2 es 

capaz de activar la vía PI3K-Akt y producir aumento de la viabilidad celular en líneas 

celulares y cultivo primario de neuronas (Nair y col., 2003), (Kihara y col., 2002), se 

hacía indispensable conocer la distribución de la proteína quinasa PI3K en 

espermatozoides. Para este fin, se utilizaron espermatozoides frescos de humano y 

bovino los que fueron lavados, fijados y esparcidos sobre porta objetos previamente 

cubiertos con gelatina y posteriormente sometidos a la detección inmunológica 

fluorescente como se describe en la sección 3.2.11. 

 En la figura 13 se observan los resultados obtenidos para la 

inmunocitoquímica realizada en espermatozoides humanos y bovinos. Los paneles A y 

B muestran la señal positiva de color verde (ALEXA-488) sobre espermatozoides 

humanos y se encuentra localizada sobre la pieza principal, pieza media y región 

acrosomal. Los paneles C y D muestran la señal positiva de color verde (ALEXA-488) 

sobre espermatozoides de bovino y se observa una fuerte señal sobre la región 

acrosomal, una leve presencia del receptor sobre la pieza media y prácticamente 

imperceptible en la pieza principal. Estos antecedentes en conjunto, demuestran que la 

proteína PI3K está presente en espermatozoides humanos y bovinos con una 

distribución similar.  

 En el caso del espermatozoide bovino, la presencia de PI3K en la región 

acrosomal se correlaciona con la presencia del receptor D2 en esta zona, sugiriendo 

que podría existir una potencial activación de la vía PI3K por el receptor D2 en la región 

acrosomal de este espermatozoide. 
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Figura 13: Inmunodetección fluorescente de la proteína PI3K sobre 

espermatozoides humanos y bovinos: A) y B) espermatozoides humanos. C) y D) 

espermatozoides bovinos. Espermatozoides frescos de humano y bovino fueron 

lavados, fijados y esparcidos sobre porta objetos, incubados con anticuerpo policlonal 

anti-PI3K subunidad p110β (dilución 1:100) y detectados con segundo anticuerpo unido 

a ALEXA-488 (color verde). Los controles negativos no mostraron fluorescencia 

inespecífica (dato no mostrado). Las imágenes fueron obtenidas por microscopia de 

epifluorescencia. 
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4.5 Inmunodetección de las proteínas pro-apoptóticas BAD y caspasa-9 sobre 

espermatozoides humanos y bovinos. 

 La activación del receptor D2 y posterior activación de la vía PI3K-Akt es capaz 

de inhibir blancos intracelulares implicados en mecanismos pro-apoptóticos 

favoreciendo la viabilidad celular (Nair y col., 2003), (Kihara y col., 2002). Dos de las 

proteínas pro-apoptóticas blancos de la vía PI3K-Akt son BAD y Caspasa-9. Con el 

objetivo de conocer su distribución subcelular, se utilizaron espermatozoides frescos de 

humano y bovino obtenidos como se describe en la sección 3.2.10 y sometidos a la 

detección inmunológica fluorescente como se describe en la sección 3.2.11. 

 En la figura 14, paneles A y B se muestra la inmunorreacción positiva de color 

verde para la proteína BAD sobre espermatozoides humanos, la señal se localizó 

exclusivamente en la región acrosomal y pieza media. En los paneles C y D se muestra 

la inmunorreacción positiva de color verde para la proteína BAD en espermatozoides 

bovinos, la señal se localizó en la región acrosomal y con mayor intensidad en la zona 

media inferior de la cabeza, no observándose señal en la pieza media.  

 En la figura 15, paneles A y B se muestra la inmunorreacción positiva de color 

verde para la proteína Caspasa-9 sobre espermatozoides humanos, la señal se 

presentó exclusivamente sobre la pieza media (región mitocondrial). Los paneles C y D 

muestran la inmunorreacción positiva de color verde para la proteína Caspasa-9 sobre 

espermatozoides bovinos, la señal se observó levemente sobre la pieza media y con 

mayor intensidad en la región acrosomal. 

 Estos resultados en conjunto demuestran que las proteínas pro-apoptóticas 

BAD y Caspasa-9 están presentes en espermatozoides humanos y bovinos. 
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Figura 14: Inmunodetección fluorescente de la proteína BAD sobre 

espermatozoides humanos y bovinos: A) y B) espermatozoides humanos. C) y D) 

espermatozoides de bovino. Espermatozoides frescos de humano y bovino fueron 

lavados, fijados y esparcidos sobre porta objetos, incubados con anticuerpo policlonal 

anti-BAD total (dilución 1:100) y detectados con segundo anticuerpo unido a ALEXA-

488 (color verde). Los controles negativos no mostraron fluorescencia inespecífica (dato 

no mostrado). Las imágenes fueron obtenidas por microscopia de epifluorescencia. 
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Figura 15: Inmunodetección fluorescente de la proteína Caspasa-9 sobre 

espermatozoides humanos y bovinos: A) y B) espermatozoides humanos. C) y D) 

espermatozoides de bovino. Espermatozoides frescos de humano y bovino fueron 

lavados, fijados y esparcidos sobre porta objetos, incubados con anticuerpo policlonal 

anti-Caspasa-9 total (dilución 1:100) y detectados con segundo anticuerpo unido a 

ALEXA-488 (color verde). Los controles negativos no mostraron fluorescencia 

inespecífica (dato no mostrado). Las imágenes fueron obtenidas por microscopia de 

epifluorescencia. 

A B 

 

C D
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4.6 Inmunodetección de la proteína Akt fosforilada sobre espermatozoides 

frescos de bovino. 

 La proteína quinasa B o Akt juega un rol crítico en el control del balance entre 

la viabilidad y la apoptosis (Datta y col., 1999). Generalmente esta proteína es activada 

por una vía dependiente de PI3K que implica su activación por fosforilación en Thr-308 

y Ser-473 (Andjelkovic y col., 1997). Una vez activada, su función es promover la 

viabilidad celular inhibiendo la apoptosis a través de su habilidad de fosforilar e inactivar 

a proteínas pro-apoptóticas como BAD y Caspasa-9 (Vivanco y col., 2002). Con el 

objetivo de conocer la distribución subcelular y el estado de fosforilación de Akt en 

espermatozoides frescos, se utilizaron eyaculados frescos de toro los que fueron 

lavados, fijados y esparcidos sobre porta objetos previamente cubiertos con gelatina y 

posteriormente sometidos a la detección inmunológica fluorescente como se describe 

en la sección 3.2.11. 

 En la figura 16, paneles A y B, se muestra la inmunorreacción positiva de 

color café de p-Akt en Thr-308, la señal se localizó principalmente en la región 

acrosomal y pieza media del espermatozoide. Además, una señal de menor intensidad 

fue observada en la zona media de la cabeza (región ecuatorial). En los paneles C y D 

se muestra la inmunorreacción positiva de color café para p-Akt en Ser-473, la señal se 

localizó exclusivamente sobre la pieza media del espermatozoide (región mitocondrial). 

Estos resultados sugieren que podrían existir dos poblaciones de la proteína Akt 

fosforilada en espermatozoides frescos de toro, una localizada en la región acrosomal y 

fosforilada sólo en Thr-308 y la otra población localizada sobre la pieza media del 

espermatozoide y posiblemente fosforilada simultáneamente en Thr-308 y Ser-473. 
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Figura 16: Inmunodetección de la proteína Akt fosforilada sobre espermatozoides 

frescos de bovino: A) y B) Detección de p-Akt en Thr-308 (dilución 1:50). C) y D) 

Detección de p-Akt en Ser-473 (dilución 1:50). Espermatozoides frescos de toro fueron 

lavados, fijados y esparcidos sobre porta objetos, incubados con los respectivos 

anticuerpos, el complejo antígeno-anticuerpo detectado usando el sistema de 

amplificación biotina/estreptavidina-peroxidasa y revelado con DAB (Quick Staining kit 

de DAKO). (A) y C) aumento 50X; B) y D) aumento 250 X). Los controles negativos no 

mostraron marca inespecífica (dato no mostrado). (barra = 10 µm). 
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4.7 Efecto de dopamina sobre la distribución subcelular de p-Akt (Ser-473) en 

espermatozoides de bovino. 

 Con el objetivo de conocer si la activación del receptor D2 por dopamina podría 

tener algún efecto sobre la distribución subcelular de p-Akt en Ser-473, 

espermatozoides frescos de bovino fueron lavados e incubados por 30 minutos con 

diferentes concentraciones de dopamina. Luego fueron fijados, esparcidos sobre porta 

objetos previamente tratados con gelatina y posteriormente sometidos a la detección 

inmunológica fluorescente como se describe en la sección 3.2.11.  

 En la figura 17 se muestra la localización subcelular de p-Akt en Ser-473 en 

diferentes tratamientos con dopamina.  Los paneles A y B corresponden al control 

negativo sin dopamina, la inmunorreacción positiva de color verde (ALEXA-488) 

presentó una fuerte señal en la pieza media, similar a lo obtenido en la figura 12 

(paneles C y D). Además, se observó señal en la pieza principal del espermatozoide. 

En la figura 13, los paneles C y D (dopamina 0,1 µM), E y F (dopamina 1 µM), G y H 

(dopamina 10 µM) no muestran considerables variaciones sobre la intensidad de p-Akt 

sobre la pieza media, sin embargo, al observar con mayor detalle la cabeza de los 

espermatozoides en los diferentes tratamientos (paneles B’, D’, F’, H’), se puede 

observar un aumento de la proteína p-Akt (Ser-473) sobre esta región al aumentar la 

concentración de dopamina. Además, la señal sobre la pieza principal parece 

experimentar también un leve aumento al aumentar la concentración de dopamina.   

 Esta aproximación cualitativa sugiere que la activación del receptor D2 por 

dopamina es capaz de producir un efecto sobre la intensidad y localización de p-Akt 

Ser-473 sobre espermatozoides frescos de toro. 
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Figura 17: Efecto de dopamina en la localización subcelular de la proteína p-Akt-

S-473 en espermatozoides de bovino: Espermatozoides frescos de toro fueron 

lavados e incubados con diferentes concentraciones de dopamina por 30 minutos, luego 

fueron fijados en Histochoice y esparcidos en porta objetos. A) y B) Control sin 

dopamina. C) y D) Dopamina 0,1 µM. E) y F) Dopamina 1 µM. G) y H) Dopamina 10 µM. 

B’), D’), F’), H’) Amplificación de la región de la cabeza del espermatozoide. La 

detección fue realizada con anti-p-Akt-S-473 hecho en conejo (1:100) y detectada con 

anti-conejo unido a ALEXA-488 (color verde).  El control muestra una fuerte detección 

de p-Akt Ser-473 y al estimular con dopamina se observa la aparición de la proteína 

activa en la región de la cabeza del espermatozoide. Las imágenes fueron obtenidas 

por microscopia confocal (barra 10 µm).   
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4.8 Análisis de Western blot de la activación de p-Akt Ser-473 en extractos 

proteicos de espermatozoides de bovino.  

 Con el objetivo de corroborar los antecedentes cualitativos obtenidos en el 

experimento anterior (figura 17), se realizó un análisis de la cinética de activación por 

dopamina de la proteína Akt fosforilada en Ser-473 a través de experimentos de 

Western blot. Para esto, se incubaron espermatozoides frescos de bovino con 

dopamina 1 uM por diferentes tiempos y además, con diferentes concentraciones de 

dopamina por 1 hora. La extracción de proteínas totales se realizó utilizando inhibidores 

de fosfatasas como se describe en la sección 3.2.13, separadas por electroforesis,  

transferidas a membranas de PVDF y las proteínas sometidas a detección inmunológica 

como se describe en la sección 3.2.16.  

 En la figura 18, paneles A y B se muestra el resultado de la cinética de 

estimulación por dopamina de p-Akt Ser-473 sobre espermatozoides de bovino. En la 

gráfica normalizada (panel B) se puede observar que la activación de la proteína p-Akt 

Ser-473 podría tener un carácter oscilatorio, el cual no es observado en el experimento 

control (panel C y D). Sin embargo, en el experimento control también se observó una 

leve tendencia al aumento en la fosforilación (panel D). 

 En la figura 18, paneles E y F se muestra el resultado de la activación de p-

Akt Ser-473 por diferentes concentraciones de dopamina después de 1 hora de 

tratamiento. Al observar la gráfica normalizada (panel F) no se logró determinar un 

efecto diferencial en la activación de Akt al utilizar diferentes concentraciones de 

dopamina y al analizar las muestras después de 1 hora de estimulación. 
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Figura 18: Análisis de Western blot de la activación de p-Akt Ser-473 en extractos 

proteicos de espermatozoides de bovino. A) Cinética de estimulación con dopamina 

1 uM. B) Gráfica de normalización cinética dopamina 1 uM. C) Cinética control sin 

dopamina. D) Gráfica de normalización cinética sin dopamina. E) Efecto de diferentes 

concentraciones de dopamina después de 1 hora de tratamiento. F) Gráfica de 

normalización con diferentes concentraciones de dopamina. Las extracciones de 

proteína se realizaron utilizando los inhibidores de fosfatasas Ortovanadato de Na+ y 

NaF. El análisis densitométrico de bandas y normalización de p-Akt-S-473 se realizó 

utilizando el programa UNI-SCAN-IT versión 4.1 y el programa SigmaPlot 8.0. 

 

 

 



 

 

76

Control 

P-Akt S-473 

Tiempo T0    T5   T15   T30   T45   T60 

Dopamina 1 µM 

ANALISIS DENSITOMETRICO DE BANDAS OBTENIDAS EN
CINETICA DE ESTIMULACION CON DOPAMINA 1 uM

TIEMPO (Minutos)

T0 T5 T15 T30 T45 T50

N
O

R
M

A
LI

ZA
C

IÓ
N

 D
E

 p
-A

kt
-S

-4
73

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

   Dopamina  µM (1 hora) 
 
0,1            1             10 

P-Akt S-473 

Control 

Sin dopamina  

Control 

P-Akt S-473 

T0     T5     T15   T30   T45  T60 

TIEMPO (Minutos)
T0 T5 T15 T30 T45 T60

N
O

R
M

A
LI

ZA
C

IO
N

 P
-A

K
T-

S-
47

3

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

E F 

C D

B

Tiempo 

Concentración 

0,1 uM dopamina

1 uM dopamina

10 uM dopamina

N
O

R
M

A
LI

ZA
C

IÓ
N

 P
-A

KT
 S

-4
73

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

A 



 77

4.9 Efecto de dopamina sobre la fosforilación en tirosinas en espermatozoides 

frescos de bovino. 

 El análisis del patrón de fosforilación en tirosinas es ampliamente utilizado 

como prueba funcional para medir el efecto de agonistas sobre la inducción de 

capacitación espermática, evento fisiológico propio de este tipo celular (Visconti y col., 

1998). Sin embargo, en este estudio no se utilizaron condiciones de capacitación, ya 

que el objetivo era determinar si el espermatozoide contaba con un receptor D2 

funcional en espermatozoides frescos no capacitados. Por otro lado, se ha descrito en 

diferentes líneas celulares que el receptor D2 es capaz de activar a la tirosina quinasa 

c-Src y al factor de crecimiento epidermal, produciendo aumentos de fosforilación en 

residuos de tirosinas (Lajiness y col., 1993), (Nair y col., 2003b). Con el objetivo de 

analizar de una manera global el efecto de dopamina sobre el nivel de fosfo-Tyr, 

espermatozoides frescos de bovino fueron analizados por inmunocitoquímica y Western 

blot después de 1 hora de tratamiento con diferentes concentraciones de dopamina. 

 La figura 19 muestra la inmunodetección de p-Tyr sobre espermatozoides 

frescos de bovino después de 1 hora de tratamiento con dopamina. En el tratamiento 

control sin dopamina (paneles A y B) se observa la detección de p-Tyr en la región 

mitocondrial cercana a la cabeza y levemente en la pieza principal. Al tratar con 

dopamina no fue posible establecer diferencias con el tratamiento sin dopamina. El 

mismo resultado se encontró en los análisis de Western blot (figura 20), donde se 

detectaron 6 bandas predominantes en el experimento control y en los diferentes 

tratamientos con dopamina, indicando que dopamina no tiene un efecto aparente sobre 

la fosforilación en tirosina en espermatozoides bajo estas condiciones experimentales. 
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Figura 19: Efecto de dopamina sobre la fosforilación en tirosinas en 

espermatozoides de bovino: Espermatozoides frescos de bovino fueron lavados e 

incubados con diferentes concentraciones de dopamina por 1 hora, luego fueron fijados 

en Histochoice y esparcidos en porta objetos. A) y B) Control sin dopamina. C) y D) 

Dopamina 0,1 µM. E) y F) Dopamina 1 µM. G) y H) Dopamina 10 µM. La detección fue 

realizada con anti-p-Tyr hecho en ratón (dilución 1:100) y detectada con anti-ratón unido 

a ALEXA-588 (rojo). El control muestra la detección de p-Tyr en el primer tercio 

mitocondrial de la pieza media (panel A) y al estimular con dopamina no se observan 

mayores diferencias. Las imágenes fueron obtenidas por microscopía de 

epifluorescencia.  
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Figura 20: Análisis de Western blot de fosfo-tirosinas en espermatozoides frescos 

de toro después de 1 hora de estimulación con dopamina. Los espermatozoides 

fueron lavados e incubados con diferentes concentraciones de dopamina (sin 

dopamina, dopamina 0,1 µM, dopamina 1 µM y dopamina 10 µM) por 1 hora y 

posteriormente se realizó la extracción de proteínas utilizando inhibidores de fosfatasas. 

Las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE, transferidas de membranas de PVDF, 

incubadas con anti-fosfotirosinas (dilución 1:1000) y reveladas por el método de ECL. El 

control de carga se realizó con anti-β-tubulina. 
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4.10 Efecto de dopamina sobre la viabilidad celular de espermatozoides frescos 

de bovino. 

 Este estudio se realizó basados en los antecedentes bibliográficos que 

demuestran que el receptor D2 es capaz de aumentar la viabilidad celular a través de la 

activación de la vía PI3K-Akt y proteger a las neuronas de un efecto tóxico como el 

H2O2 o glutamato inhibiendo la apoptosis (Kihara y col., 2002), (Nair y col., 2003a). La 

viabilidad espermática fue medida a través del método de eosina-negrosina descrito 

anteriormente en la sección 3.2.18. 

 En la figura 21, paneles A y B se muestra la viabilidad de espermatozoides 

tratados con diferentes concentraciones de dopamina por 30 minutos (panel A) y por 1 

hora (panel B), según se describe en la sección 3.2.19.2. Si bien se observa un leve 

aumento en la viabilidad de los espermatozoides después de 1 hora de incubación con 

diferentes concentraciones de dopamina (panel B), esta no presentó significancia 

estadística (p>0,05).  

 Para estudiar si la dopamina era capaz de proteger a los espermatozoides 

frente a un efecto tóxico como H2O2, los espermatozoides fueron incubados con 

dopamina ó GM-CSF por 30 minutos y luego incubados con H2O2 10 mM como se 

describe en la sección 3.2.19.2. En la figura 21, paneles C y D se muestra la viabilidad 

espermática medida después de 30 minutos (panel C) y 1 hora (panel D) de incubación 

con H2O2. En ambos tratamientos (paneles C y D) se observó un aparente efecto 

protector de dopamina frente al H2O2, sin embargo, los tratamientos no mostraron 

significancia estadística (p>0,05). El factor de crecimiento GM-CSF fue utilizado como 

control positivo en los estudios de protección (Donnelly y col., 2002), (Werner, 2004)  
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Figura 21: Efecto de dopamina en la viabilidad de espermatozoides frescos de 

toro. A) y B) Viabilidad medida después de 30 minutos (panel A) y 1 hora (panel B) de 

incubación con dopamina. C) y D) Incubación con diferentes concentraciones de 

dopamina o GM-CSF por 30 minutos y posterior tratamiento con H2O2 10 mM. La 

viabilidad fue medida después de 30 minutos (panel C) y 1 hora (panel D) de 

incubación con H2O2. En todos los tratamientos la viabilidad fue medida por el método 

de eosina-negrosina (∗ = P < 0,05). 
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4.11 Análisis de Western blot de p-Akt Ser-473 en espermatozoides de bovino 

tratados con dopamina y enfrentados al efecto tóxico del peróxido de hidrógeno. 

 Espermatozoides frescos de bovino fueron lavados e incubados con dopamina 

o GM-CSF por 30 minutos y luego enfrentados al efecto tóxico de H2O2 10 mM por 1 

hora como se describe en la sección 3.2.19.2. Posteriormente se realizó la extracción 

de proteínas totales usando inhibidores de fosfatasas como se describe en la sección 

3.2.13. Los extractos proteicos fueron separados por SDS-PAGE al 10% y transferidos 

a membranas de PVDF que fueron posteriormente incubadas con anti-p-Akt Ser-473 y 

reveladas por el método de ECL. El análisis densitométrico de bandas y normalización 

se realizó utilizando el programa UNI-SCAN-IT versión 4.1 y el programa SigmaPlot 8.0. 

 En la figura 22 se muestra el resultado del Western blot de p-Akt Ser-473 

después de 1 hora de incubación con H2O2 10 mM. En la figura 22, panel A se observa 

claramente la aparición de una banda de menor tamaño molecular (banda 2) solamente 

cuando los espermatozoides son sometidos al efecto tóxico del H2O2. Esta nueva banda 

podría corresponder a otras isoformas de la proteína Akt activa, las cuales han sido 

descritas anteriormente (Datta y col., 1999). También se observa en la gráfica 

normalizada de la banda 1 (figura 22, panel B), que al incubar a los espermatozoides 

con H2O2 se produce un aumento de la activación de p-Akt Ser-473 con respecto al 

control sin H2O2. Además, al incubar con dopamina o GM-CSF a los espermatozoides 

antes del tratamiento con H2O2, se observa una leve baja en la intensidad de la banda 

1. Por otro lado, la intensidad de la banda 2 (figura 22, panel C) aumenta levemente 

cuando los espermatozoides son incubados con dopamina o GM-CSF antes de ser 

enfrentados al efecto tóxico del peróxido de hidrógeno.  



 84

 

 

 

Figura 22: Análisis de Western blot de p-Akt Ser-473 de espermatozoides frescos 

de bovino después de 1 hora de incubación con H2O2 10 mM. Los espermatozoides 

fueron incubados por 30 minutos con los agonistas y luego enfrentados a 10 mM H2O2 

por 1 hora. A) En esta figura se observa que la incubación con H2O2 estimula la 

aparición de una nueva banda fosforilada que podría corresponder a otra isoforma de 

Akt activa. B) Normalización de la banda 1. C) Normalización de la banda 2. 
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4.12 Efecto de dopamina sobre el transporte de 3-O-metilglucosa (3-OMG) en 

espermatozoides frescos de bovino. 

 Resultados publicados anteriormente por nuestro laboratorio han demostrado 

que algunos factores de crecimiento y citoquinas que activan la vía PI3K-Akt y 

favorecen la viabilidad celular (Yasui y col., 2002), son capaces de aumentar también el 

transporte de glucosa en espermatozoides de bovino y humanos (Zambrano y col., 

2001, Vilanova y col., 2003, Rauch y col., 2004). Similar a estos factores de crecimiento, 

se ha propuesto que la dopamina es capaz de aumentar la viabilidad celular a través de 

la activación de la vía PI3K-Akt (Kihara y col., 2002), (Nair y col., 2003a). Para explorar 

la posibilidad que la dopamina pueda tener algún efecto estimulador sobre el transporte 

de glucosa producto de la activación de la vía PI3K, espermatozoides frescos de bovino 

fueron lavados y ajustados a una concentración de 5 x 108 células/ml,  incubados de 

diferentes concentraciones de dopamina y sometidos al análisis del transporte de 

glucosa como se describe en la sección 3.2.19.3. 

 En la figura 23 se muestra el resultado obtenido para el transporte de OMG 

(0,5 mM) en espermatozoides frescos de bovino después de ser estimulados con 

dopamina por 30 minutos (panel A) y 1 hora (panel B). En la gráfica mostrada en el 

panel A (30 minutos de tratamiento), se observa que la incubación con dopamina 

produce una aparente baja en el transporte de OMG con respecto al control sin 

dopamina, sin embargo, este resultado no presenta significancia estadística (p>0,05). 

Por otro lado, en el panel B (1 hora de tratamiento) no se observaron diferencias 

significativas entre los ensayos con y sin dopamina (p>0,05).   
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Figura 23: Efecto de dopamina en el transporte de 3-OMG (0,5 mM) en 

espermatozoides de bovino. La concentración de espermatozoides fue ajustada a 5 x 

108 células/ml y luego estimulados con diferentes concentraciones de dopamina a 37ºC. 

El transporte se realizó midiendo la incorporación de 3-OMG por 15 segundos a 4ºC 

después de 30 minutos (panel A) y 1 hora (panel B) de estimulación con dopamina. El 

ensayo se realizó en triplicado y el resultado del transporte se muestra como porcentaje 

de incorporación de 3-OMG respecto al control sin estímulo. 
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5. DISCUSION 

 Después del descubrimiento de la dopamina como un neurotransmisor en el año 

1957 por Arvid Carlsson y el estudio de su mecanismo de acción por Paul Greengard en 

la década de los 60, se llegó finalmente a la conclusión que existían dos tipos de 

receptores para dopamina basados sólo en sus características farmacológicas. Un tipo 

de receptor de dopamina activaría a la AC para producir cAMP (tipo D1) y el otro tipo de 

receptor inhibiría a la AC (tipo D2), (Kebabian y col., 1979). Sin embargo, no se logró 

clonar un receptor para dopamina hasta el año 1988, cuando Bunzow y col., 

describieron por primera vez el cDNA de un receptor de dopamina inhibitorio para la 

acumulación de cAMP (tipo D2), el que fue obtenido del RNA total de un cerebro de rata 

(Bunzow y col., 1988).  De aquí en adelante, con la clonación de otros receptores de 

dopamina, la cantidad de estudios ligados a la señalización dopaminérgica creció 

exponencialmente llegando incluso al desarrollo de fármacos para tratar patologías 

complejas como la esquizofrenia y el Parkinson. El impacto causado por el estudio 

ligado a la señalización dopaminérgica llevó más tarde al reconocimiento de la 

comunidad científica de los aportes hechos por Carlsson y Greengard otorgándoles el 

premio Nobel de fisiología y medicina en el año 2000.    

 Sin embargo, la compleja organización y regulación de las vías dopaminérgicas 

en el cerebro, sumado a los distintos efectos intracelulares observados para un mismo 

receptor dependiendo del tipo celular donde sea estudiado y considerando que los 

receptores de dopamina participan en la transmisión sináptica lenta, modulando la 

acción de otras proteínas como canales iónicos, quinasas, fosfatasas y la acción de 

otros receptores, ha dificultado el completo entendimiento de la participación de los 
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receptores de dopamina en el control del movimiento, en los diferentes tipos de 

conducta y personalidad y como su desregulación terminan desencadenando estados 

patológicos como el Parkinson, esquizofrenia y la adicción. 

 La constante búsqueda de fármacos con afinidad para un tipo de receptor de 

dopamina en particular dirigido a tratar patologías relacionadas con el SNC y que no 

posean efectos adversos en el resto del organismo, ha sido el objetivo de muchas 

empresas farmacéuticas en el  mundo.   En la búsqueda de este tipo de fármacos se 

observó que algunos agonistas y antagonistas dopaminérgicos tenían efectos 

periféricos no relacionados con el SNC sugiriendo la presencia de receptores de 

dopamina periféricos, llegándose a demostrar posteriormente la presencia de 

receptores para dopamina en el sistema cardiovascular, renal, adrenal y mesentérico 

(Missale y col., 1998). Sin embargo, los fármacos disponibles en la actualidad están 

restringidos principalmente a sus efectos antipsicóticos, anti-Parkinsonianos y anti- 

hiperprolactinémicos los cuales son consumidos por vía oral, atraviesan la barrera 

hemato-encefálica y ejercen su efecto sobre el SNC. Por otro lado, la utilización de 

drogas dirigidas para receptores de dopamina periféricos sólo queda restringido al uso 

de dopamina en dosis moderadas por vía endovenosa (2-10 µg x Kg-1 x min-1) para 

tratar cuadros de insuficiencia circulatoria aguda (SHOCK), ya que la dopamina es 

capaz de aumentar la contracción del miocardio y producir vaso-dilatación renal 

generando finalmente un aumento en la presión del pulso con disminución de la 

resistencia periférica (Ruiz y col., 1979), (De la Cal y col., 1984). El uso de dopamina 

resulta seguro debido a que no atraviesa la barrera hemato-encefálica y su vida media 

es de alrededor de 2 minutos. Sin embargo, el uso de agonistas y antagonistas a nivel 
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sistémico (que tienen una estructura principalmente aromática) y dirigidos hacia el SNC, 

no pueden descartar el efecto sobre receptores periféricos que estén incluso protegidos 

por barreras biológicas como la barrera hemato-testicular.  

 Otro efecto periférico observado para agonistas de receptores de dopamina fue 

su capacidad de inducir erección del pene en ratas y humanos y producir la emisión 

seminal después de un estímulo prolongado actuando posiblemente a nivel del SNC 

(Hull y col., 1992), (Heaton y col., 2000). Los estudios realizados posteriormente por 

Hyun y col., pretendían responder la pregunta si además del efecto sobre el SNC, 

podría existir un efecto a nivel local. Sus trabajos realizados en tejido eréctil y glándulas 

accesorias demostraron simultáneamente la expresión de receptores tipo D1 y D2 en la 

vesícula seminal de rata y humano (Hyun y col., 2002a) y en el cuerpo cavernoso del 

pene de rata (Hyun y col., 2002b). En ambos trabajos los receptores fueron asociados a 

la musculatura lisa tanto del pene como de las vesículas seminales, sugiriéndose que el 

efecto pro-eréctil y la emisión seminal pudieran ser mediados en parte por la 

estimulación de estos receptores dopaminérgicos periféricos. 

 La presencia de receptores de dopamina en tejidos periféricos ha despertado el 

interés de su estudio con el objetivo de comprender la función que cumplen en estos 

tejidos y cómo esas funciones son alteradas por la activación o la inhibición por 

fármacos que normalmente son usados para tratar una patología que afecta a un 

receptor de dopamina en el SNC. 

 Por otro lado, se ha descrito la presencia de dopamina en el testículo (Campos y 

col., 1990) e incluso algunos autores han propuesto la existencia de tipos celulares 

similares a neuronas con la capacidad de sintetizar catecolaminas (Mayerhofer y col., 
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1996), (Mayerhofer y col., 1999b), (Frungieri y col., 2000). Además, los estudios de 

Romero y col., (2004) demostraron también el fenotipo catecolaminérgico de las células 

de Leydig.  

 En conjunto, estos antecedentes sugieren que el testículo dispone de la 

maquinaria enzimática para la síntesis de catecolaminas y por lo tanto, de una fuente 

intratesticular de dopamina que pudiera estar involucrada en la regulación de la 

espermatogénesis (Mayerhofer y col., 1999b), (Frungieri y col., 2000), (Romero y col., 

2004).  

 Basados en estos antecedentes que sugerían la participación de receptores de 

dopamina en la fisiología testicular se decidió estudiar específicamente la expresión del 

receptor de dopamina tipo D2 debido a su capacidad de generar variadas respuestas 

celulares vinculadas con supervivencia, proliferación, crecimiento y modulación de la 

función de otras proteínas (Lajiness y col., 1993), (Luo y col., 1998), (Welsh y col., 

1998), (Hernández-López y col., 2000), (Banihashemi y col., 2002), (kihara y col., 2002), 

(Nair y col., 2003), (Jarrahian y col., 2004).   

 Debido a la creciente evidencia de la capacidad del receptor D2 de activar la vía 

PI3K-Akt en cultivos primarios de neuronas y en líneas celulares favoreciendo viabilidad 

celular y además, con la capacidad de proteger a las células frente a condiciones 

tóxicas como glutamato o peróxido de hidrógeno (Kihara y col., 2002), (Nair y col., 

2003), se decidió estudiar en esta tesis, adicionalmente a la expresión del receptor D2 

en línea germinal masculina, el efecto de dopamina sobre la viabilidad celular de 

espermatozoides aislados, utilizándose exclusivamente para los estudios funcionales, 

espermatozoides de bovino debido a su fácil obtención y calidad.   
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  En la presente tesis, se utilizaron diferentes aproximaciones experimentales 

como RT-PCR, inmunodetección en cortes de testículo, en células aisladas y análisis de 

Western blot para demostrar la presencia del receptor de dopamina tipo D2 en línea 

germinal masculina. Para los estudios de RT-PCR se utilizaron partidores previamente 

descritos en la literatura (Wang y col., 2000), los que tienen la ventaja adicional de 

poder discriminar entre las dos isoformas descritas para el receptor D2 amplificando 

tamaños de distinto peso molecular y que son fácilmente separados y visualizados en 

geles de agarosa al 2%. Como controles positivos se utilizaron cerebros de rata y 

neuronas corticales, los cuales son ampliamente aceptados por la comunidad científica 

debido a que el cerebro, corresponde al primer tejido donde el receptor de dopamina D2 

fue descrito (Bunzow y col., 1988). Al realizar un análisis de RT-PCR, tanto en tejido 

cerebral como en el testículo de rata, se logró amplificar dos productos de distinto 

tamaño molecular (Figura 6, paneles 1, 2 ,3). El producto de menor tamaño, fue de 234 

pb, el cual corresponde a la isoforma corta del receptor D2 (D2S) y el producto de 

mayor tamaño, fue de 321 pb, el cual corresponde a la isoforma larga del receptor D2 

(D2L). La diferencia de 87 pb entre ambas isoformas corresponde a un evento de 

procesamiento alternativo del RNA y se produce por la pérdida del exón 6 en la 

isoforma corta (D2S), traduciéndose en una diferencia de 29 aa en el tercer lazo 

intracitoplasmático, lugar que es clave para la unión de la subunidad alfa de la proteína 

G al receptor, sugiriendo la posibilidad de diferencias funcionales entre ambas 

isoformas (Guiramand y col., 1995), (Usiello y col., 2000), (Lindgren y col, 2003). Los 

tamaños observados en la reacción de amplificación de RT-PCR (D2S= 234 pb y 

D2L=321 pb) y la diferencia observada de 87 pb, coinciden íntegramente con los 
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resultados obtenidos por Wang y col. (2000), trabajo que describe los partidores 

utilizados en esta tesis. Por otro lado, se observó que el producto de mayor tamaño 

(D2L) en el RT-PCR fue amplificado en mayor proporción tanto en los controles 

cerebrales como en testículo, resultado que también ha sido descrito por otros autores y 

que refuerza una vez más la hipótesis de diferencias funcionales entre ambas isoformas 

(Usiello y col., 2000). Sin embargo, debemos tener presente que en pequeñas regiones 

cerebrales (como la sustancia negra), la isoforma corta (D2S) es la predominante (Khan 

y col., 1998) y por lo tanto, no podemos descartar la posibilidad que la isoforma corta 

pueda ser predominante en algún  estado de desarrollo del testículo o en algún estado 

de diferenciación  de la línea germinal masculina. 

 Otra aproximación experimental utilizada para demostrar la presencia del 

receptor D2 en testículo de rata fue el análisis de inmunohistoquímica utilizando un 

anticuerpo policlonal. Con el objetivo de conocer la inmunolocalización del receptor en 

un tejido maduro con una continua producción de espermatozoides (adulto) y en un 

tejido inmaduro sin producción de espermatozoides (pre-púber), se utilizaron cortes de 

testículo de una rata de 60 días de edad (adulta) y testículos de una rata de 6 días de 

edad (pre-púber). Los túbulos seminíferos de la rata pre-púber corresponden a un tejido 

inmaduro que está formado por las células de Sertoli y los gonocitos (células que 

posteriormente darán origen a la línea germinal masculina). Al realizar la 

inmunodetección se encontró que el receptor estaba localizado exclusivamente sobre 

los gonocitos (Figura 7, paneles A y B), sugiriendo que la expresión del receptor D2 en 

este estado de desarrollo del testículo de rata se encuentra restringido sólo a la línea 

germinal masculina. Por otro lado, el testículo adulto mantiene una continua producción 
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de espermatozoides y dentro del túbulo seminífero se puede observar las células de 

Sertoli y células de la línea germinal masculina en diferentes estados de diferenciación, 

como espermatogonias, espermatocitos, espermátidas y espermatozoides (Figura 2, 

panel A). Al realizar la inmunodetección del receptor D2 sobre el tejido testicular adulto, 

se encontró que el receptor estuvo presente sobre toda la línea germinal masculina y 

además se observó que las células de menor estado de diferenciación y que se 

encuentran ubicadas hacia la membrana basal del túbulo seminífero (espermatogonias), 

presentaron una señal más intensa comparada con las otras células germinales del 

túbulo seminífero (Figura 8, panel B).  

 Con el objetivo de corroborar la presencia del receptor D2 en células germinales 

masculinas aisladas de testículos de ratas adultas (para eliminar el componente 

somático representado por las células de Sertoli), se utilizó el método de separación en 

gradiente de BSA (1,5%-3,5%), con el que solamente es posible obtener 

espermatocitos y espermátidas aisladas. Al realizar la inmunodetección del receptor D2 

sobre estas células aisladas, se observó que el receptor D2 estuvo presente sobre 

espermatocitos y espermátidas de rata (Figura 9, paneles A y C). Además, la señal 

observada sobre espermatocitos fue de una mayor intensidad que la producida sobre 

las espermátidas, sugiriendo que podría existir una cantidad diferencial de receptor 

entre estos dos tipos celulares. Sin embargo, una metodología distinta debería ser 

utilizada (como el análisis por RT-PCR y Western blot cuantitativo) para demostrar que 

cantidades distintas de mRNA o receptor están presentes en células con diferente 

estado de diferenciación (espermatogonias, espermatocitos, espermátidas). También, 

con el objetivo de corroborar la presencia del receptor D2 en la línea germinal 
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masculina y además comparar el peso molecular descrito para el receptor D2 en la 

literatura, se realizaron estudios de Western blot con un anticuerpo policlonal utilizando 

extractos proteicos de cerebro, neuronas, testículo y espermatozoides de rata. En el 

Western blot directo se observó una banda que migró aproximadamente a los 50 kDa, 

tamaño esperado para los monómeros del receptor D2 (D2S y D2L) (Mosma y col., 

1989) y además, se observaron bandas de mayor tamaño molecular (Figura 12, panel 

A). Diferentes autores utilizando anticuerpos generados en forma independiente han 

observado también una gran variabilidad en los tamaños detectados para el receptor 

D2, encontrando tamaños moleculares que van desde los 40 kDa hasta los 220 kDa 

dependiendo de su estado de glicosilación y el tipo celular donde sean expresados 

(Grigoriadis  y col., 1988), (Jarvie y col., 1988), (Clagett y col., 1989), (Farooqui y col., 

1992), (Fishburn y col., 1995), (Grunewald y col., 1996). Sin embargo, en los últimos 

años se ha encontrado una evidencia adicional que puede ayudar a explicar las bandas 

de mayor peso molecular. Algunos autores han demostrado que el receptor D2 es 

capaz de homodimerizar in vivo y formar complejos de mayor tamaño molecular, los 

cuales serían resistentes a la denaturación por SDS (Zawarynski y col., 1998), (Lee y 

col., 2003), (Guo y col., 2003), incluso las dos isoformas descritas para el receptor D2 

(D2L y D2S) también serían capaces de formar oligómeros entre ellos (Gazi y col., 

2003). Además de los eventos de homodimerización entre receptores D2, se ha descrito 

la heterodimerización del receptor D2 con receptores de somatostatina (Rocheville y 

col., 2000), receptores de adenosina A2A (Canals y col., 2003), (Kamiya y col., 2003), 

receptores de canabinoides CB1 (Kearn y col., 2005) y receptores D1 (So y col., 2004), 

donde el heterodímero puede adquirir la capacidad de activar vías de señalización que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Grigoriadis+DE%22%5BAuthor%5D
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no son observadas cuando se expresan los receptores en forma independiente (Lee y 

col., 2004), (Jarrahian y col., 2004), (Wu y col., 2005). Además, algunos de estos 

receptores también son expresados en el testículo, como los receptores de 

somatostatina (Zhu y col., 1998), los receptores de adenosina A1 y A2A (Adeoya-

Osiguwa y col., 2002) y el receptor de canabinoides CB1 (Gye y col., 2005), existiendo 

la posibilidad de la formación de heterodímeros los que podrían tener un rol 

insospechado en fisiología testicular y espermática.  

 Debido a las múltiples bandas detectadas en el Western blot directo y con el 

objetivo de obtener un resultado con bandas más definidas, se realizó una 

inmuprecipitación del receptor D2 utilizando un anticuerpo policlonal (hecho en conejo) 

y detectando con un anticuerpo monoclonal de diferente isotipo (hecho en ratón). El 

anticuerpo monoclonal detectó una banda de 50 kDa correspondiente a la forma 

monomérica del receptor D2 (Mosma y col., 1989), corroborándose de esta manera la 

presencia del receptor de dopamina tipo D2 en la línea germinal masculina de rata, 

bovino y humano (Figura 12, panel B).  Una posible explicación para este resultado 

puede ser, que el anticuerpo monoclonal interaccione mejor con la forma monomérica 

del receptor D2, o bien que el anticuerpo policlonal inmunoprecipite mejor a la forma 

monomérica del receptor D2. 

    La posible participación funcional del receptor D2 en el testículo adulto o 

inmaduro es desconocida. Además, debido a la gran variabilidad  de señales generada 

por el receptor D2 dependiendo del tipo celular donde se exprese, hacen difícil 

aventurar con relativa certeza su rol funcional en células germinales masculinas. Por 

otro lado, la expresión de la enzima Tirosina Hidroxilasa, que participa en la síntesis de 
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catecolaminas como dopamina (Figura 1, panel A), ha sido descrita en testículos de 

cerdo, monos y humanos, restringiéndose la presencia de la enzima a terminaciones 

nerviosas eferente, a células similares a neuronas y a las células de Leydig (Lakomy y 

col., 1997), (Mayerhofer y col., 1999b), (Frungieri y col., 2000), (Romeo y col., 2004), 

todas localizadas fuera del túbulo seminífero y que estarían dando cuenta de la 

producción local de catecolaminas en el testículo. Otra forma de explicar la posible 

llegada de dopamina al intersticio testicular podría ser a través del torrente sanguíneo 

después de ser sintetizada y liberadas a la sangre por las células cromafines de la 

médula adrenal (Mayerhofer y col., 1999a). Sin embargo, la presencia de dopamina en 

el fluido íntertubular no garantiza la activación de todos los receptores de dopamina 

presentes en la línea germinal masculina adulta, ya que a pH fisiológico, el grupo amino 

de la dopamina se encuentra protonado y cargado positivamente, lo cual impide que la 

dopamina pueda atravesar membranas y barreras biológicas como la barrera hemato-

testicular, pero por otro lado, su forma protonada facilita su acumulación en vesículas 

para su posterior liberación regulada a través de mecanismos de exocitosis dependiente 

de calcio (Bonisch y col., 1998). Debido a que no existen antecedentes de la expresión 

de la enzima limitante de la síntesis de catecolaminas (Tirosina Hidroxilasa) en las 

células de Sertoli (basado en los estudios nombrados anteriormente), es probable que 

no exista síntesis de dopamina en el interior del túbulo seminífero y por lo tanto, la 

activación del receptor D2 sólo estuviera restringida a tipos celulares menos 

diferenciados como las espermatogonias, las cuales se encuentran libres del micro-

ambiente intratubular producido por la barrera hemato-testicular de las células de Sertoli 

(Figura 2, panel A). Además, si existiera en el túbulo seminífero adulto la necesidad de 
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regular los niveles de dopamina o de transportar dopamina al interior del túbulo a través 

de la barrera hemato-testicular, deberían expresarse proteínas especializadas en este 

tipo de funciones como el Transportador de dopamina (DAT) y las enzimas catabólicas 

Monoamino-oxidasa (MAO) y la Catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Figura 2, panel B). 

Sin embargo, estudios de inmunohistoquímica realizados contra el Transportador de 

dopamina en testículo de humano adulto, sólo detectaron la presencia de esta proteína 

en células similares a neuronas, las cuales están localizadas entre los túbulos 

seminíferos (Mayerhofer y col., 1999b), sugiriendo la posibilidad de que el 

Transportador de dopamina no sea expresado por las células de Sertoli o las células 

germinales intratubulares. Sin embargo, otro tipo de análisis (como RT-PCR, hibridación 

in-situ), deberían ser llevados a cabo para descartar la expresión del Transportador de 

dopamina en las células de Sertoli o en las células germinales intratubulares.   

 Por otro lado, las células de Sertoli presentes en el túbulo seminífero de la rata 

pre-púber aún no han formado la barrera hemato-testicular y por lo tanto, los receptores 

D2 presentes en los gonocitos podrían ser activados directamente por la dopamina. En 

relación a esto, los estudios de Frungieri y col. (2000) realizados en testículo de monos 

rhesus, muestran una diferencia de la presencia de células similares a neuronas con 

relación a la edad, encontrándose la presencia de tipos celulares similares a neuronas 

expresando Tirosina Hidroxilasa (por lo tanto, produciendo catecolaminas), solamente 

en machos inmaduros. Este antecedente podría incluso relacionar la activación del 

receptor D2 con fenómenos de tipo inhibitorios que podrían estar presentes antes de la 

pubertad en los gonocitos, como la activación de canales de K+, produciendo hiper-

polarización de membrana celular e impidiendo la activación de canales de calcio 
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dependientes de voltaje y  por otro lado, manteniendo bajos niveles de cAMP, 

traduciéndose en una señal inhibitoria la cual ya ha sido observada para el receptor D2 

en otros tipos celulares (Senogles y col., 1994), (Hernández-López y col., 2000), 

(Banihashemi y col., 2002) y que podría contribuir a mantener o modular un estado de 

latencia del gonocito en el testículo pre-púber hasta el inicio de la pubertad, donde 

señales de tipo hormonales (como factores de crecimiento, LH, FSH, testosterona, etc.) 

estimularán posteriormente la proliferación y diferenciación de la línea germinal 

masculina para producir espermatozoides maduros. Además, estas hormonas (después 

de la pubertad) podrían reducir la proliferación de tipos celulares intratesticulares que 

producen señales inhibitorias sobre la diferenciación de los gonocitos. Por otro lado, la 

presencia del receptor D2 en células menos diferenciadas (espermatogonias) y no 

protegidas por la barrera hemato-testicular en el testículo adulto, podrían estar también 

asociados a fenómenos de tipo inhibitorios, sin embargo, debido a las claras diferencias 

hormonales en relación con el testículo inmaduro, podrían incluso hacer considerar la 

posibilidad que el receptor D2 pueda participar en señales de tipo estimuladoras y que 

puedan tener relación con proliferación celular, como se ha observado en otros tipos 

celulares (Lajiness y col., 1993), (Luo y col., 1998). Sin duda, estudios futuros 

realizados con células aisladas podrán dar luces a la participación funcional del receptor 

D2 en la fisiología testicular. Sin embargo, ya sea que produzca un efecto inhibitorio, 

estimulador o modulador de otro receptor, también es importante dirigir estudios para 

comprender en qué condiciones fisiológicas la dopamina es liberada dentro del fluido 

testicular y qué concentraciones puede alcanzar. Además, sería interesante saber por 

cuanto tiempo puede permanecer activa sin ser degradada o transportada a otros 
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compartimentos como por ejemplo, al interior de los túbulos seminíferos a través de 

mecanismos que podrían involucrar a un Transportador de Monoaminas Vesicular 

(VMAT). 

 Además de los estudios de inmunolocalización del receptor D2 en testículos de 

ratas maduras e inmaduras, se realizó la inmunolocalización en espermatozoides 

aislados de diferentes mamíferos (rata, bovino y humano). La localización del receptor 

D2 en espermatozoides de rata y bovino se presentó en la pieza media, pieza principal 

y región acrosomal (Figura 10, panel A y Figura 11, panel A, respectivamente). A 

diferencia de lo observado en rata y en bovino, el espermatozoide humano sólo 

presentó señal positiva sobre la pieza media y pieza principal y estuvo ausente en la 

región acrosomal (Figura 11, panel C). Debido a que la conformación estructural del 

espermatozoide está relacionada con su función, se podría especular que la presencia 

del receptor D2 en la región acrosomal podría tener alguna participación en la 

modulación de fenómenos exocíticos como la reacción acrosomal. Por otro lado, la 

presencia del receptor D2 en la pieza media y pieza principal podría estar relacionada 

con la modulación de la motilidad o el consumo energético (región mitocondrial). En 

relación a la participación del receptor D2 en fenómenos exocíticos, existen diversos 

antecedentes que vinculan al receptor D2 con mecanismos inhibitorios de la secreción a 

través de su capacidad de activar canales de K+, produciendo hiperpolarización de la 

membrana plasmática e inhibiendo la activación de canales de Ca+2 tipo L gatillados por 

voltaje (Cardozo y col., 1995), (Hernandez-Lopez y col., 2000), (Congar y col., 2001). Es 

así como se ha demostrado su capacidad de inhibir la secreción de prolactina en la 

hipófisis (Ben-Jonathan y col., 2001), inhibir la síntesis y liberación de dopamina en 
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neuronas pre-sinápticas (auto-receptores), (Lindgren y col., 2003), inhibir la secreción 

de acetilcolina en striatum de rata (Drukarch y col., 1990), (Ikarashi y col., 1997), inhibir 

la secreción de glutamato en el núcleo accumbens (O`Donnell y col., 1994), striatum 

(Hsu y col., 1995), hipocampo (Hsu y col., 1996) y en el bulbo olfatorio (Hsia y col., 

1999), inhibir la secreción de catecolaminas en la médula adrenal (Bigornia y col., 

1990), inhibir la secreción de aldosterona en células de carcinoma adrenocortical (Wu y 

col., 2001), inhibir la secreción de la bilis inducida por secretina en los colangiocitos de 

los conductos biliares del hígado (Glaser y col., 2003), inhibir la secreción de insulina 

estimulada por glucosa en las células β-pancreáticas (Rubi y col., 2005) e inhibir la 

capacidad de respuesta a la hipoxia en células quimo-receptoras de la carótida, 

inhibiendo el influjo de Ca+2 intracelular (Carrol y col., 2005), entre otros efectos 

inhibitorios.  

 En relación a la posible participación del receptor D2 en la fisiología espermática, 

existen antecedentes que describen un proceso de hiperpolarización de la membrana 

plasmática asociado al mecanismo de capacitación (Zeng y col., 1995), (Arnoult y col., 

1999). La razón fisiológica de la hiperpolarización pareciera estar relacionada con la 

prevención de la reacción acrosomal espontánea antes del contacto del espermatozoide 

con el ovocito. Además, se ha observado que cuando la hiperpolarización de membrana 

es inhibida durante la capacitación in vitro, los espermatozoides no son capaces de 

experimentar la reacción acrosomal al ser enfrentados con zonas pelúcidas obtenidas 

de ovocitos. Sin embargo, al ser incubados con ionoforos de Ca+2, si son capaces de 

experimentar la reacción acrosomal, indicando que la vía de transducción de señal para 

la exocitosis acrosomal inducida por el contacto del espermatozoide con la zona 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Ikarashi+Y%22%5BAuthor%5D
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pelúcida del ovocito es dependiente de la hiperpolarización de membrana del 

espermatozoide (Zeng y col., 1995). Uno de los actores participantes en el mecanismo 

de la reacción acrosomal son los canales de Ca+2 dependientes de voltaje, los cuales 

son activados por la despolarización de membrana producida por el contacto del 

espermatozoide con la zona pelúcida del ovocito (Florman y col., 1992), (Arnoult y col., 

1996). Sin embargo, este influjo inicial de Ca+2, no sería suficiente para la exocitosis 

acrosomal, sino más bien, participaría en la activación del mecanismo de producción de 

IP3, que al interactuar con receptores intracelulares, producirá una posterior liberación 

de Ca+2 desde la vesícula acrosómica (Walensky y col., 1995) y que terminará por 

activar a canales de Ca+2 tipo SOCs (Store Operated Ca+2 Channels) en la membrana 

plasmática (Parekh y col., 1997), (Darszon y col., 2001). Este aumento sostenido del 

Ca+2 intracelular, producirá en algún momento la fusión de membrana acrosomal 

externa con la membrana plasmática con la consiguiente liberación de enzimas que 

favorecen la penetración de la zona pelúcida por parte del espermatozoide y además, 

permite exponer la membrana acrosomal interna, la cual está especializada para la 

fusión con el ovocito (Darszon y col., 2001). 

 Además, el potencial de membrana de un espermatozoide de bovino fresco (y de 

otros espermatozoides no capacitados) se encuentra en el orden de -30 mV. A este 

potencial de membrana, los canales de Ca+2 dependientes de voltaje tipo L, se 

encuentran normalmente en un estado inactivo, donde la despolarización de la 

membrana no es capaz de producir la apertura de los canales dependientes de voltaje 

para la entrada de Ca+2. Al contrario, el potencial de membrana de un espermatozoide 

de bovino capacitado, se encuentra en el orden de -60 mV. A este potencial de 
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membrana los canales de Ca+2 dependientes de voltaje, pasan de un estado inactivo a 

un estado cerrado, modo en el cual pueden ser rápidamente abiertos después de un 

evento de despolarización de membrana (Zeng y col., 1995), (Darszon y col., 2001). Por 

lo tanto, la adquisición de la hiperpolarización en la membrana plasmática del 

espermatozoide podría actuar como un “switch” que por una parte asegura la exocitosis 

acrosomal a través de un evento de despolarización de membrana inducido por la zona 

pelúcida del ovocito y por otro lado, actuaría ayudando a prevenir la reacción acrosomal 

prematura antes del contacto del espermatozoide con el ovocito inhibiendo a los 

canales de calcio activados por voltaje (inhibición del ingreso prematuro de calcio a la 

región acrosomal).  

 La ausencia del receptor de dopamina D2 en la región acrosomal en el 

espermatozoide humano, no descarta la posibilidad que participe en la hiperpolarización 

de membrana, ya que este evento ocurre en toda la membrana del espermatozoide. 

Además, se han descrito situaciones donde un receptor en particular sólo puede ser 

detectado en una región del espermatozoide de acuerdo al estado de capacitación en 

que se encuentre. También se ha descrito que la capacidad de activar al receptor 

pareciera estar relacionada con la capacidad de detectarlo por métodos inmunológicos 

(Adeoya-Osiguwa y col., 2002). Este control de la activación de un receptor de acuerdo 

al estado de capacitación del espermatozoide pareciera estar relacionado con el estado 

de fluidez de membrana, pues cuando el espermatozoide se capacita hay una pérdida 

de colesterol de la membrana y por lo tanto un aumento de la fluidez de membrana 

(Visconti y col., 1999). Un ejemplo de este fenómeno, son el receptor de adenosina A1 

(que inhibe la producción de cAMP) y el receptor de adenosina A2A (que estimula la 
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producción de cAMP), ambos receptores están presentes en el espermatozoide maduro 

(Adeoya-Osiguwa y col., 2002) y la presencia de adenosina ha sido detectada en altos 

niveles en fluidos reproductivos masculinos (Fabiani y col., 1995) y femeninos (Eppig y 

col., 1985). La detección del receptor de adenosina A2A (estimulador) en  

espermatozoides "no capacitados", resulta en una fuerte marca sobre la región 

acrosomal y pieza principal, mientras que el receptor A1 (inhibitorio) presenta una 

distribución similar a A2A, pero mucho más tenue. En los espermatozoides 

"capacitados" en cambio, la detección del receptor A2A (estimulador) disminuye 

marcadamente en la región acrosomal, mientras que la detección del receptor A1 

(inhibitorio), se incrementa marcadamente en la región acrosomal (Adeoya-Osiguwa y 

col., 2002). Al realizar estudios funcionales con un agonista específico del receptor A2A 

(estimulador) en espermatozoides no capacitados se observa un aumento en la 

producción de cAMP, motilidad y en los parámetros de capacitación medidos con 

clortetraciclina (CTC), mientras que el mismo agonista no mostró cambios significativos 

sobre los mismos parámetros cuando se estimularon espermatozoides capacitados. Al 

contrario, al estimular con un agonista del receptor A1 (inhibitorio) a espermatozoides 

capacitados se observó una inhibición en la producción de cAMP y una reducción en la 

pérdida acrosomal espontánea, pero no tuvo efecto cuando el mismo ensayo se llevó a 

cabo con espermatozoides no capacitados (Adeoya-Osiguwa y col., 2002). Estos 

resultados sugieren una regulación dinámica en la producción de cAMP de acuerdo al 

estado de capacitación, siendo los receptores A2A (estimuladores) más accesibles en 

un espermatozoide “no capacitado”, favoreciendo la acumulación de cAMP y por lo 

tanto la capacitación, mientras que en el espermatozoide “capacitado” la accesibilidad 
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de los receptores A2A (estimuladores) disminuye y aumenta la accesibilidad a los 

receptores A1, que inhiben la acumulación de cAMP, seguramente con el objetivo de 

evitar una “sobrecapacitación” que pueda llevar a una reacción acrosomal prematura. 

Este mecanismo podría tener la consecuencia final de aumentar la capacidad 

fecundante del espermatozoide en el tiempo, aumentando la probabilidad que la 

reacción acrosomal se produzca por el contacto del espermatozoide con la zona 

pelúcida del ovocito y no producto de una reacción espontánea antes del contacto con 

el ovocito. Al igual que la disponibilidad dinámica del receptor A1 (inhibitorio) en la 

región acrosomal, el receptor D2 en el espermatozoide humano podría tener también 

una regulación dinámica en la capacitación aumentando su presencia en la región 

acrosomal con la capacitación favoreciendo su activación y por lo tanto, la capacidad de 

inhibir la acumulación de cAMP, evento observado en otros tipos celulares (Battaglia y 

col 1985), (Weis y col., 1985) (Onali y col., 1989), (Albert y col., 1990), (Missale y col., 

1998), disminuyendo la probabilidad de reacción acrosomal prematura. Además, la 

activación tardía podría aumentar la hiperpolarización de la membrana plasmática del 

espermatozoide aumentando la capacidad de los canales de Ca+2 tipo L de responder 

frente a la despolarización de membrana que se produce al contacto del 

espermatozoide con la zona pelúcida.  La consecuencia final de la activación del 

receptor D2 podría ser aumentar la capacidad fecundante, por una parte manteniendo 

bajo los niveles de cAMP en el espermatozoide que ya alcanzó el estado capacitado 

reduciendo la probabilidad de reacción acrosomal espontánea  y por otra parte, 

aumentando la polarización de membrana plasmática favoreciendo el reclutamiento de 

los canales de Ca+2 tipo L de un estado inactivo a un estado cerrado (estado en el que 
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son activados por despolarización) aumentando la capacidad de responder 

acrosómicamente (exocitosis dependiente de calcio) sólo cuando un espermatozoide 

capacitado llega a tener contacto con la zona pelúcida del ovocito.  Otra función que 

podría tener la activación del receptor D2 podría ser, modular la acción de otros 

receptores como el receptor CB1. El receptor CB1 está presente en el testículo (Gerard 

y col., 1991) y en el espermatozoide (Rossato y col., 2005) y su ligando natural, la 

anandamida (AEA) está presente en los fluidos reproductivos humanos masculinos y 

femeninos (Schuel y col., 2002a). Además, el espermatozoide cuenta con su propia 

maquinaria enzimática para sintetizar (NAPE-PLD) y degradar (FAAH) anandamida 

(Maccarrone y col., 2005). En el cerebro, la enzima encargada de sintetizar anandamida 

(NAPE-PLD) se encuentra localizada en la membrana plasmática de la neurona post-

sináptica. Al despolarizarse la membrana plasmática y aumentar el Ca+2 intracelular se 

activa la enzima y genera anandamida a partir de un tipo de fosfolípido presente en la 

membrana plasmática (NAPEs). La anandamida producida se une rápidamente a los 

receptores CB1 presentes en las neuronas pre-sinápticas produciendo la inhibición de 

los canales de Ca+2 sensibles a voltaje (VSCC), disminución del cAMP y aumento del K+ 

intracelular, resultando en una inhibición de la liberación del neurotransmisor de la 

neurona pre-sináptica. Luego, la anandamida presente en el espacio sináptico es 

rápidamente transportada (por un transportador aún no clonado) y degradada por la 

FAAH que está unida a membranas intracelulares de la neurona post-sináptica, este 

proceso completo es conocido con el nombre de “señalización endocanabinoide 

retrógrada” (Alger y col., 2002). En el espermatozoide, el agonista del receptor de 

anandamida, el AM-356, tiene un efecto bifásico sobre la motilidad hiperactivada. A 
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bajas concentraciones (0,25 nM) estimula la hipermotilidad (45% aumento a las 4 horas) 

y a altas concentraciones (2,5 nM) inhibe la hipermotilidad (45% de inhibición después 

de 1 hora), (Schuel y col., 2002b). Por otro lado, otros autores describen que 

anandamida al 0,1 µM y 1 µM, produce un efecto negativo sobre la motilidad y función 

mitocondrial del espermatozoide humano, acompañada de hiperpolarización de la 

membrana plasmática, sin alterar marcadamente la viabilidad (posible estado 

metabólico de latencia), mientras que anandamida 10 µM produce una fuerte 

disminución de la actividad mitocondrial, motilidad y viabilidad (Rossato y col., 2005). 

También se ha descrito que anandamida y el agonista AM-356 (2-10 pM), reducen la 

capacidad fecundante del espermatozoide inhibiendo la reacción acrosomal (Schuel y 

col., 1994), (Schuel y col., 2002b) posiblemente reduciendo el cAMP, activando canales 

de K+, e inhibiendo canales de Ca+2 gatillados por voltaje (tipo L, N, P, y Q), 

mecanismos que son completamente inhibidos por la Toxina pertussis, implicando la 

participación de la proteína Gαi/o en este tipo de respuesta inhibitoria (Howlett y col., 

2002). Por otra parte, se ha observado que en neuronas que expresan los receptores 

CB1 (inhibidor de la producción de cAMP) y D2R (inhibidor de la producción de cAMP), 

la co-estimulación de estos receptores pueden aumentar la producción de cAMP (Glass 

y col., 1997). El mecanismo implicado en la acumulación de cAMP sería debido a la 

capacidad del receptor CB1 de acoplarse a la proteína Gαs, proceso que es modulado 

por el receptor D2 (Jarrahian y col., 2004). Además, la co-activación favorecería la 

formación del heterodímero CB1/D2R que a través de un mecanismo insensible a la 

toxina pertusis (Gαs), estimularía la formación de cAMP (Kearn y col., 2005). En 

conjunto, estos antecedentes podrían indicar que el receptor CB1 en el espermatozoide 



 107

podría actuar en una primera instancia inhibiendo el estado de motilidad hiperactivada y 

la reacción acrosomal espontánea antes de la llegada al oviducto favoreciendo la 

motilidad progresiva (Schuel y col., 2002b), (Rossato y col., 2005) y luego, a través de 

un mecanismo dependiente del receptor D2, podría favorecer la acumulación de cAMP 

y capacitación en el istmo oviductal (posiblemente sincronizado con la ovulación), 

favoreciendo la aparición de la motilidad hiper-activada, lo cual le permitiría al 

espermatozoide despegarse de las células del istmo del oviducto y nadar hacia la 

ampolla oviductal, lugar en donde podrá concretar su encuentro con el ovocito y llevar a 

cabo la fecundación (Alfredo Ramírez, datos no publicados). Estos antecedentes, 

también permiten sugerir que en los espermatozoides de organismos nulos para el 

receptor D2, la activación de los receptores CB1 por anandamida o Δ9THC (compuesto 

activo de la marihuana), no serían capaces de estimular la capacitación (motilidad hiper-

activada) ya que el receptor CB1 no podría acoplarse a la proteína Gαs.  

 Otros antecedentes sobre compuestos que favorecen la capacitación del 

espermatozoide nacieron de los estudios realizados por Meizel y col., (1978), que 

motivado por la necesidad de encontrar compuestos que mejoren los parámetros de 

capacitación y fecundación in vitro, realizó estudios con ultrafiltrado de extractos de 

corteza y médula adrenal. Meizel encontró que al incubar espermatozoides de hamster 

con los extractos de médula adrenal, aumentaba la motilidad y la reacción acrosomal. 

Las catecolaminas noradrenalina y adrenalina estaban presentes en altos niveles en la 

médula adrenal y al utilizarlos en forma  pura en los ensayos, imitaron el efecto de los 

extractos de la médula adrenal sobre los espermatozoides sugiriendo la presencia de 

receptores α y β-adrenérgicos. (Cornett y col., 1978), (Meizel y col., 1980). Estudios 
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realizados posteriormente (25 años más tarde), describen por primera vez la presencia 

de receptores α y β-adrenérgicos en espermatozoides de ratón y humano (Adeoya-

Osiguwa y col., 2006), confirmando las predicciones iniciales de Meizel. 

 Por otro lado, la presencia de catecolaminas ha sido descrita en el fluido 

oviductal de conejos, bovinos, cerdos y humanos en periodos cercanos a la ovulación 

(Khatchadourian y col., 1987), (Kotwica y col., 2003), (Kaleczyc, 1994), (Owman y col., 

1986). Además, se han detectado mayores niveles de noradrenalina y adrenalina (2-4 

veces más) en la región ístmica del oviducto (región cercana al útero), posiblemente 

causando un efecto estimulador del espermatozoide favoreciendo la capacitación, 

comparada con la región de la ampolla del oviducto (región cercana al ovario), donde 

los menores niveles de noradrenalina y adrenalina estarían posiblemente evitando la 

“sobre-capacitación” y la reacción acrosomal prematura. La dopamina en cambio, ha 

sido detectada en mayor cantidad en la ampolla (lugar donde ocurre la fecundación) y 

en el infundíbulo de oviducto (el infundíbulo recibe al ovocito ovulado y lo dirige hacia la 

ampolla), (Kotwica y col., 2003). Es posible también, que parte de la dopamina presente 

en el líquido folicular (Bahr y col., 1985), sea vertida en el momento de la ovulación 

hacia el infundíbulo y la ampolla del oviducto, contribuyendo de esta manera en los 

niveles de dopamina detectados en estas regiones (Bahr y col., 1985), (Hansen y col., 

1991). Por lo tanto, en base a estos antecedentes, es posible especular que el receptor 

D2 pueda ser activado durante la residencia del espermatozoide en el oviducto 

(principalmente en la ampolla) y pueda modular la función espermática evitando un 

estado de “sobre-capacitación” inhibiendo la reacción acrosomal espontánea y 

contribuyendo a aumentar la probabilidad que un espermatozoide capacitado llegue a 
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fecundar al ovocito. Este mecanismo activado por el receptor D2 que implica inhibición 

de la exocitosis, ya ha sido descrito anteriormente para este receptor y se ha 

demostrado además que es bastante conservado, pudiendo funcionar en una amplia 

variedad de tipos celulares (Bigornia y col., 1990), (Ikarashi y col., 1997), (Ben-Jonathan 

y col., 2001), (Carrol y col., 2005). Además, este mecanismo inhibitorio de la secreción, 

estaría ligado a un evento de hiper-polarización de membrana plasmática producido por 

la activación de canales de K+. La hiperpolarización de membrana del espermatozoide 

también es clave para el éxito de la reacción acrosomal inducida por la zona pelúcida, 

por lo tanto, el receptor D2 podría también contribuir a aumentar la sensibilidad para 

responder al inicio de la reacción acrosomal del espermatozoide, inducido por la zona 

pelúcida del ovocito. 

 Sin embargo, a pesar de estos sugerentes antecedentes, también debemos 

considerar que el posible aporte del receptor D2 en la hiperpolarización de membrana 

sólo podría ser parcial, ya que han sido descrito en el espermatozoide otros canales de 

K+ que son capaces de responder a ATP (similares a los descritos en las células β-

pancréaticas) y que podrían contribuir a la hiperpolarización (Acevedo y col., 2006). 

Estos canales de K+ son inhibidos por altos niveles de ATP produciendo despolarización 

de membrana (este mecanismo funciona en las células β-pancréaticas donde el ATP 

producido por la glicólisis genera la despolarización de la membrana inhibiendo canales 

de KATP, esto lleva a un influjo de calcio que estimula la secreción de insulina). En el 

caso de la capacitación espermática,  se ha descrito que los niveles de ATP podrían 

disminuir con la capacitación (Baker y col., 2004), favoreciendo de esta manera la 

apertura de estos canales KATP por donde saldría el K+ intracelular y por lo tanto, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Ikarashi+Y%22%5BAuthor%5D
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produciendo la hiperpolarización de la membrana plasmática del espermatozoide que 

favorecería la reacción acrosomal inducida por la zona pelúcida de ovocito (Acevedo y 

col., 2006). 

 Estudios dirigidos a medir el efecto del receptor D2 sobre la activación o 

inhibición de canales de K+ o Ca+2 en espermatozoides por medio de técnicas como 

Patch-Clamp, podrán dar luces en el futuro del posible aporte de la dopamina, presente 

mayoritariamente en la región de la ampolla del oviducto, sobre la función espermática 

relacionas con hiper-polarización de la membrana plasmática e inhibición de la reacción 

acrosomal prematura. 

 Otro antecedente interesante observado en la fisiología espermática in vivo, 

corresponde a su capacidad de permanecer viable dentro del tracto reproductivo 

femenino por mucho más tiempo de lo observado en experimentos in vitro. Diversos 

estudios han descrito que la región ístmica del oviducto actuaría como un reservorio de 

espermatozoides funcionales, los cuales serían secuestrados por las células epiteliales 

y podrían permanecer en un estado latente (suprimiendo la motilidad y retardando la 

capacitación), hasta las horas próximas a la ovulación, donde señales de tipo 

estimuladoras inducirían la liberación de los espermatozoides permitiendo el paso hasta 

las regiones más altas del oviducto, siendo el proceso de capacitación el principal 

requisito para la liberación del espermatozoide del epitelio oviductal  (Suarez y col., 

1998), (Hunter y col., 1999). El objetivo de retrasar la capacitación a través del 

secuestro de espermatozoides por el epitelio oviductal antes de la ovulación estaría 

relacionado por una parte, para sincronizar la llegada de los espermatozoides 

capacitados a la región superior del oviducto con la ovulación y por otro lado, para 
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aumentar la viabilidad espermática, aumentando así la probabilidad de encuentro de un 

espermatozoide capacitado con el ovocito. En todos los mamíferos con excepción del 

hombre, la probabilidad de encuentro entre los espermatozoides y el óvulo se encuentra 

aumentada debido a que los mamíferos poseen una adaptación evolutiva llamada 

“estro”, donde la hembra entra en un periodo de “celo” en el cual aumenta su 

receptividad al macho y genera compuestos similares a “feromonas” que estimulan al 

macho a cubrir a la hembra. En todas estas especies, el periodo de “estro” se produce 

en horas anteriores a la ovulación, garantizando de esta manera la presencia de 

espermatozoides en el oviducto para la fecundación del ovocito. Sin embargo, en 

especies como el hombre, donde la receptividad al macho está presente a lo largo de 

todo el ciclo sexual, la probabilidad de encuentro de un espermatozoide estaría 

directamente relacionada con la frecuencia de los coitos. En este escenario, el 

reservorio oviductal presente en el oviducto de la mujer, podría haber adquirido a lo 

largo de la evolución algunos mecanismos adaptativos (posiblemente similares a los 

presentes en otras especies) y que favorezcan la retención de espermatozoides en la 

región oviductal aumentando su viabilidad y sincronizando la capacitación y su 

“liberación” con la ovulación. 

 En relación al posible aporte de dopamina en la viabilidad espermática, existen 

diversos antecedentes que describen por una parte, la presencia de catecolaminas en 

el oviducto de diferentes especies (Khatchadourian y col., 1987), (Kotwica y col., 2003), 

(Kaleczyc, 1994), (Owman y col., 1986) y por otro lado, estudios que relacionan al 

receptor D2 con la activación de vías que favorecen la viabilidad celular (como la vía  

PI3K-Akt), llegando incluso a proteger a la célula de señales tóxicas como el glutamato 



 112

y el peróxido de hidrógeno (Welsh y col., 1998), (Kihara y col., 2002), (Brami-Cherrier y 

col., 2002), (Nair y col., 2003). Estos antecedentes en conjunto, entregan la base para 

sugerir, que el receptor D2 presente en los espermatozoides, podría contribuir en la 

mantención de la viabilidad y posiblemente ser capaz de proteger a los 

espermatozoides de sustancias tóxicas como glutamato y peróxido de hidrógeno a 

través de la activación de la vía PI3K-Akt, similar a lo observado en células de tipo 

neuronal (Kihara y col., 2002), (Nair y col., 2003). 

 La proteína quinasa PI3K, corresponde a un complejo heterodimérico compuesto 

por una parte, de una subunidad catalítica, que fosforila en la posición 3 el grupo 

hidroxilo del anillo inositol presente en los fosfatidilinositoles (PtdIns) de la membrana 

plasmática para generar los productos PtdIns(3,4,5)P3 y PtdIns(3,4)P2. El otro 

componente del heterodímero es la subunidad reguladora, encargada de dirigir la 

asociación del heterodímero con proteínas presentes en la cara interna de la membrana 

plasmática, garantizando la cercanía de la subunidad catalítica de PI3K con su sustrato 

presente en la membrana (Cantley, 2002). La familia de proteínas PI3K se ha dividido 

en 3 clases basados en las estructuras de los dominios proteicos, especificad de 

sustrato y asociación a sus sub-unidades reguladoras. La clase I está compuesta por 

las sub-unidades catalíticas p110α, p110β, p110δ, las cuales son capaces de 

interactuar con las sub-unidades adaptadoras (reguladoras) p85α, p85β y p55γ y son 

activadas principalmente por receptores de factores de crecimiento. El otro componente 

de la familia es la sub-unidad p110γ, la cual carece del sitio de unión a la sub-unidad 

reguladora p-85 y en su lugar, se une a la sub-unidad reguladora p101, la cual es 

activada por receptores unidos a la proteína G, los cuales median su acción a través de 
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la sub-unidad Gβγ y posiblemente también involucre a la sub-unidad Gα (Katso y col., 

2001). La clase II está compuesta por las enzimas PI3K-C2α, PI3K-C2β y PI3K-C2γ y la 

clase III está compuesta sólo por la enzima Vps34 (Fry, 2001), (Katso y col., 2001). La 

clase I fue el primer grupo en ser identificado y clonado y corresponde al grupo más 

estudiado y comprendido (Katso y col., 2001). Las consecuencias funcionales ligadas a 

la activación de las proteínas PI3K, incluyen diversas funciones celulares como: 

crecimiento, proliferación, motilidad, diferenciación, tráfico intracelular y sobre-vivencia 

(Foster y col., 2003). 

 Uno de los principales efectores río abajo de la enzima PI3K, es la proteína 

serina/treonina quinasa B (PKB, también conocida como Akt), la cual pertenece a la 

sub-familia de proteínas quinasas AGC, la que también incluye a la proteína quinasa C 

y la proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA). Para la proteína quinasa B se han 

descrito 3 isoformas, las cuales son ampliamente expresadas, PKBα, PBKβ, PKBγ 

(también conocidas como Akt1, Akt2, Akt3), todas ellas contienen un dominio de 

homología de pleckstrina (dominio PH), el cual se une a los fosfatidilinositoles 

PtdIns(3,4,5)P3 y PtdIns(3,4)P2, generados por la subunidad catalítica de  PI3K en la 

cara interna de la membrana plasmática (Lawlor y col., 2001). Una vez que la PI3K es 

activada, la PKB es reclutada desde el citosol a la membrana plasmática donde es 

activada por fosforilación en dos residuos. Uno de los residuos (Thr308 en Akt1) está 

presente en el dominio quinasa y es fosforilado por la proteína quinasa 1 dependiente 

de 3-fosfoinositoles (PDK1), la fosforilación de este residuo pareciera ser el principal 

requisito para la activación de la proteína quinasa B (Alessi, 2001). El otro residuo (Ser-

473 en Akt1) está localizado en la región C-terminal (dominio no catalítico) llamado 
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dominio hidrofóbico. El mecanismo de fosforilación de este residuo (Ser-473) pareciera 

ser controversial, sugiriéndose los mecanismos de auto-fosforilación y la participación 

de una proteína quinasa 2 dependiente de 3-fosfoinositoles (PDK2), aún no identificada. 

Sin embargo, el mecanismo de auto-fosforilación está comenzando a ser establecido, 

debido a que la actividad catalítica intrínseca de Akt es necesaria para la fosforilación 

de Ser-473 (Toker y col., 2000). Además, la activación por fosforilación de la enzima 

pareciera ser secuencial, ya que la fosforilación de Ser-473 requiere la previa 

fosforilación del residuo Thr308 por PDK-1. El aporte de la fosforilación en Ser-473, 

pareciera ser necesaria para la completa activación de la enzima y además, podría 

jugar un rol en la interacción con los sustratos de PKB y/o en la estabilización 

conformacional de la forma activa de la enzima (Lawlor y col., 2001). Por otro lado, 

diversos estudios han demostrado que la sobre-expresión de PKB tiene un efecto anti-

apoptótico en un amplio rango de tipos celulares, retardando la muerte celular (Franke y 

col., 1997), (Sabbatini y col., 1999). Uno de los blancos de fosforilación de la proteína 

quinasa B vinculados con viabilidad celular es la proteína BAD, esta proteína forma un 

heterodímero con las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL causando muerte celular. 

Al fosforilar PKB en la Ser-136 a BAD, impide que esta proteína pueda dimerizar con las 

proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL, contribuyendo así a la supervivencia celular 

(Downward, 1999). Sin embargo, es importante mencionar que no todos los tipos 

celulares expresan la proteína BAD y que la supervivencia celular puede ser regulada 

por mecanismos independientes de la fosforilación de BAD y activación por PKB (Hinton 

y col., 1999), (Harada y col., 1999), (Scheid y col., 1999).  
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 Otro blanco de fosforilación de PKB es la proteína caspasa-9, la cual es una 

proteasa crucial para la iniciación y posiblemente en los estados tardíos de la apoptosis 

(Wolf y col., 1999). La fosforilación de la caspasa-9 humana en Ser196 por PKB inhibe 

su activación y por lo tanto, el inicio de la apoptosis mediada por esta proteasa, 

contribuyendo de esta manera en la supervivencia celular (Cardone y col., 1998). Por 

otro lado, también se ha descrito que el sitio de fosforilación de caspasa-9 no estaría 

presente en el ratón y por lo tanto, la inhibición de caspasa-9 por fosforilación podría no 

ser un mecanismo anti-apoptótico conservado (Fujita y col., 1999). Sin embargo, 

algunos trabajos indican que PKB podría actuar sobre mecanismos anteriores a la 

activación de caspasa-9 como por ejemplo, participando en la mantención de la 

integridad de la membrana mitocondrial evitando la salida del citocromo c e inhibiendo 

la formación del apoptosoma (Kennedy y col., 1999). También se ha descrito que PKB 

participa en la viabilidad celular a través de mecanismos mediados por transcripción 

génica. Uno de estos mecanismos incluiría la activación indirecta de factores de 

transcripción como CREB, E2F y NF-κB, induciendo la expresión de proteínas anti-

apoptóticas de la familia Bcl-2 y favoreciendo la proliferación celular (Du y col., 1998), 

(Brennan y col., 1997), (Kane y col., 1999). Otro mecanismo, incluiría la fosforilación 

directa e inhibición de factores de transcripción requeridos para la expresión de 

moléculas pro-apoptóticas como el ligando Fas (Brunet y col., 1999). Sin embargo, en el 

espermatozoide, el cual es un tipo celular transcripcionalmente inactivo, estos 

mecanismos podrían no ser importantes en la mantención de la viabilidad celular.  

 Con el objetivo de conocer la localización sub-celular de las proteínas implicadas 

en la cascada PI3K-Akt y la localización de los posibles blancos directos de fosforilación 
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de PKB que pudieran estar involucrados con la mantención de la viabilidad espermática 

como las proteínas pro-apoptóticas BAD y caspasa-9, se realizó una inmunodetección 

de estas proteínas sobre espermatozoides de bovino y humanos. Al detectar la sub-

unidad reguladora p110β de PI3K sobre los espermatozoides de bovino y humanos, 

ésta presentó una distribución bastante conservada entre ambas especies (Figura 13), 

sugiriendo que el receptor D2 presente en ambos espermatozoides, podría llegar a 

interactuar indirectamente con esta vía de señalización celular principalmente en la 

pieza media y en el caso del espermatozoide de bovino, también en la región 

acrosomal.  Por otro lado, la detección de las proteínas pro-apoptóticas BAD y caspasa-

9 en espermatozoides bovinos y humano presentaron considerables diferencias en sus 

localizaciones sub-celulares (Figuras 14 y 15). En ambos casos, los anticuerpos 

utilizados para BAD y caspasa-9 fueron hechos contra las secuencias proteicas 

humanas. La localización sub-celular de BAD y caspasa-9 en el espermatozoide 

humano siempre estuvieron presentes en la región mitocondrial, correlacionándose con 

la función descrita para estas proteínas en la literatura (Figura 14, paneles A y B; Figura 

15, paneles A y B). Sin embargo, en el espermatozoide bovino, sólo caspasa-9 presentó 

una sutil localización mitocondrial y al contrario del espermatozoide humano, caspasa-9 

presentó también una fuerte señal en la región acrosomal (Figura 15, paneles C y D). 

Por otro lado, BAD en el espermatozoide humano, presentó una localización 

mitocondrial y acrosomal (Figura 14, paneles A y B), mientras que en el espermatozoide 

bovino, al contrario del espermatozoide humano, BAD presentó una localización 

principalmente restringida a la cabeza del espermatozoide (Figura 14, paneles C y D). 

Estas claras diferencias de localización de BAD y caspasa-9 entre los espermatozoides 
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bovinos y humanos, podría ser explicado por un problema de especificidad del 

anticuerpo, el cual no estaría reconociendo de una manera óptima las secuencias 

bovinas de las proteínas BAD y caspasa-9. Además, existe la posibilidad que el 

anticuerpo utilizado (hecho contra las secuencias humanas) pudiera estar uniéndose de 

forma inespecífica a una secuencia similar presente en otras proteínas del 

espermatozoide bovino, localizada en un lugar distinto. Otra explicación podría ser, que 

las proteínas BAD y caspasa-9 bovinas pudieran estar cumpliendo funciones 

completamente distintas a las descritas para las proteínas humanas. Sin embargo, la 

participación de BAD y caspasa-9 en la viabilidad del espermatozoide bovino, tampoco 

puede ser descartada. 

 Por otro lado, se hacia necesario conocer la distribución sub-celular y estado de 

activación  de la proteína quinasa B (Akt) sobre espermatozoides frescos de bovino. 

Para conocer la distribución sub-celular de PKB, se intentó utilizar inicialmente un 

anticuerpo contra la isoforma PKBα (Akt1) total (hecho contra la forma humana), sin 

embargo, el anticuerpo no arrojó resultados satisfactorios, por lo que sólo se utilizaron 

los anticuerpos contra las isoformas fosforiladas de PKBα (región más conservada).  En 

la inmunodetección de las formas fosforiladas de PKB, se encontró que la localización 

sub-celular de la proteína dentro del espermatozoide, determina marcadamente su 

estado de fosforilación. La PKB presente en la región mitocondrial (pieza media) del 

espermatozoide fresco de bovino se encontró fosforilada sobre los residuos Thr-308 y 

Ser-473 (Figura 16), mientras que la PKB presente en la región acrosomal y ecuatorial 

del espermatozoide se encontró fosforilada exclusivamente en el residuo Thr-308 

(Figura 16, paneles A y B). Estos antecedentes podrían indicar que PKB en el 
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espermatozoide fresco (no capacitado), podría estar completamente activada en la 

pieza media, posiblemente participando en funciones relacionadas con viabilidad, 

motilidad y/o modulación del metabolismo mitocondrial. Mientras que la PKB presente 

en la zona acrosomal y ecuatorial del espermatozoide, podría encontrarse en un estado 

intermedio de activación, posiblemente esperando las señales de capacitación que 

adquirirá el espermatozoide dentro del tracto genital femenino para su completa 

activación. Esta capacitación espermática podría “capacitar” también a la enzima para 

reconocer y activar a nuevos sustratos, pues en el caso de la región acrosomal, PKB al 

estar completamente activada, podría participar preparando la maquinaría molecular 

para llevar a cabo la exocitosis acrosomal al momento de la fecundación. 

 Con el objetivo de evaluar si dopamina era capaz de alterar el grado de 

activación o distribución sub-celular de PKB en espermatozoides de bovino, se realizó 

una inmunodetección de PKB fosforilada en Ser-473 sobre espermatozoides de bovino 

incubados con diferentes concentraciones de dopamina. Este análisis cualitativo, arrojó 

un leve cambio en la distribución sub-celular de PKB fosforilada en Ser-473 en la región 

inferior de la cabeza al compararlo con los experimentos control (Figura 17, paneles B, 

D, F, H). En este experimento, no fue posible determinar con precisión si PBK 

fosforilada estaba localizada dentro del núcleo o en la periferia del núcleo debido a que 

el citoplasma del espermatozoide en la región inferior de la cabeza es muy reducido. 

Sin embargo, diferentes antecedentes indican, que PKB puede ser importada al núcleo 

después de ser activada en la membrana plasmática con el objetivo de fosforilar a 

varios blancos presentes en el núcleo para inducir su activación o inhibición 

(Andjelkovic y col., 1997), (Neri y col., 2002), (Hixon y col., 2003). Por otro lado, el alto 
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grado de activación por fosforilación de PKB en Ser-473 observado en la pieza media 

del espermatozoide, tanto en los experimentos controles como en los tratamientos con 

dopamina, no permitió determinar cambios cualitativos dentro de la región mitocondrial 

(Figura 17). Otro antecedente interesante fue que en ninguno de los experimentos se 

observó la presencia de PKB fosforilada en Ser-473 dentro de la región acrosomal, 

indicando que estímulos muy específicos son requeridos para la completa activación de 

la PKB presente en esta región en particular.  Con el objetivo de hacer una evaluación 

más cuantitativa de los niveles de fosforilación de la proteína PKB, se realizaron 

estudios de Western blot para medir los niveles de PKB fosforilada en Ser-473 en 

espermatozoides de bovino incubados con dopamina por diferentes tiempos. El 

resultado obtenido mostró que la dopamina en el tiempo es capaz de alterar los niveles 

de fosfo-Ser-473 de PKB, produciendo alzas momentáneas de activación, 

traduciéndose en una señal de tipo oscilatoria (Figura 18, panel B). Este resultado 

podría ser interpretado como un discreto aumento de la actividad de la vía PI3K-Akt 

acompañado de una actividad serina/treonina fosfatasa relativamente elevada, la cual 

podría ser aumentada aun más, al aumentar la fosforilación, con el objetivo de “evitar” 

un aumento de la fosforilación en un estado no capacitado, que corresponde a la 

situación trabajada en esta tesis. Esto podría indicar además, que el proceso de 

capacitación podría estar acompañado de una posible inhibición de proteínas fosfatasas 

para favorecer la fosforilación de proteínas. Por otro lado, no fue posible observar un 

aumento en la cantidad de fosfo-Ser-473 de PKB al tratar con diferentes 

concentraciones de dopamina (Figura 18, panel F). Una posible explicación para este 

resultado podría ser que dopamina no sea capaz de aumentar de una manera 
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significativa la fosforilación en Ser-473 de PKB, debido a que la mayoría de la PKB 

fosforilada en Ser-473 presente sobre la pieza media del espermatozoide ya se 

encuentra activada al momento del inicio del ensayo (Figura 16, paneles C y D), sin 

embargo, el sutil cambio de localización subcelular observado en los experimentos 

cualitativos con diferentes concentraciones de dopamina mostrados en la Figura 16, 

podrían sugerir una leve activación de la vía PI3K-Akt que no sería capaz de aumentar 

la cantidad total de PKB fosforilada en  Ser-473 de una manera significativa. 

 Con el objetivo de evaluar de una manera global posibles cambios sobre otras 

proteínas fosforiladas mediada por la activación con dopamina en espermatozoides de 

bovino, se analizaron las proteínas fosforiladas en tirosinas, para lo cual se realizó un 

análisis de inmunocitoquímica y Western blot utilizando un anticuerpo dirigido contra 

fosfo-tirosina total. En ambos experimentos, no fue posible establecer claras diferencias 

entre los tratamientos con dopamina y los experimentos controles (Figuras 19 y 20). 

Debido a que la fosforilación en tirosina ha sido un mecanismo claramente asociado con 

el proceso de capacitación (Visconti y col., 1998), una posible explicación para este 

resultado negativo (donde no se visualizó un significativo aumento de fosfotirosinas) 

puede ser causado por las condiciones del medio de incubación utilizado en los 

ensayos con espermatozoides, el cual no está diseñado para facilitar la capacitación, ya 

que la capacitación no fue establecida como un parámetro a considerar en esta tesis.  

 Para evaluar el efecto de dopamina sobre la viabilidad espermática, se utilizaron 

dos aproximaciones. La primera pretendía explorar la posibilidad que dopamina pudiera 

inhibir el curso normal de mortalidad espermática observada después de la incubación 

de los espermatozoides in vitro, sin embargo, en este tipo de aproximación no se logró 
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obtener resultados significativos para demostrar un aumento de la viabilidad 

espermática por dopamina en el tiempo (Figura 21, paneles A y B). La segunda 

aproximación experimental fue dirigida a evaluar el efecto protector de dopamina frente 

a condiciones de estrés oxidativo generado por el peróxido de hidrógeno. En relación a 

esto, diversos autores han sugerido que las especies reactivas de oxígeno (ROS), tales 

como el peróxido de hidrógeno y el anión super-óxido, están involucrados en la 

capacitación y fosforilación de proteínas en el espermatozoide (Griveau y col., 1994), 

(De Lamirande y col., 1995), (Leclerc y col., 1997) (Aitken y col., 1998). En estudios 

realizados con espermatozoides bovinos, se demostró que el peróxido de hidrógeno 

bajo condiciones de capacitación es capaz de producir el mismo patrón de fosforilación 

en tirosinas que el obtenido con la heparina. La concentración de peróxido de hidrógeno 

ideal para producir la fosforilación en tirosinas, estuvo en el rango de 50 – 200 μM, 

mientras a que mayores concentraciones (en el rango mM), este efecto benéfico no fue 

observado (Rivlin y col., 2004). El posible mecanismo involucrado en la fosforilación de 

proteínas podría involucrar por una parte, la inhibición de la actividad de proteínas 

fosfatasas (Hecht y col., 1992), la activación de tirosinas quinasas o ambas, y por otra 

parte, induciendo la producción de cAMP por activación de la AC y activando a 

proteínas tirosinas quinasas dependientes de PKA (Aitken y col., 1998), (Rivlin y col., 

2004). Debido a estos antecedentes, se decidió utilizar una concentración de peróxido 

de hidrógeno en el rango mM (10 mM), con el objetivo de inducir daño y la posterior 

muerte a los espermatozoides (Kemal y col., 2000). En este experimento, se observó un 

aparente efecto protector de dopamina frente al peróxido, sin embargo, el efecto 

protector no fue significativo (p>0,05) (Figura 21, paneles C y D). Al analizar que 
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sucedió con el estado de fosfo-Ser-473 de PKB, se encontró que al estimular a los 

espermatozoides con peróxido de hidrógeno aumentó el nivel de fosforilación de PKB y 

además, se produjo la aparición de una segunda proteína fosforilada, la cual puede 

corresponder una de las isoformas descritas para  PKB (Datta y col., 1999) o bien, 

puede corresponder a una forma de menor tamaño de PKBα, producto de la activación 

de alguna proteasa por el peróxido de hidrógeno asociada a un mecanismo apoptótico. 

La interpretación del efecto de la dopamina sobre la fosforilación de PKB en este 

experimento, no resulta del todo evidente, sin embargo, se observó una disminución de 

la cantidad de fosfo Ser-473 de PKBα (banda 1) al aumentar la concentración de 

dopamina, similar a lo observado con GM-CSF (Figura 22, panel B).  Como este 

resultado no se correlaciona con el aparente efecto protector observado en la Figura 22, 

paneles C y D, una posible explicación para este efecto, podría ser que la dopamina (la 

cual posee una estructura del tipo  aromática, Figura 1, panel A), pudiera estar 

actuando como una molécula aceptora de radicales libres, disminuyendo el efecto 

tóxico del peróxido de hidrógeno, o bien, la dopamina podría estar activando 

mecanismos distintos a la vías clásicas implicada en viabilidad (PI3K-Akt) y descritas 

para el receptor D2 en otros sistemas celulares (Kihara y col., 2002), (Nair y col., 

2003a). Una posible sugerencia para mejorar este poco concluyente experimento 

relacionado con viabilidad espermática, podría ser repetir estos experimentos utilizando 

un método de detección más sensible y cuantitativo, como por ejemplo, utilizar una 

sonda fluorescente para detectar la actividad mitocondrial del espermatozoide marcada 

de color rojo (como MitoTraker Red) y una sonda fluorescente de viabilidad de color 

verde (como CytoxGreen) y analizar ambos parámetros de forma simultánea por 
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citometría de flujo. Esto con el objetivo de disminuir las desviaciones estándar y obtener 

información del metabolismo mitocondrial y la viabilidad del espermatozoide al mismo 

tiempo, ya que el método de viabilidad utilizado en la presente tesis (método de eosina-

negrosina) resultó ser muy lento de analizar y además, presenta la desventaja de no ser 

una técnica del todo comparable con los valores obtenidos por otra persona, ya que el 

criterio de viabilidad puede variar de acuerdo a la experiencia del experimentador.  Otra 

posibilidad podría ser también, medir el efecto protector de dopamina frente a otros 

parámetros espermáticos, como la motilidad. A diferencia de la viabilidad, la motilidad 

es mucho más sensible a ser afectada por el peróxido de hidrógeno (a 10 mM H2O2 se 

produce la inhibición del 100% de la motilidad de los espermatozoides de bovino), por lo 

tanto, se necesitaría utilizar menores concentraciones de peróxido en los ensayos, 

haciendo el experimento más cercano a una posible realidad fisiológica con la cual se 

podría encontrar el espermatozoide, como por ejemplo, el estrés oxidativo generado por 

radicales libres producto del encuentro con leucocitos activados presentes en el semen 

o en el tracto genital femenino, los cuales han sido relacionados con infertilidad 

(Sharma y col., 1996), (Ricci y col., 2002). 

 Por último, se exploró la posibilidad que dopamina pudiera alterar el transporte 

de glucosa, en relación a esto, existían algunos antecedentes descritos para otras 

catecolaminas como la noradrenalina, la cual sería capaz de aumentar el transporte de 

glucosa en adipocitos de ratón (Chernogubova y col., 2005). Por otro lado, existían 

también antecedentes de la presencia de transportadores facilitativos de glucosa en los 

espermatozoides de mamífero (Angulo y col., 1998). Además, resultados publicados 

anteriormente por nuestro laboratorio habían demostrado que algunos factores de 
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crecimiento y citoquinas son capaces de aumentar el transporte de glucosa en 

espermatozoides de bovino y humanos (Zambrano y col., 2001) (Rauch y col., 2004). 

Estos factores, también son capaces de activar la vía PI3K-Akt, similar a lo descrito 

para el receptor de dopamina D2 en otros tipos celulares (Kihara y col., 2002), (Nair y 

col., 2003a). Sin embargo, al realizar los estudios de transporte de glucosa con 

diferentes concentraciones de dopamina en espermatozoides de toro, no fue posible 

establecer un efecto de dopamina sobre el transporte de glucosa bajo las condiciones 

utilizadas en esta tesis (Figura 23, paneles A y B). Este resultado, fue obtenido con 

espermatozoides no capacitados, sin embargo, sería interesante determinar si la 

capacitación aumenta el consumo de glucosa y como dopamina podría alterar este 

proceso, ya que el mecanismo de capacitación está relacionado con un alto consumo 

energético para la mantención de procesos como la hiper-motilidad. Además, existen 

antecedentes que indican que la glicólisis anaerobia, sería fundamental para mantener 

el mecanismo de motilidad espermática y sustentar la capacitación (Travis y col., 2004). 

Más aún, la eliminación de una enzima glicolítica específica del espermatozoide, la cual 

es expresada exclusivamente durante la espermatogénesis, produce espermatozoides 

completamente inmóviles, no pudiendo la mitocondria sustentar energéticamente la 

motilidad progresiva (Miki y col., 2004). Estos resultados sugieren fuertemente que la 

mayoría de la energía requerida para la motilidad del espermatozoide es generada 

principalmente vía glicólisis, más que a través de la fosforilación oxidativa mitocondrial. 

 La presencia del receptor de dopamina D2 en el testículo y en los 

espermatozoides de varios mamíferos, abre indudablemente un nuevo campo de 

estudios sobre estos tejidos, los cuales, desde ahora, deberán ser considerados como 
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nuevos blancos de acción para la dopamina y los agonistas y antagonistas del receptor 

D2, los cuales son comúnmente utilizados para tratar patologías neuronales, 

sugiriéndose nuevos e insospechados roles en la fisiología testicular y espermática. 

 Finalmente, si la dopamina y el receptor D2 participan en la proliferación y/o 

diferenciación de la línea germinal masculina, o si sólo participan en las funciones 

espermáticas después de ser liberados dentro del tracto reproductivo femenino, serán 

materia de estudio para futuras investigaciones. 
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CONCLUSIONES 

 

-Se demostró por primera vez la expresión de ambas isoformas del receptor de 

dopamina tipo D2 en línea germinal masculina a través de estudios de RT-PCR. 

 

-Mediante Western blot e inmunolocalización se corroboró la presencia de la proteína 

en la línea germinal masculina de rata y en los espermatozoides de bovino y humano. 

 

-La inmunodetección de D2R en el espermatozoide fue  principalmente en pieza media, 

pieza principal y en el caso de rata  y  toro, también se detectó en la región acrosomal. 

 

-No fue posible establecer inequívocamente la participación de dopamina sobre la 

viabilidad, fosforilación de proteínas y transporte de glucosa en espermatozoides de 

bovinos no capacitados.    
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