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Resumen 

Los insecticidas neonicotinoides actúan sobre los receptores nicotínicos de la 

acetilcolina (nAChR). Su uso se incrementó debido a su baja toxicidad aguda en 

humanos. Estudios en mamíferos indican que la exposición crónica a estos 

compuestos causa daños en el sistema reproductor masculino, alterando la 

espermatogénesis y la calidad espermática. El neonicotinoide Tiametoxam (TMX) ha 

demostrado disminuir las enzimas antioxidantes y alterar la expresión de genes 

relacionados con la biosíntesis de enzimas esteroides. El objetivo de este estudio fue 

determinar los efectos de la exposición crónica al TMX en los testículos y 

espermatozoides del epidídimo de ratas macho Wistar. Se formaron tres grupos de 

seis ratas de ocho semanas de edad. Al grupo control se le administró agua potable, 

mientras que a los dos grupos experimentales se les administraron 25 y 50 mg/kg/día 

de TMX (TMX-25 y TMX-50, respectivamente). No se observó efecto significativo en 

el peso de los testículos y epidídimos. El TMX disminuyó significativamente la 

viabilidad de los espermatozoides del 95% al 90% con TMX-25 y al 80% con TMX-50. 

La concentración espermática disminuyó de 20x106 espermatozoides/mL en el grupo 

control, a 5x106/mL con TMX-25, y a 11x106/mL con TMX-50. El TMX-25 no tuvo efecto 

en las anormalidades morfológicas en el flagelo, sorpresivamente disminuyeron 

significativamente con TMX-50; la presencia de gotas citoplasmáticas fue mayor en el 

grupo de TMX-50 que en el grupo control y hubo una tendencia a incrementarse 

también con TMX-25, pero no fue significativa. El citoplasma residual mostró tendencia 

a incrementarse con la concentración, pero no fue significativa la diferencia. El tejido 

testicular mostró daños en la arquitectura con ambas dosis, la lámina basal fue más 
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delgada y los túbulos seminíferos perdieron la forma redondeada. Algunas 

espermatogonias se desprendieron de la lámina basal y algunos túbulos no contenían 

espermatozoides en el lumen. Por otra parte, el índice de maduración disminuyó en 

ambas dosis, con respecto al control. En la dosis más alta observamos un número 

mayor de espermatogonias, por lo que el índice de diferenciación fue menor en el 

grupo de TMX-50 con respecto al control y con las dosis TMX-25, por lo que 

concluimos que la diferenciación a espermatocitos se está afectando. Además, el área 

de los túbulos y área luminal se redujo de una manera dependiente de la dosis. En 

conclusión, la administración crónica de TMX en ratas adultas afectó la viabilidad de 

los espermatozoides de manera dependiente de la dosis, ocasionó daño durante el 

proceso de la espermatogénesis, hubo mayor número de espermatozoides con 

anormalidades morfológicas, la presencia de gota citoplasmática en los 

espermatozoides sugirió daño durante la maduración epididimaria. Asimismo, se 

afectó negativamente la maduración de espermatogonias y su diferenciación a 

espermatocitos, además se encontraron lesiones en el tejido testicular. 

 

Palabras clave: Tiametoxam, neonicotinoides, testículo, epidídimo, maduración 

espermática epididimaria, histología testicular. 
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Abstract 

Neonicotinoid insecticides act on nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs). Their use 

has increased due to their low acute toxicity in humans. Studies in mammals indicate 

that chronic exposure to these compounds causes damage to the male reproductive 

system, altering spermatogenesis and sperm quality. The neonicotinoid Thiamethoxam 

(TMX) has been shown to reduce antioxidant enzyme activity and alter the expression 

of genes involved in the biosynthesis of steroidogenic enzymes. The aim of this study 

was to determine the effects of chronic exposure to TMX on the testicular tissue and 

epididymal sperm of adult male Wistar rats. Three groups of six 8-week-old Wistar rats 

were formed. The control group received drinking water, while the two experimental 

groups were administered 25 and 50 mg/kg/day of TMX (TMX-25 and TMX-50, 

respectively). No significant effect was observed on testis and epididymis weight. TMX 

significantly reduced sperm viability from 95% in the control group to 90% with TMX-25 

and 80% with TMX-50. Sperm concentration decreased from 20×10⁶ sperm/mL in the 

control group to 5×10⁶/mL with TMX-25 and 11×10⁶/mL with TMX-50. TMX-25 did not 

affect flagellar morphological abnormalities, which unexpectedly decreased 

significantly in the TMX-50 group. Cytoplasmic droplets were higher in the TMX-50 

group than in the control, and there was a non-significant trend toward an increase in 

the TMX-25 group. Residual cytoplasm also showed a dose-dependent increase, 

although the difference was not statistically significant. Testicular tissue exhibited 

structural damage at both doses: the basal lamina was thinner, and the seminiferous 

tubules lost their round shape. Some spermatogonia detached from the basal lamina; 

some tubules showed no spermatozoa in the lumen. Furthermore, the maturation index 



 xx 

decreased at both doses compared to the control. At the higher dose, more 

spermatogonia were observed, resulting in a lower differentiation index in the TMX-50 

group than the control and TMX-25 groups, suggesting impaired differentiation into 

spermatocytes. In addition, tubular and luminal areas reduced in a dose-dependent 

manner. In conclusion, chronic TMX administration in adult rats negatively affected 

sperm viability in a dose-dependent manner, caused damage during spermatogenesis, 

increased the number of sperm with morphological abnormalities, and the presence of 

cytoplasmic droplets suggested damage during epididymal maturation. Moreover, 

spermatogonial maturation and differentiation into spermatocytes were negatively 

affected, and histological damage was observed in testicular tissue. 

 

Keywords: Thiamethoxam, neonicotinoids, testicle, epididymis, epididymal sperm 

maturation, testicular histology  
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1 Introducción 

La reproducción es un proceso biológico sensible a factores ambientales y químicos. 

Dentro de este contexto, la toxicología reproductiva estudia los efectos adversos que 

los xenobióticos provocan en el sistema reproductor, incluyendo alteraciones 

hormonales, daño celular en las gónadas, y disminución de la funcionalidad de los 

gametos. La toxicología reproductiva se ha vuelto decisiva ante el incremento del uso 

de sustancias químicas de síntesis reciente, de las que muchas no se han evaluado 

suficientemente sus efectos tóxicos en la reproducción (Rodríguez Mercado, 2022). 

Este trabajo tiene como objetivo evaluar los efectos del insecticida neonicotinoide 

Tiametoxam (TMX) sobre el testículo y los espermatozoides del epidídimo de ratas. 

Nuestro interés radica en su creciente aplicación para la protección agrícola. Esto 

incrementa la posibilidad de exposición ambiental y ocupacional, tanto en humanos 

como en organismos no objetivo. 

Estudios previos han demostrado que muchos insecticidas, además de su efecto 

agudo, afectan la salud reproductiva en modelos animales, generando alteraciones en 

la morfología testicular, estrés oxidante, y reducción en la calidad espermática (Bal et 

al., 2012; Habotta et al., 2021). Estos hallazgos sustentan la necesidad de investigar 

al TMX, cuyas consecuencias sobre la reproducción masculina aún no han sido 

completamente caracterizadas.  

Este trabajo busca aportar evidencia experimental al campo de la toxicología 

reproductiva mediante la observación de cambios histológicos en el testículo y 

parámetros espermáticos del epidídimo de ratas expuestas al TMX. Esta aproximación 
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permitirá valorar el riesgo potencial de este compuesto y contribuir al desarrollo de 

estrategias preventivas y normativas en salud ambiental y ocupacional. 

1.1 Neonicotinoides 

Los neonicotinoides, son insecticidas con estructura química similar a la de la nicotina 

(Figura 1), se utilizan en el sector agrícola para resguardar cultivos y aumentar 

rendimientos de cosechas, en hogares para eliminar insectos o incluso en mascotas 

para combatir pulgas y piojos. Pese a su amplio uso, existen pocos informes sobre sus 

efectos tóxicos en la reproducción humana (Cavieres, 2004). 

 

 

Figura  1. Estructura química de la nicotina.  

 Tomada de (Ortíz- Sánchez et al., 2024). 

 

El TMX, introducido recientemente en el mercado, es un insecticida perteneciente a 

los neonicotinoides de segunda generación (Figura 2). Los neonicotinoides 

representan más del 25% del total de plaguicidas utilizados mundialmente (Bass et al., 

2015; Zhao et al., 2020). 
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Figura  2. Estructura química de los neonicotinoides 

 (Tomada de Thompson et al., (2020). 

 

1.2 Mecanismo de Acción 

Los neonicotinoides se consideran insecticidas sistémicos, es decir, son absorbidos 

por las hojas o raíces tratadas y se distribuyen al resto de la planta a través del sistema 

vascular, lo que la vuelve tóxica para que los insectos considerados una plaga en el 

cultivo sean eliminados (Kahl, 2022; Suwannarin et al., 2021). Los neonicotinoides 

tienen afinidad por los receptores nicotínicos de la acetilcolina, (nAChR), receptor 

excitador principal del sistema nervioso central de los insectos; se unen a ellos y no 

son degradados por la acetilcolinesterasa, causando una unión localizada del 

neonicotinoide en el receptor (Figura 3). La acetilcolina (ACh) regula la apertura y 

cierre de los canales de Na+ y K+, el neonicotinoide actúa como agonista de la ACh en 
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el nAChR y no es degradado por la acetilcolinesterasa lo que conlleva a una 

sobreestimulación irreversible y continua del receptor, con una entrada sostenida de 

iones, que en exceso conduce a muerte del insecto (Seifert, 2014). En humanos y otros 

mamíferos también se encuentran estos receptores en algunos tipos celulares como 

se explicará con detalle más adelante, es por ello por lo que el TMX puede tener efecto 

sobre organismos no objetivo que también presentan receptores para ACh. El 

neonicotinoide no es degradado por la acetilcolinesterasa, probablemente porque 

también se une al sitio activo de la enzima y forma enlaces no covalentes fuertes con 

residuos que normalmente hidrolizan ésteres de colina, lo que sugiere una inhibición 

temporal de la acetilcolinesterasa (Terali, 2018). 

 

 

Figura  3. Mecanismo de acción propuesto para la regulación del nAChR en presencia de 
acetilcolina (A) o neonicotinoides (B) 

 (Chang et al., 2013). 
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1.3 Los neonicotinoides en la contaminación ambiental 

Los neonicotinoides están presentes en el ambiente, no solo contaminan el terreno 

agrícola, sino que también, fuentes de agua (Montiel-León et al., 2019), vegetación y 

fauna no objetivo. Al descomponerse, sus metabolitos pueden llegar a acumularse por 

varios años en las superficies tratadas (Bonmatin et al., 2015; Thompson et al., 2020). 

En general, los agricultores mexicanos desconocen el riesgo y la forma adecuada de 

utilizar insecticidas, al no utilizar la protección adecuada, por lo que se exponen por 

inhalación y absorción percutánea mediante el rociado. La exposición a los 

neonicotinoides se ha relacionado con alteraciones de hormonas sexuales en 

trabajadores agrícolas (Suwannarin et al., 2021), cuando se combina con otros 

plaguicidas, puede potenciar su toxicidad, los agricultores suelen combinar los 

insecticidas para mejorar la protección de sus cultivos afectando no solo a humanos, 

también a otros mamíferos como, cerdos, bovinos o vacas que pueden afectar su 

reproducción (Ortíz- Sánchez et al., 2024; Zhao et al., 2020). Uno de los insecticidas 

neonicotinoides utilizado actualmente en el campo mexicano es el TMX. 

1.4 Uso de TMX en cultivos agrícolas 

En México algunos cultivos que se tratan con TMX incluyen el limón, jitomate, caña de 

azúcar, algodón y chile (Syngenta, 2017). Las cantidades de TMX que se usan en los 

cultivos y los residuos que quedan en el ambiente se describen en la Tabla 1. De 

acuerdo con las normas internacionales de los alimentos, establecidos por el Codex 

Alimentarius (CODEX) de la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura 

y la Alimentación (FAO) y de la Organización Mundial de la Salud (OMS), se han 

establecido los niveles de residuo máximo de plaguicida permitido (MRL) que pueden 
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tener un valor de 0.01 a 0.15 mg/kg/día (CODEX, 2021) mientras que las dosis 

utilizadas de TMX en gramos por hectárea de cultivo son grandes en comparación con 

los MRL, pues se usan en un rango de 200 a 600 g/ha de cultivo (Syngenta, 2017). Lo 

que produce cantidades grandes de residuos de pesticida en los alimentos agrícolas. 

 

Tabla 1. Nivel máximo de residuo de TMX permitido.  

Cultivo 
MRL 

(mg/kg/día) 

Dosis  

(g/Ha) 

Residuo  

(mg/kg) 

Caña de azúcar 0.01 200-250 0.02 

Algodón 0.02 200-400 0.05 

Jitomate 0.2 600 0.02 

Frutillas 0.5 300-400 0.11 

Chile 0.7 300-400 0.24 

La dosis representa los (g/Ha) de TMX que se utilizan en cada cultivo, mientras la 

columna Residuo (mg/kg) representa la concentración de residuos que se han 

encontrado en los cultivos después de la aplicación del tóxico.(CODEX, 2021; FAO-

WHO) 

 

1.5 Toxicidad en mamíferos 

Además de los daños a los insectos blanco, los neonicotinoides ocasionan daño en 

mamíferos. En 2016 se demostró que los insecticidas TMX y acetamiprid (ACE) 
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administrados a una dosis de 1/10 de la DL50 de ambos insecticidas por vía oral. en 

ratas albinas macho, ocasionaron alteraciones en los niveles de enzimas 

antioxidantes, en la actividad de la acetilcolinesterasa (AChe), en el nivel de 

testosterona, cambios en las concentraciones de colesterol y triglicéridos, además de 

modificaciones histológicas en corazón, cerebro y testículos. Concluyendo que TMX y 

ACE estimulan la toxicidad oxidativa, la cardiotoxicidad y la neurotoxicidad (Keshta et 

al., 2016). Por otra parte, la AChe intrauterina puede desempeñar un papel en la 

supresión de la reacción acrosomal a través de la subunidad ε del receptor de 

acetilcolina (AChRe) que está presente en espermatozoides de ratones; de esta 

manera, AChRe actúa como un regulador de la reacción acrosomal en 

espermatozoides de mamíferos para asegurar que ésta solo ocurra en el momento 

óptimo para la fertilización (Makino et al., 2021). 

1.6 Farmacocinética del TMX 

En un estudio realizado en el 2013 en ratas con exposición aguda a TMX, reportan 

que se difunde rápidamente por todo el cuerpo y se elimina a través de la orina 24 

horas después de la administración, más del 90% se excreta como compuesto original. 

El tóxico se absorbe en el tracto gastrointestinal, pasa al torrente sanguíneo y de ahí 

se distribuye al hueso, cerebro, grasa abdominal, testículos/ovarios, corazón, riñón, 

hígado, pulmones, plasma, músculo esquelético, bazo y útero; su metabolismo se 

produce en el hígado, donde se degrada en clotianidina (CTD), su metabolito principal 

(Bednarska et al., 2013). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica la toxicidad aguda de insecticidas 

en función de la dosis letal media (DL50) y se consideran como moderadamente 
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tóxicos a los que, para causar la muerte en el 50% de la población estudiada, se deben 

aplicar de 50-2000 mg/kg de peso corporal. Con base en esta clasificación, la DL50 de 

TMX, administrado por vía oral en rata fue de 1563 mg /kg de peso corporal, tanto en 

machos como en hembras, por lo que corresponde a tóxicos de clase II, 

moderadamente peligrosos (Tabla 2); en organismos no objetivo expuestos a este 

insecticida, pueden presentarse reacciones dañinas como irritación en ojos, piel y 

mucosas respiratorias (OMS, 2019; Syngenta, 2019).  

Aunque el insecticida es considerado moderadamente peligroso, en mamíferos 

representa un riesgo debido a la unión continua del insecticida con los nAChR (Wang 

et al., 2018), estos receptores pueden encontrarse en el cerebro, en células de las vías 

respiratorias, células endoteliales, tracto digestivo, piel, riñón, tracto urogenital, 

placenta (Wessler & Kirkpatrick, 2008) y células de Leydig (Karlin, 2010). Los nAChR 

intervienen en la transducción de señales que tienen un papel fundamental en muchos 

procesos fisiológicos tales como transductores de señales y regular funciones 

celulares como la diferenciación, migración, proliferación, regulación del contacto entre 

célula-célula, locomoción y transporte de agua y iones (Wessler & Kirkpatrick, 2017). 
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Tabla 2. Clasificación Toxicológica de Plaguicidas de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud. 

Clase 

DL50 para la rata 

(mg/kg de peso corporal) 

Oral Dérmica 

1a Sumamente 

peligroso 
<5 <50 

1b Muy peligroso 5-50 50-200 

II Moderadamente 

peligroso 
50-2000 200-2000 

III Muy peligroso Más de 2000 Más de 2000 

Tomado de: (OMS, 2019). 

 

1.7 Acetilcolina 

La ACh es una monoamina, que se encuentra principalmente, en las vesículas 

sinápticas de las neuronas colinérgicas (Barrett & Ganong, 2010). No obstante, la ACh 

tiene acción en células no inervadas por fibras colinérgicas neuronales; como las 

células epiteliales de las vías respiratorias, intestino, piel, urotelio, vagina, placenta, 

córnea; células de la granulosa; células endoteliales e inmunitarias y células de la 

grasa subcutánea (Wessler & Kirkpatrick, 2008). En la reproducción, se ha encontrado 

que la síntesis y liberación de ACh puede desempeñar funciones en la señalización 

celular local. Se ha encontrado la subunidad ε (AChRe) en los testículos y 

espermatozoides murinos. También mediante técnicas de inmunohistoquímica se ha 

encontrado en testículos de rata la expresión de la subunidad α7 del nAChR en 

espermatogonias, espermatocitos, así como en las células de Sertoli (Schirmer et al., 

2011) y en el espermatozoide se ha reportado su papel en la movilidad.(Bray, Son, 
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Kumar, et al., 2005; Bray, Son, & Meizel, 2005) Por otra parte, en el espermatozoide 

humano se reportó la presencia de las subunidades α 3, 5,7 y 9, y β 4 del nAChR 

(Kumar & Meizel, 2005). 

1.7.1 Receptores de ACh 

Los receptores colinérgicos se clasifican en; muscarínicos (mAChR) y nicotínicos. 

(nAChR), a la vez se subclasifican, de acuerdo con su ubicación; los que se encuentran 

en el cerebro, en el corazón, en músculo liso, en tejido e islotes pancreáticos (Barrett 

& Ganong, 2010). Los nAChR están compuestos por cinco subunidades que forman 

un conducto, son canales iónicos permeables Ca2+ y Na+, aunque con diferentes 

afinidades según el subtipo de nAChR (Albuquerque et al., 2009). Se reportó la 

expresión de ambos receptores de ACh en células de Leydig en los testículos (Karlin, 

2010) y espermatozoides de mamíferos, entre ellos rata y humano (Kumar & Meizel, 

2005; Schirmer et al., 2011). 

Las células madre embrionarias de ratones, las células epiteliales, endoteliales e 

inmunitarias sintetizan ACh, que a través de receptores nAChR y mAChR modulan las 

actividades celulares para responder a estímulos internos o externos (Wessler & 

Kirkpatrick, 2008). 

A través de mecanismos autocrinos y paracrinos la ACh del sistema no neuronal se 

une a los receptores para ACh, los cuales se expresan en las células de mamíferos 

anteriormente mencionadas, de manera que funcionan como transductores de señales 

y regulan funciones celulares como la diferenciación, migración, proliferación, 
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regulación del contacto entre célula-célula, locomoción y transporte de agua y iones 

(Wessler & Kirkpatrick, 2017). 

Se ha encontrado ACh en células que cubren las superficies internas y externas de 

ratas y humanos. Por ejemplo, en humanos se ha encontrado en la superficie del 

epitelio de bronquios, boca, intestino delgado y grueso, vesícula biliar, vagina, piel y 

en la pleura pulmonar; mientras que en ratas se ha encontrado en el epitelio traqueal 

e intestinal (Klapproth et al., 1997). 

La placenta humana también sintetiza, almacena y libera ACh (Wessler et al., 2001). 

Los linfocitos expresan ACh. la estimulación de los nAChR con ACh o nicotina provoca 

una señalización rápida y transitoria de Ca2+ en los linfocitos T y B, probablemente a 

través de vías mediadas por la subunidad α7 nAChR. Es probable que el sistema 

colinérgico en los linfocitos esté implicado en la regulación de la función inmunitaria 

debido a que en animales experimentales con anomalías inmunológicas presentan una 

actividad colinérgica linfocítica alterada (Kawashima & Fujii, 2004). 

En el epitelio gingival y esofágico humano se encontró expresión de ARNm para las 

subunidades nAChR α 3, 5, 7 y β 2, colina acetiltransferasa y las formas asimétricas y 

globulares de AChe. Además, los nAChR expresados por estos epitelios regulan la 

movilidad y la adhesión celular (Nguyen et al., 2000). 

Dado que el sistema colinérgico desempeña un papel clave en la reproducción de 

mamíferos, es primordial abundar en el estudio de los efectos del TMX sobre la 

fisiología del testículo y epidídimo. En este sentido este proyecto busca entender los 

mecanismos subyacentes y los efectos específicos del TMX en la reproducción 

masculina. Dado el uso extendido de TMX y otros neonicotinoides, los resultados de 
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esta investigación podrían influir en políticas de salud pública y en la regulación de 

plaguicidas, asegurando así un enfoque más seguro y sostenible para el control de 

plagas en la agricultura. La protección de la salud reproductiva es esencial no solo 

para la biodiversidad y la integridad ecológica, sino también para la salud humana y el 

bienestar a largo plazo. Además, se sabe poco sobre el daño que el TMX produce en 

la fisiología espermática y testicular, por lo que es necesario estudiar los daños en la 

histología testicular y en los espermatozoides durante la maduración epididimaria.  

1.8 Estructura y función del testículo 

Dentro de los testículos (figura 4) se encuentran los túbulos seminíferos que 

desembocan en una red de túbulos rectos formando la red de testis que converge con 

los conductos eferentes, los cuales transportan a los espermatozoides a la cabeza del 

epidídimo (O'Donnell et al., 2017). Los espermatozoides atraviesan el epidídimo que 

se divide en 4 secciones en segmento inicial (en rata), cabeza (caput), cuerpo (corpus) 

y cola (cauda) para completar su maduración; finalmente los espermatozoides llegan 

al conducto deferente , pasan a través de los conductos eyaculadores hasta la uretra 

y al cuerpo de la próstata en el momento de la eyaculación (Barrett & Ganong, 2010).  
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Figura  4 Estructura del testículo y epidídimo.  

Creado en Biorender.com 

 

En los túbulos seminíferos se realiza la espermatogénesis, es decir la formación de los 

espermatozoides Entre los túbulos seminíferos existe tejido intersticial que contiene a 

las células intersticiales de Leydig las cuales secretan testosterona (Barrett & Ganong, 

2010). 

Las paredes de los túbulos seminíferos están revestidas por células espermatogénicas 

y células de Sertoli que se extienden desde a lámina basal del túbulo hasta la luz y 

están en contacto con las células espermatogénicas para su nutrición y soporte 

(Barrett & Ganong, 2010; Cheng & Sun, 2008). Entre las células de Sertoli se forman 

uniones estrechas cerca de la lámina basal para formar la barrera hematotesticular y 

ayudar a crear un microambiente adecuado para formación y desarrollo 

espermatogénico (Cheng & Sun, 2008), también divide el epitelio seminífero en dos 
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compartimientos, el basal que contiene espermatogonias, y el espacio adluminal en el 

que se encuentran los espermatocitos primarios y secundarios, espermátidas y 

espermatozoides (Cheng & Mruk, 2012). 

Dentro del túbulo seminífero se encuentran diferentes tipos de células 

espermatogénicas dependiendo la fase de la espermatogénesis (figura 5). Las 

espermatogonias son las células cercanas a la lámina basal de los túbulos seminíferos, 

se dividen por mitosis para dar lugar a las espermatogonias tipo A y B. Las 

espermatogonias B se diferenciarán para formar espermatocitos primarios que 

experimentarán división meiótica y formarán espermatocitos secundarios. Finalmente, 

los espermatocitos secundarios sufrirán una segunda meiosis para dar lugar a las 

espermátidas que maduraran en proceso de espermiogénesis para dar lugar a los 

espermatozoides que son liberados a la luz del túbulo seminífero en un proceso 

conocido como espermiación (Barrett & Ganong, 2010; Cheng & Sun, 2008). 

 

Figura  5 Estructura del epitelio seminífero. Creado en Biorender.com  
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2 Antecedentes 

El TMX, como miembro de segunda generación de los neonicotinoides, posee un 

mecanismo de acción que afecta los nAChR, cruciales para la función neuromuscular 

en insectos. Sin embargo, estos receptores también están presentes en varios tejidos 

de mamíferos, incluyendo el sistema nervioso central, el tracto digestivo, y el sistema 

reproductivo (Karlin, 2010; Wessler & Kirkpatrick, 2008). La capacidad del TMX para 

unirse y activar estos receptores en mamíferos plantea un riesgo significativo, dado 

que podría interferir con procesos fisiológicos esenciales y causar efectos tóxicos en 

órganos no objetivo, como los testículos (Keshta et al., 2016). 

Los estudios previos han señalado que la exposición a neonicotinoides puede resultar 

en alteraciones histológicas de testículo y cambios en los parámetros espermáticos, lo 

que podría traducirse en efectos adversos en la fertilidad (Bal et al., 2012; Habotta et 

al., 2021). Las investigaciones han mostrado que el TMX puede inducir estrés 

oxidante, afectar los niveles hormonales y causar daño celular en los testículos, 

comprometiendo así la espermatogénesis y la calidad del espermatozoide (Habotta et 

al., 2021; Keshta et al., 2016). Además, la evidencia sugiere que la exposición a TMX 

puede resultar en fragmentación del ADN espermático, lo que puede implicar, a largo 

plazo, en pérdida de la viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides. 

El TMX se detecta ampliamente en el medio ambiente, contaminando aguas, suelos y 

vegetación, lo que incrementa el riesgo de exposición humana a través de la cadena 

alimentaria (Liu et al., 2022; Montiel-León et al., 2019). Las concentraciones de TMX 

en aguas superficiales y suelos, así como su presencia en muestras humanas, 

subrayan la necesidad de evaluar su toxicidad, no solo desde una perspectiva aguda, 
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sino también a través de exposiciones crónicas de baja dosis, que son más 

representativas de la exposición real (Anai et al., 2021; López-Trinidad et al., 2021; 

Pask, 2016; Zhang & Lu, 2022). La exposición a cantidades significativas de TMX en 

la vida cotidiana y desconocer cuáles son sus efectos a largo plazo son un problema 

que hay que resolver. 

2.1 Toxicidad del TMX en la reproducción de mamíferos 

El TMX se utiliza ampliamente y se ha detectado en el ambiente, alimentos y muestras 

humanas. En las cuencas de China se detectó TMX en todos los sitios de muestreo 

con concentraciones que van desde 0.13 hasta 92.8 ng/L, según Liu y colaboradores 

(2022), y de 0.15 hasta 15.3 ng/g según Tan y colaboradores (2016). 

Por consideraciones éticas y la dificultad de la toma de muestras sanguíneas, la orina 

humana se utiliza como biomarcador de la exposición al TMX. En todos los países 

reportados, excepto Japón, fue inferior a 0.5 ng/mL (Zhang & Lu, 2022). En algunas 

zonas y poblaciones de Japón se analizaron las concentraciones de TMX en muestras 

de orina de mujeres embarazadas mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS); los resultados fueron de 7.4 y 72 μg 

de TMX/g de creatina (Anai et al., 2021). Esto puede estar relacionado con la ingesta 

de alimentos expuestos a TMX entre ellos, brócoli, espinaca, col, lechuga, berenjena, 

pimiento verde, mandarinas, peras y melón.  

Por otra parte, en China, el TMX en orina se detectó por debajo de 0.41 ng/mL (Xu et 

al., 2022). En algunos estudios en que se pudieron tomar muestras sanguíneas, oscila 

entre 0.01 y 0.20 ng/mL en el sur de China (Chen et al., 2021; Xu et al., 2021; Zhang 

& Lu, 2022).  



 17 

El TMX afecta potencialmente a organismos no objetivo, incluidos los humanos. Según 

la OMS, es un tóxico de clase III, siendo los órganos blanco principales; el hígado y 

los riñones (OMS, 2019). Los ratones que se alimentaron de una dieta con TMX 

durante 50 semanas tuvieron una incidencia de tumores hepáticos mayor (Green et 

al., 2005). Además, TMX puede unirse a receptores de ACh y reducir los potenciales 

de acción inducidos por el neurotransmisor, lo que provoca cambios en procesos 

bioquímicos y conductuales relacionados con la vía colinérgica y aumenta la ansiedad 

en ratas (Rodrigues et al., 2010). La exposición materna a concentraciones altas de 

TMX parece reducir el peso corporal de la descendencia y el peso cerebral absoluto. 

Además, se asocian síntomas típicos neurológicamente relacionados (pérdida de 

memoria reciente, temblor de dedos, dolor de cabeza, fatiga general, 

palpitaciones/dolor de pecho, dolor abdominal, dolor/debilidad/espasmo muscular y 

tos) y atípicos, cuando se encuentra alta concentración de TMX (Marfo et al., 2015). 

Estudios en mamíferos, principalmente en ratas y ratones, mostraron que la exposición 

a neonicotinoides desencadena anomalías morfológicas y funcionales en órganos 

reproductivos, así como, disminución en la concentración de espermatozoides y 

alteraciones en la espermatogénesis (Mantovani & Maranghi, 2005). Se cree que los 

neonicotinoides interactúan con hormonas androgénicas suprarrenales, con el 

receptor de andrógenos y el receptor de estrógenos, lo que probablemente, ocasione 

modificaciones en la síntesis, metabolismo y transporte de hormonas reproductivas. 

Sin embargo, en humanos, solamente existe un estudio que demuestre la relación 

entre las concentraciones de neonicotinoides y las hormonas endocrinas reproductivas 

(Suwannarin et al., 2021). 
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En la actualidad, existen pocos artículos que mencionan el efecto negativo de los 

neonicotinoides en la histología testicular y en los espermatozoides. Bal y 

colaboradores, (2012) reportaron que dosis subcrónicas del neonicotinoide CTD en 

ratas macho provocó disminución significativa en los pesos absolutos de la cauda del 

epidídimo y de vesículas seminales a dosis de 32 mg/kg/día. También CTD a 8 y 32 

mg/kg/día aumentó significativamente las tasas de anormalidades morfológicas de la 

cabeza y cola de los espermatozoides en comparación con el grupo control. La dosis 

de 32 mg/kg/día redujo significativamente la concentración de espermatozoides en el 

epidídimo. La apoptosis celular espermatogénica, demostrada por tinción TUNEL, en 

los túbulos seminíferos de los testículos de ratas de los grupos tratados con CTD 

mostraron condensación de cromatina, gemación citoplasmática y cuerpos apoptóticos 

en una manera dependiente de la dosis (Bal et al., 2012). Los mismos autores también 

evaluaron la fragmentación del ADN como criterio para la apoptosis celular, en dicho 

estudio se observó fragmentación del ADN aislado de los espermatozoides de ratas 

expuestas a CTD a dosis de 32 mg/kg/día, también se encontró una reducción 

estadísticamente significativa en el nivel de testosterona sérica en comparación con el 

grupo control; también provocó un aumento no significativo en la peroxidación de 

lípidos, mientras que el nivel de enzimas antioxidantes GSH en el tejido testicular fue 

significativamente más bajo en las ratas expuestas a CTD.  

Mientras que Habotta et al. (2021), sugieren que dosis subcrónicas del TMX en ratas 

macho causó estrés oxidante, reducción en los niveles testiculares de glutatión y de la 

actividad antioxidante de las enzimas SOD y CAT, disminución de testosterona, así 
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como niveles más altos de malondialdehído y ácido nítrico. Además, mediante examen 

histopatológico se confirmó daño testicular. 

Con estas bases, se plantearon la pregunta de investigación, la hipótesis y los 

objetivos que trataremos en el siguiente apartado. 
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3 Pregunta de investigación 

¿Cuáles son los daños que causa el TMX en la histología del testículo y en el proceso 

de maduración espermática en la rata macho Wistar? 

4 Hipótesis 

Si la administración crónica de TMX en ratas adultas causará daños a nivel testicular 

en ratas Wistar, éstos se verán reflejados a nivel tisular y celular provocando 

alteraciones en la maduración de espermatozoides de epidídimo. 

5 Objetivos 

5.1 General  

Determinar los efectos de la exposición crónica al neonicotinoide TMX en el testículo 

y espermatozoides de epidídimo de rata. 

 

5.2 Específicos 

• Determinar los efectos que produce el TMX en el tejido testicular.  

 

• Evaluar qué efectos produce el TMX en la maduración epididimaria de 

espermatozoides de rata Wistar. 
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6 Diseño experimental 

 

 

Figura  6. Diseño experimental del tratamiento con Tiametoxam (TMX) en rata Wistar.  

Se formó un grupo control y dos experimentales de 6 ratas cada uno. Se les administró 25 y 50 mg/kg/día 
de TMX durante 6 semanas (TMX-25 y TMX-50, respectivamente). En la sexta semana se realizó la 
eutanasia para obtener los testículos (evaluación histológica) y los epidídimos (espermatozoides), y 
análisis de la calidad espermática. 

  



 22 

 

 

 

 

 

 

Figura  7. Diagrama de la técnica histológica de testículos de rata Wistar.  

Los testículos se extrajeron y se fijaron en formol. Se hicieron cortes transversales del testículo y se 
pasaron por un tren de deshidratación con alcoholes graduales. Se incluyeron en parafina y se hicieron 
cortes de 5 μm. Se tiñeron con hematoxilina-eosina y se observaron en microscopio de campo claro a 
100x y 400x. 
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7 Materiales y métodos 

Para determinar los efectos de la exposición crónica al TMX en el testículo y 

espermatozoides de rata, se utilizaron un grupo control y dos grupos experimentales 

formados por 6 ratas macho de la cepa Wistar de 8 semanas de edad. Estos grupos 

se mantuvieron con agua y alimento ad libitum, bajo un ciclo controlado de luz-

obscuridad (12hrs:12hrs) dentro del Bioterio de la UAM-Iztapalapa. Los animales 

fueron manejados de acuerdo con los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana 

NOM-062-ZOO-1999 (SAGARPA, 2001), en conjunto con los lineamientos de la 

comisión de Bioética de la investigación, de la División de Ciencias Biológicas y de la 

Salud de la UAM-Iztapalapa.  

7.1 Dosis y vía de administración 

A las ratas del grupo control se les administró agua potable por ingesta forzada, 

mientras a los grupos experimentales se les administraron también por ingesta forzada 

utilizó 25 y 50 mg/kg de peso corporal de la rata por día (TMX-25 y TMX-50 

respectivamente), durante 6 semanas (Keshta et al., 2016). Se utilizó la formulación 

comercial de TMX, Ripper de Agroquímicos Versa.  

7.2 Obtención de órganos 

Se realizó eutanasia a las ratas en cámara de CO2, posteriormente se realizó la 

decapitación para obtener sangre para análisis no incluidos en este proyecto. Se 

extrajeron los testículos y epidídimos. Cada órgano se pesó en balanza electrónica por 

separado. 
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7.3 Testículo y epidídimo 

 

Figura 8. Testículo y epidídimo de rata Wistar.  

Fotografías tomadas en el laboratorio de expresión génica. Universidad Autónoma Metropolitana Unidad 
Iztapalapa. 

 

7.4 Índice gonado-somático 

Se calculó el índice gonado-somático utilizando la misma fórmula para calcular el 

índice órgano-somático que es la relación entre el peso del órgano y el peso total de 

espécimen. Se utiliza para determinar si el órgano crece o disminuye de tamaño más 

que el organismo completo. Se calculó con la siguiente fórmula:  

 

𝐼𝑂𝑆 = 𝑝𝑒𝑠𝑜
ó𝑟𝑔𝑎𝑛𝑜 𝑟𝑒𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙
∗ 100 
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7.5 Técnica histológica 

Se utilizaron los testículos derechos para realizar los ensayos histológicos, se fijaron 

en formol al 10 % el tiempo que fue necesario para tener consistencia dura, se 

revisaban las muestras cada tercer día. El material fijado se lavó tres veces durante 

10 minutos con agua corriente para eliminar el exceso de fijador. Los testículos se 

cortaron a la mitad de manera transversal y se pasaron por una serie de alcoholes para 

su deshidratación: en 30°, 50°, 70°, 80°, 96°, 96°-xilol, xilol; además se les realizaron 

dos baños de parafina. Finalmente, se orientaron e incluyeron en parafina (Leica 

Paraplast) a 65°C. Se realizaron cortes de los testículos de 5 µm de grosor y se 

montaron en portaobjetos. Los cortes se dejaron secar un día y al siguiente día se 

realizó un tren de tinción de hematoxilina y eosina, para la cual, las muestras se 

desparafinaron 30 minutos antes de comenzar el tren (anexo 1). Previo al protocolo de 

tinción, se realizaron pruebas para estandarizar la técnica. Las muestras fueron 

montadas con Entellan® para ser analizadas mediante el uso del microscopio óptico 

(Carl Zeiss, Alemania) y se tomaron fotografías con una cámara digital. 

7.6 Evaluación histológica 

De cada grupo se tomaron al azar tres ratas y de los testículos se hicieron tres cortes 

transversales de cada uno por lo que se analizaron nueve cortes. Por cada grupo se 

contaron y analizaron 100 túbulos seminíferos en microscopio óptico (Carl Zeiss, 

Alemania) y se tomaron fotografías con una cámara digital.  

Se determinó: 

• El área del túbulo seminífero mediante el software analizador de imágenes ImageJ 

154-win-java8. 
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• El área del lumen del túbulo seminífero mediante ImageJ. 

• El grado de madurez del epitelio seminífero de Johnsen (1970) (anexo 2), se 

analizaron las imágenes con el programa CaseViewer. 

Para obtener el índice de diferenciación, lo cual es el resultado de dividir el número de 

espermatocitos diferenciados entre el número de espermatogonias observadas, se 

analizaron las imágenes con el programa CaseViewer, se contó: 

• El número de espermatogonias  

• El número de espermatocitos  

7.7 Obtención de los espermatozoides de epidídimo 

Después del sacrificio de las ratas, se extrajeron los epidídimos y se pesaron en la 

balanza electrónica, luego se realizó la perfusión del conducto deferente utilizando una 

jeringa delgada cargada con PBS precalentado. La cola del epidídimo se segmentó en 

pequeños cortes transversales y se permitió la salida de los espermatozoides por nado 

libre (swim-out). Se les realizó una evaluación básica, para determinar movilidad, 

concentración, viabilidad y anormalidades morfológicas de acuerdo con criterios ya 

establecidos por el 6to Manual de Evaluación de Líquido Seminal de la OMS(WHO, 

2021) . Para que la muestra espermática se considere normoespérmica, la movilidad 

progresiva debe ser >30%, las anormalidades <4%, la concentración >16x106/mL y la 

viabilidad >54% según (WHO, 2021).  

7.8 Movilidad espermática epididimaria 

El tipo de movilidad se describió según los criterios del manual de la OMS (WHO, 

2021). Para observar los espermatozoides al microscopio se preparó un portaobjetos 
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con 2 µL de muestra y 10 µL de PBS y colocó un cubreobjetos. Después se observó 

al microscopio de contraste de fases a 100x y se estimó el porcentaje de movilidad.  

7.9 Concentración espermática epididimaria 

La concentración espermática se determinó mediante el uso de la cámara de 

Neubauer en un microscopio a 100X. La mortalidad se determinó mediante la técnica 

de tinción con Eosina/Nigrosina (E-N); se mezclaron 5 µL de muestra con 5 µL de 

solución de tinción en un portaobjetos a 37°C. Se revisaron las preparaciones en 

microscopio de campo claro a 400x y se consideraron como vivos aquéllos que no 

presentaron tinción y muertos los teñidos en color rosa a rojo, se cuantificaron 200 

espermatozoides. Con los mismos frotis se determinó la proporción de 

espermatozoides con anormalidades morfológicas.  

7.10 Anormalidades morfológicas 

Las anormalidades morfológicas observadas en los espermatozoides fueron en 

cabeza, flagelos, gota citoplasmática (figura 9) y se consideró como exceso de 

citoplasma residual a aquellas gotas citoplasmáticas que excedían 1/3 del tamaño de 

la cabeza del espermatozoide. Se cuantificaron 200 espermatozoides. 
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Figura  9. Fotomicrografía de morfológica espermática.  

Imagen representativa de espermatozoide teñido con eosina-nigrosina. Esta muestra pertenece al grupo 
TMX-50.  En esta dosis, se observó mayor % de gota citoplasmática (GC) en la pieza principal del 
espermatozoide y algunas colas enrolladas (C). 400x. 
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7.11 Mediciones de área de túbulo seminífero y área luminal 

Con el programa ImageJ se seleccionó manualmente el borde del túbulo para calcular 

el área total y el área luminal como se indica en la Figura 10. 

 

Figura  10.Corte transversal de testículo de rata Wistar. 

Imagen representativa que muestra un corte transversal (5μm) de testículo de rata Wistar con A: 
medición de área de túbulo seminífero. B: medición de área luminal de túbulo seminífero. Las imágenes 
se capturaron en analizador de imágenes Zeiss y se midieron con el programa ImageJ, escala de 20 
μm a 400x. 

 

7.12 Análisis Estadístico 

Para determinar si las diferencias entre las medias de los resultados fueron 

significativas entre el grupo control y los grupos tratados, primero se realizaron pruebas 

de normalidad y homocedasticidad. En el caso de los datos que fueron normales y con 

varianzas iguales, se realizó una ANOVA y una prueba “t” de Student. Para datos cuya 

distribución no fue normal o fue heterocedástica, como en el caso de las 
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anormalidades morfológicas e índice de diferenciación, la prueba utilizada fue la no 

paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de prueba post-hoc comparación múltiple de 

Dunn. Para todas las pruebas, la diferencia se tomó como significativa para p < 0.05. 

Para la histología se utilizó análisis de superficies teñidas y de células presentes, las 

medias se compararon mediante la prueba “t” de Student. 

8 Resultados 

8.1 Peso de ratas Wistar tratadas con Tiametoxam 

Las ratas se pesaron dos veces por semana con balanza electrónica y se obtuvo el 

promedio semanal durante las 6 semanas del grupo control y de los grupos tratados 

con dosis 25 y 50 mg/kg/día (TMX-25 y TMX-50, respectivamente) como lo indica la 

Figura 11 y Tabla 3. En general y de manera natural, las ratas subieron de peso cada 

semana. El grupo control aumentó de manera constante su peso corporal, lo cual es 

esperado conforme transcurre la edad de las ratas. Mientras que los grupos tratados 

tuvieron un aumento de peso menos pronunciado en comparación con el grupo control, 

especialmente en las primeras 3 semanas. El grupo control, a partir de la cuarta 

semana, parece disminuir su incremento en peso, aunque al final del tratamiento los 

pesos se aproximaron y no hubo diferencias significativas.  
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.

 

Figura 11. Efecto del Tiametoxam sobre el peso corporal de ratas macho Wistar.  

Tratamiento durante 6 semanas Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
n=6. No se encontraron diferencias significativas entre grupos p < 0. 05.. Media ± Error estándar de la 
media. 

Tabla 3. Efecto del Tiametoxam en el peso de ratas Wistar macho  

Grupos: Control; TMX-25 y TMX-50, 25 y 50 mg/kg/día, respectivamente. Tratamiento durante 6 
semanas. n=6. p < 0.05. No se encontraron diferencias significativas entre grupos. Media ± Error 
estándar de la media. 

Semana 

Peso de ratas 
(Media ± ES) 

Tratamiento 

Control  TMX-25 TMX-50 

1 287.74 ± 20.82 277.55 ± 10.36 273.72 ± 4.60 

2 322.83 ± 18.06 291.83 ± 10.18 297.99 ± 6.03 

3 352.65 ± 18.30 314.22 ± 11.16 315.46 ± 9.22 

4 361.34 ± 21.11 325.15 ± 11.44 322.13 ± 8.55 

5 345.63 ± 14.24 360.78 ± 13.13 336.67 ± 5.26 

6 401.18 ± 24.84 360.99 ± 10.77 358.55 ± 8.13 
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8.2 Pesos de órganos reproductores 

Posterior a la decapitación, una vez disecados, los testículos y epidídimos se pesaron 

en la balanza analítica. Se observó que los testículos de las ratas del grupo TMX-25 

tenían consistencia blanda, mostraban las venas del testículo más gruesas y con grasa 

visceral. Mientras que los testículos de las ratas del grupo TMX-50 tuvieron mayor 

hemorragia, con más cantidad de venas y con más flacidez en comparación los grupos 

control y TMX-25. Por otra parte, la túnica albugínea de los epidídimos de las ratas de 

los grupos TMX-25 y TMX-50 adelgazó en comparación con el grupo control (Figura 

12). 
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Figura 12. Efecto de Tiametoxam (TMX) en la morfología de testículo y epidídimo de ratas Wistar  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupo control (A); TMX-25 (25 mg/kg/día) (B) TMX-50 (50 mg/kg/día) 
(C). Los testículos tratados con TMX mostraron más flacidez, venas más gruesas y con hemorragia. 

 

En la figura 13 se muestran los resultados del peso de los testículos y epidídimos de 

ratas, que fueron tratadas durante 6 semanas con diferentes dosis de TMX. con un 

promedio de peso en testículos de 1.78 a 1.83 g en el Grupo Control,1.75 a 1.78 grupo 

tratado con TMX-25 y 1.65 a 1.7 g grupo tratado con TMX-50. Respecto a los 
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epidídimos, promedio de peso de 0.75 a 0.77 g en el Grupo Control, 0.6 a 0.7 g grupo 

tratado con TMX-25 y 0.67 a 0.73 g grupo tratado con TMX-50. No se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas después del tratamiento. 

 

 

Figura 13. Efecto del Tiametoxam sobre el peso de los testículos y epidídimos de ratas macho 
Wistar.  

Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). n=6. No se encontraron 
diferencias significativas entre grupos. p < 0.05 Media ± Error estándar de la media.  

 

8.3 Índice gonado-somático de testículo 

En la figura 14 se representa el índice gonado-somático testicular de las ratas de los 

grupos Control, TMX-25 y TMX-50. Los valores de promedios de todos los grupos 

fueron de 0.45 a 0.48 (Tabla 2); no se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) 

entre los grupos para ninguno de los testículos (derecho e izquierdo), por lo que se 

concluye que el tratamiento con TMX durante 6 semanas no parece tener efecto sobre 

el gonado-somático testicular. 
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Figura 14. Efecto del Tiametoxam (TMX) sobre el índice gonado-somático de ratas Wistar.  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
n= 6 No se encontraron diferencias estadísticas significativas p < 0.05. Media ± Error estándar de la 
media. 

 

8.4 Índice gonado-somático de epidídimo 

En la figura 15 se representa la gráfica de los datos obtenidos de los epidídimos 

derecho e izquierdo de las ratas de los grupos Control, TMX-25 y TMX-50 tratados 

durante 6 semanas El grupo TMX-25 tiene un valor promedio del índice de 0.179, 

menor en comparación con el control (0.192) y el grupo TMX-50 con valor promedio 

de 0.195. Sin embargo, las diferencias no fueron estadísticamente significativas entre 

grupos en comparación con el grupo control, por lo que TMX no parece alterar el índice 

gonado-somático epididimario. En la Tabla 4 se muestran los resultados del índice 

gonado-somático de los epidídimos y testículos de las ratas de los grupos Control, 

TMX-25 y TMX-50. 
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Figura 15. Efecto de Tiametoxam (TMX) sobre el índice somático de epidídimo de ratas Wistar  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
n= 6 No se encontraron diferencias estadísticas significativas p < 0.05. Media ± Error estándar de la 
media. 

 

Tabla 4. Efecto de Tiametoxam en el índice gonado-somático de testículo y de epidídimo de ratas 
Wistar. 

Órgano 

Índice gonado-somático 

 TMX (mg/kg/día) 

Control 25 50 

Testículo 0.452 ± 0.015  0.486 ± 0.008  0.467 ± 0.019  

Epidídimo 0.192 ± 0.014  0.179 ± 0.007  0.195 ± 0.010  

Los datos representan las medias ± Error Estándar de la Media de n=6 por grupo. ANOVA seguida de 
Tukey. 
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Calidad espermática 

8.5 Concentración espermática 

La concentración de espermatozoides del grupo control fue de 20x106/mL; para los 

grupos experimentales fue de 5x106/m con TMX-25 y 11x106/mL con TMX-50 (Figura 

16). Al comparar el grupo control con los experimentales se observa una disminución 

de 75 y 50% del número de espermatozoides en los grupos TMX-25 y TMX-50, 

respectivamente. Sorpresivamente, la dosis TMX-50 tuvo una concentración mayor 

que la dosis TMX-25. 

 

 

Figura 16. Concentración espermática de ratas tratadas con Tiametoxam (TMX).  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
n= 6 Hubo diferencia significativa entre el grupo control y grupos tratados y entre ambas dosis de TMX. 
de la media, p < 0.05*, p < 0.001**, p < 0.0001****. Media ± Error estándar de la media. 
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8.6 Viabilidad espermática epididimaria 

Se obtuvo un porcentaje de 98% de espermatozoides viables en el grupo control, 91% 

en el grupo TMX-25 y 80% en la dosis de TMX-50, indicando diferencia 

estadísticamente significativa (Figura 17) Estos resultados muestran que TMX afecta 

la viabilidad, afirmando que entre mayor sea la dosis de TMX mayor es la mortalidad 

espermática. 

 

Figura 17. Viabilidad espermática de ratas tratadas con Tiametoxam (TMX).  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
No se observa diferencia significativa entre el grupo control y TMX-25. Hay diferencias significativas 
entre el grupo control y TMX-50, < 0.001*** y entre los grupos tratados TMX-25 y TMX-50 p < 0.05*. 
Media ±. Error estándar de la media 
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8.7 Anormalidades morfológicas 

Las anormalidades morfológicas evaluadas en los espermatozoides fueron cabeza, 

flagelos anormales, gota citoplasmática y exceso de citoplasma residual. No se 

encontró diferencia significativa entre las medias de grupos control y los tratamientos 

de las anormalidades en cabeza y flagelo (Figuras 18 y 19). La presencia de gota 

citoplasmática incrementó de manera dependiente de la dosis, presentando 8% en el 

grupo Control, 23.58% en el grupo TMX-25, y 36.83% en el grupo TMX-50 (Figura 20). 

Para el exceso de citoplasma residual hubo una tendencia al aumento en TMX-50 con 

respecto a TMX-25, sin embargo, no hubo diferencias significativas entre ambos 

grupos (Figura 21).  

 

.  

Figura 18. Morfología de la cabeza de espermatozoides de ratas tratadas con Tiametoxam (TMX).  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
n=6. Prueba estadística Kruskal-Wallis p < 0.05. No se encontraron diferencias significativas en las 
anormalidades presentes en la cabeza de los espermatozoides. Media ±. Error estándar de la media. 
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Figura 19. Morfología del flagelo de espermatozoides de ratas tratadas con Tiametoxam (TMX).  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
n=6. Prueba estadística Kruskal-Wallis. Se encontraron menos anormalidades en el flagelo de los 
espermatozoides tratados con TMX-50. p < 0.05. Media ±. Error estándar de la media.  
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Figura 20. Gota citoplasmática en espermatozoides de ratas tratadas con Tiametoxam (TMX).  

Tratamiento durante 6 semanas de tratamiento. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 
50 mg/kg/día) n=6. Prueba estadística Kruskal-Wallis. p < 0.05. La presencia de gotas citoplasmáticas 
en los espermatozoides fue significativamente mayor en el grupo de mayor dosis de tóxico con respecto 
al control. Media ±. Error estándar de la media. 
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Figura 21. Exceso de citoplasma residual en espermatozoides de ratas tratadas con TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día) 
n=6. Prueba estadística Kruskal-Wallis. Hubo una tendencia de exceso de citoplasma residual en los 
espermatozoides del grupo de mayor dosis de tóxico, sin embargo, no fue estadísticamente significativo 
p < 0. 05.. Media ±. Error estándar de la media. 

 

En la figura 22 se muestra una imagen representativa del efecto de TMX sobre la 

viabilidad en los espermatozoides obtenidos de la cauda del epidídimo de rata Wistar 

después del tratamiento por 6 semanas, y también de gotas citoplasmáticas 

encontradas en los espermatozoides tratados con TMX-50.  
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Figura 22. Fotomicrografía de viabilidad espermática de ratas tratadas con TMX.  

A: Muestra espermática representativa de 6 semanas de tratamiento de Tiametoxam, con la dosis 25 
mg/kg/día, se observó mayor proporción de espermatozoides muertos. B: Muestra representativa de la 
dosis 50 mg/kg/día, se observó mayor proporción de gota citoplasmática en la pieza principal del 
espermatozoide, 400x. Tinción con Eosina-Nigrosina 

 

8.8 Movilidad espermática epididimaria 

Se presentaron cuatro categorías de movilidad espermática (A-D) de acuerdo con 

(WHO, 2021) que se clasificaron de la siguiente manera:  

A) Progresiva rápida: los espermatozoides se mueven rápidamente en línea recta o en 

círculo grande cubriendo una distancia del punto de inicio al punto final a una velocidad 

≥ 25 μm/s o al menos ½ de la longitud del flagelo en un segundo.  

B) Progresiva lenta. Los espermatozoides se mueven en línea recta o en círculo 

grande de forma lenta; a una velocidad de 5 a 25 μm/s o menos de ½ de la longitud 

del flagelo en un segundo.  

C) No progresiva. Los espermatozoides tienen movimiento activo del flagelo, pero sin 

avance, nadan en círculos pequeños, desplazan la cabeza < 5 m/s.  
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D) Inmóviles: los espermatozoides no presentan ningún movimiento del flagelo. 

En la figura 23 se muestra el efecto de TMX sobre el tipo de movilidad que presentaron 

los espermatozoides obtenidos de la cauda del epidídimo de rata Wistar después del 

tratamiento por 6 semanas. No se observaron diferencias significativas en el tipo de 

movilidad progresiva rápida: e inmóvil. entre el grupo control y los grupos tratados  

Sin embargo, se registró un aumento significativo en la movilidad progresiva lenta (tipo 

B) en el grupo TMX-50, donde el 33.16 % de los espermatozoides presentaron este 

tipo de movilidad en comparación con el 6.83 % registrado en el grupo control 

(p < 0.05), lo que sugiere que el tratamiento con TMX favoreció un incremento en esta 

categoría de movilidad espermática. Por el contrario, se observa una disminución 

estadísticamente significativa (p < 0.05) en el tipo de movilidad no progresivo entre el 

grupo control donde se obtuvo un porcentaje de 53 % de espermatozoides con 

movilidad C y en el grupo TMX-50 donde se registró un 30. 5 % de espermatozoides. 

En general, el tratamiento con TMX parece reducir el movimiento no progresivo y 

favorecer el progresivo lento, especialmente con TMX-50. 
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Figura 23. Movilidad espermática de ratas tratadas con TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. Se presentaron espermatozoides con los tipos de movilidad: A) 
Progresiva rápida, B) Progresiva lenta, C) No progresiva, D) Inmóviles. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-
50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). n=6. Hubo diferencia significativa de movilidad progresiva lenta (B) 
entre el grupo control y TMX-50, p< 0.05*. También hubo diferencia significativa de movilidad no 
progresiva (C) entre el grupo control y las dosis TMX-25 y TMX-50, p< 0.05* Media ±. Error estándar de 
la media. 

 

De acuerdo con los resultados anteriores, el tratamiento de TMX durante 6 semanas 

tuvo efecto significativo sobre la calidad espermática en todos los parámetros 

espermáticos; la morfología, la movilidad del espermatozoide, la viabilidad y la 

concentración. 
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8.9 Histología testicular 

En los túbulos seminíferos de la dosis control (Figuras 24 y 27 A) se observó un número 

mayor de espermatogonias colocadas de manera adecuada adyacentes a la lámina 

basal y también con espermatozoides en el lumen de los túbulos seminíferos. La 

lámina basal y el espacio intersticial mantienen su estructura y contiene células de 

Leydig. Los túbulos seminíferos presentaron forma redonda e íntegra. 

 

 

Figura 24. Tejido testicular de ratas Wistar de grupo control. 

 A): Espacio intersticial (EI). Células de Leydig (CL). Lámina basal bien definida y el epitelio germinal 
organizado adecuadamente. B): Espermatocitos (Ec) íntegros con núcleos teñidos y bien definidos, 
algunas espermátidas (Ed) en proceso de diferenciación, el lumen con espermatozoides (Ez). EI espacio 
intersticial (EI) con células de Leydig y la lámina basal (Lb) íntegra. Tinción: hematoxilina-eosina, escala 
de 20 μm a 400x. 

 

En los túbulos seminíferos de las ratas tratadas con TMX-25, la lámina basal está más 

delgada al compararse con el grupo control. Los túbulos pierden la forma redondeada, 

están alargados o sin forma. Hay vacuolización en el epitelio germinal también se 

encuentra desorganizado con espermatogonias desprendidas de la lámina basal Así 
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mismo, algunos túbulos contienen espermátidas sin diferenciar o en retención en el 

lumen (Figura 25 y 27-B). 

 

Figura 25. Tejido testicular de ratas Wistar tratadas con TMX-25. 

Tratamiento durante 6 semanas. A: Vacuolización del epitelio germinal (V) y lumen con pocos 
espermatozoides. B Lámina basal (Lb) adelgazada, C: Vacuolización (v) en el epitelio germinal y espacio 
intersticial desorganizado (EI). D: túbulo seminífero con epitelio germinal desorganizado, espermátidas 
(Ed) sin diferenciar * Túbulo seminífero sin epitelio germinal. Tinción: hematoxilina-eosina, escala de 20 
μm a 400x. 

 

En contraste con el grupo control, los túbulos seminíferos de TMX-50 (Figura 26 y 27-

C) están más grandes, alargados y el epitelio germinal está desorganizado Algunos 
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túbulos seminíferos no contienen células o están completamente cerrados, no se 

visualiza el lumen de manera correcta. 

 

Figura 26. Tejido testicular de ratas Wistar tratadas con TMX-50.  

Tratamiento durante 6 semanas. A: La lámina basal (Lb) ha perdido su arquitectura. B: Las 
espermatogonias (Eg) están desprendidas de la lámina basal (Lb). Hay más espermátidas (Ed) en el 
lumen del túbulo seminífero y con mayor espacio entre los túbulos (tejido intersticial). C: 
Espermatogonias (Eg) desprendidas de la lámina basal D. Epitelio germinal desorganizado Tinción: 
hematoxilina-eosina, escala de 20 μm a 400x. 
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Figura 27. Tejido testicular de ratas Wistar de grupo control, TMX-25 y TMX-50.  

Tratamiento durante 6 semana. A: Grupo control: Se observan espermatogonias (Eg) bien definidas en 
la periferia de los túbulos, con abundantes espermatozoides en el lumen (L) del túbulo; el espacio 
Intersticial (EI) con células de Leydig (CL) y vaso sanguíneo (vs) B: Grupo 25 mg/kg/día con TMX la 
lámina basal (Lb) comienza a adelgazarse y perder estructura, hay vacuolización (v) en el epitelio 
germinal y desprendimiento de células. C: Grupo TMX-50 células espermatogénicas desprendidas, 
desorganización y ruptura del túbulo. Tinción: hematoxilina-eosina, escala de 20 μm a 400x. 
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La tabla 5 muestra un resumen de los cambios histopatológicos observados en los 

túbulos seminíferos de las ratas tratadas con TMX-25 y TMX-50 durante 6 semanas.  

 

Tabla 5. Cambios histológicos en testículo de ratas tratadas con Tiametoxam. 

Órgano Tratamiento 

 TMX (mg/kg/día) 

Control 25 50 

Estructura 
espermática 

+++ ++ +- 

Túbulos 
seminíferos 

Redondos, lumen con 
espermatozoides 

Pierden forma 
redondeada, sin 
espermatozoides en 
lumen 

Rotos, sin epitelio 
germinal, mayor 
espacio entre 
ellos. No se 
distingue el Lumen 

Espacio 
intersticial 

Contiene células de 
Leydig 

Desestructurado   

Epitelio germinal Espermatocitos 
íntegros, espermátidas 
en diferenciación 

Células desprendidas y 
vacuoladas 

Espermátidas en el 
lumen, sin 
diferenciar 

Lámina basal Espermatogonias 
adheridas 

Comienza a 
adelgazarse, 
espermatogonias 
desprendidas 

 

+++, morfología normal; ++ algunas anormalidades; 
+-, muchas anormalidades morfológicas. 
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8.10 Índice de maduración del epitelio seminífero  

La tabla 6 muestra la frecuencia de pertenencia a las clases del índice de Johnsen de 

los túbulos seminíferos de las ratas Wistar del grupo control y los grupos tratados con 

TMX-25 y TMX-50 de acuerdo con los criterios del índice de madurez del epitelio 

seminífero descrito por Johnsen, 1970 (anexo 2). Se observa una disminución 

progresiva en los criterios conforme aumenta la dosis del insecticida, lo cual sugiere 

una alteración en la maduración espermatogénica inducida por el tratamiento. En el 

grupo control, los valores más frecuentes corresponden al criterio 10 y 9 con 34 y 35 

túbulos respectivamente, indicando para el valor 10 una espermatogénesis completa 

con gran cantidad de espermatozoides (más de 6), el epitelio germinal organizado y 

con espesor regular dejando una luz abierta, mientras que el criterio 9 indica una 

espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5 o menos), el 

epitelio germinal desorganizado, con marcado desprendimiento o cierre del lumen. En 

contraste, el grupo tratado con TMX-25 mostró un índice disminuido de 8 con 45 

túbulos con presencia de espermátidas maduras en diferenciación, sin 

espermatozoides maduros (5-10 espermatozoides). Finalmente, en el grupo tratado 

con TMX-50 predominó el valor 7 con 49 túbulos, sin espermatozoides y con gran 

cantidad de espermátidas sin signos de diferenciación (más de 6). Estos resultados 

revelan un efecto dosis-dependiente del TMX sobre la maduración del epitelio 

seminífero, con una reducción estadísticamente significativa (Figura 28) de los túbulos 

que completan la madurez en la espermatogénesis, en los grupos tratados en 

comparación con el control.   
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Tabla 6. Clasificación de los túbulos seminíferos del grupo control y grupos tratados de acuerdo con los 
criterios de Johnsen (1970). 

Índice de 
Johnsen 

Dosis 

  Tiametoxam (mg/kg/día) 

 Control 25 50 

1 0 0 0 

2 0 0 0 

3 0 0 0 

4 0 3 0 

5 0 0 6 

6 0 11 13 

7 8 31 49* 

8 23 45* 27 

9 35* 9 5 

10 34 1 0 

* frecuencia mayor de muestras con el índice de Johnsen. 
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Figura 28. Índice de Jonhsen en los túbulos seminíferos de las ratas Wistar tratadas con TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. De acuerdo con los criterios de Johnsen, 1970, se muestra el índice 
de maduración (índice de Jonhsen) en los túbulos seminíferos de las ratas tratadas. Grupos: Control, 
TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). Disminución estadísticamente significativa entre el 
grupo Control y los grupos tratados p < 0.0001***. p < 0.05. Media ±. Error estándar de la media.  

 

8.11 Índice de diferenciación 

La figura 29 presenta el índice de diferenciación, expresado como la relación entre 

espermatocitos diferenciados y espermatogonias observadas, etapa que ocurre 

durante la fase proliferativa o espermatogónica de la espermatogénesis. El grupo 

control presenta un índice promedio cercano a 2.2, mientras que el grupo TMX-25 

muestra una ligera disminución a 2.0. En contraste, el grupo TMX-50 muestra una 

reducción significativa con un valor cercano a 1.2. Entre el grupo control y el TMX-25 

no se observan diferencias significativas; mientras que, comparando ambos con el 

grupo TMX-50 las diferencias sí son considerablemente significativas (***, p < 0.001), 
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lo que indica un efecto dosis-dependiente del TMX sobre la diferenciación celular 

durante la espermatogénesis. 

  

Figura 29. Índice de diferenciación en los túbulos seminíferos de las ratas Wistar tratadas con 
TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
Disminución significativa entre el grupo Control y grupo 50 mg/kg/día y entre grupos tratados. p < 
0.0001***. Media ± Error estándar de la media. 

 

8.12 Número de espermatogonias 

La figura 30 muestra el número de espermatogonias contadas en los túbulos 

seminíferos de los testículos del grupo control y los tratados con TMX. Entre el grupo 

control y el TMX-25 no se observaron diferencias significativas; mientras que, 

comparando ambos con el grupo TMX-50 las diferencias sí son considerablemente 

significativas. De acuerdo con lo anterior podemos inferir que en el grupo de mayor 

dosis no se diferenciaron a espermatocitos pues se encontró un promedio de 105 
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espermatogonias en comparación con las 63 encontradas en el grupo control y 59 en 

la TMX-25. A dosis altas el TMX probablemente esté interfiriendo el proceso de mitosis. 

Las espermatogonias no se diferenciaron, lo que causó una acumulación de las 

espermatogonias en la dosis mayor,  similar a lo reportado (Zuscikova et al., 2023). 

 

 

Figura 30. Número de espermatogonias en los túbulos seminíferos de ratas Wistar tratadas con 
TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
Hubo diferencias significativas entre el grupo control y la dosis TMX-50, y entre ambos tratamientos. p 
< 0.05. Media Error estándar de la Media. 

 

8.13 Número de espermatocitos 

El número de espermatocitos contados en los túbulos seminíferos de los testículos del 

grupo control y grupos tratados con TMX no mostró cambios significativos con ninguna 
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dosis, pese a que la maduración se pueda ver bloqueada o retardada en etapas 

tempranas (espermatogonia), algún grupo de células lograron madurar compensando 

el número de espermatocitos en todas las dosis (Figura 31).   

 

Figura 31. Número de espermatocitos en los túbulos seminíferos de ratas Wistar tratadas con 
TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
No hubo diferencias significativas entre los grupos. p < 0.05. Media Error estándar de la Media. 

 

8.14 Área de túbulos seminíferos y lumen 

De acuerdo con la figura 32 y la tabla 7, se observó una disminución progresiva 

estadísticamente significativa del área de los túbulos seminíferos en los grupos 

tratados en comparación con el control. El grupo TMX-25 mostró una reducción en el 

área con un promedio de 182.98 μm2 (p < 0.05 *), mientras que el grupo TMX-50 

mostró una reducción significativa mayor a 161.39 μm2 (p < 0.0001 ***) comparado con 
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el control, donde se obtuvo un área promedio de 211.14 μm2. De igual manera, el 

análisis del lumen mostró una ligera disminución de 28.54 μm2 en el grupo control, a 

27.79 μm2 en el grupo TMX-25, con un efecto estadístico y evidente en el grupo TMX-

50 con un área promedio de lumen de 10.78 μm2 (p < 0.001 *). 

 

 

Figura 32. Área y lumen de los túbulos seminíferos de ratas Wistar tratadas con TMX.  

Tratamiento durante 6 semanas. Grupos: Control, TMX-25 y TMX-50 (Tiametoxam 25 y 50 mg/kg/día). 
Hubo diferencias significativas entre los grupos. n=6. p < 0.05. Prueba estadística Kruskal-Wallis. Post-
Hoc: Dunn. *= p < 0.05, **= p < 0.005 ***=p < 0.0001. Media ± Error estándar de la Media 

 

Tabla 7. Área y lumen de los túbulos seminíferos en ratas Wistar tratadas con Tiametoxam (TMX) 
durante 6 semanas. 

Sitió 

anatómico 

Promedio del área de los túbulos seminíferos y lumen (μm2) 

 TMX (mg/kg/día) 

Control 25 50 

Túbulo 

seminífero  

211.98 ± 6.70 182.14 ± 6.10 ac 161.39 ± 5.8 bc 

Lumen 28.54 ±2.54 27.79 ± 2.26 b 10.68 ± 1.73 b 

Control

TMX-25

TMX-50
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Los datos representan las medias ± EEM n=6. Prueba estadística Kruskal-Wallis. Post-Hoc: Dunn. Área 

(μm2) de los túbulos seminíferos: ap < 0.005 Control vs TMX-25 mg/kg/día; bp< 0.0001 Control vs 

TMX-50 mg/kg/día; Cp < 0.05 Dosis TMX-25 vs TMX-50. Área (μm2) del lumen: bp < 0.0001 Control vs 

TMX-50 y TMX-25 vs TMX-50. 

9 Discusión 

9.1 Efectos generales del TMX sobre el peso corporal y los órganos 

reproductivos 

En nuestro estudio, el TMX-25 y TMX-50 durante seis semanas en ratas macho Wistar 

no redujo significativamente el peso corporal ni el de los órganos reproductores 

(testículo y epidídimo) ni tampoco el índice órgano-somático. Estos resultados 

contrastan con los de Li et al. (2022), quienes reportaron que ratones expuestos a una 

dosis mucho menor (0.5 mg/kg/día) de TMX, aumentaron su peso corporal, aunque 

disminuyó el peso de sus riñones significativamente. En otro estudio,(Khaldoun-

Oularbi et al., 2017) demostraron que el tratamiento con TMX a dosis 26, 39 y 78 

mg/kg/día provocó una disminución significativa en una relación dosis-dependiente 

tras seis semanas de exposición. En particular, con la dosis más alta (78 mg/kg/día), 

el peso relativo del hígado y los testículos se redujo significativamente. Asimismo, 

Hamed et al. (2023) reportaron reducciones marcadas tanto en el peso corporal como 

en el de los órganos reproductores (testículos, epidídimo y vesículas seminales) en 

ratas tratadas por vía oral con TMX durante 58 días con dosis de 78.15 y 156.3 

mg/kg/día. 

Esta variación en los resultados podría deberse a diferencias en la respuesta entre 

ratas y ratones, ya que los ratones pueden ser más sensibles a TMX, que las ratas 

(Green et al., 2005), Además, en los estudios se utilizaron diferentes dosis y tiempos 
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de exposición. En nuestro estudio, las dosis fueron considerablemente más bajas, con 

la intención de establecer un umbral de NOAEL (dosis máxima sin efecto adverso 

observado, por sus siglas en inglés). Aunque no se encontraron efectos significativos 

en el peso corporal o de los órganos reproductivos, sí se observaron alteraciones 

importantes en la morfología del testículo, se observó hemorragia , resultados similares 

a los de Gerunov et al. (2020) quienes reportaron que el corazón e hígado de ratas 

tratadas con tiacloprid y clotianidina mostraron  color marrón , hemorragia,, sangran 

fácilmente y consistencia flácida debido a procesos infamatorios y activación de 

mecanismos de defensa.  

De igual manera se tuvieron resultados significativos en la calidad espermática y el 

tejido testicular, como se discute más adelante. 

La toxicidad aguda (DL50 oral) de TMX y de su metabolito Clotianidina (CTD) permiten 

contextualizar estos resultados. Según la FAO y la EPA, la toxicidad aguda de TMX en 

ratas es de 1563 mg/kg/día mientras que la de CTD supera los 5000 mg/kg/día. Sin 

embargo, en ratones, la CTD tiene una toxicidad mucho mayor (DL50 oral para 

ratas:1,000 mg/kg/día) (EPA, 2003; Syngenta, 2019). Por otro lado, se ha reportado 

que CTD tiene un efecto más enérgico sobre su metabolismo (Li et al., 2022), a pesar 

de su menor toxicidad aguda. Sin embargo, dado que el TMX se metaboliza a CTD y 

ambas sustancias se bioacumulan, el conjunto de ambas sustancias incrementa su 

toxicidad y los hace más dañinos para los organismos (Li et al., 2022).  

9.2 Efectos del TMX sobre la espermatogénesis y calidad espermática 

Nuestros resultados muestran que la administración crónica de TMX afectó de manera 

significativa algunos parámetros relacionados con la espermatogénesis y la 



 60 

maduración espermática, sin alterar el peso de los órganos reproductivos. Aunque el 

peso del testículo es un indicador conspicuo de la salud reproductiva, ya que refleja 

cambios en la masa celular y en la producción de líquido del túbulo seminífero o la 

pérdida de células germinales (Creasy, 2002), en este estudio no se observaron 

cambios significativos en el peso testicular. No obstante, sí disminuyó 

significativamente el área de los túbulos seminíferos del lumen, lo que sugiere una 

alteración estructural en epitelio seminífero y posible pérdida de células germinales. 

En cuanto a la movilidad espermática, observamos que más del 30% de los 

espermatozoides en el grupo TMX-50 presentaron un patrón de movilidad progresiva 

lenta, comparado con solo 6.83% en el grupo control. Este cambio en la movilidad fue 

también evidente, aunque en menor grado, en el grupo TMX-25, lo que indica un efecto 

dosis-dependiente. Es bien sabido que en el epidídimo los espermatozoides adquieren 

su capacidad de movimiento flagelar progresivo, proceso que inicia principalmente 

después de la eyaculación mediante la activación espermática y (Olivera et al., 2016). 

El patrón observado sugiero que el TMX podría estar interfiriendo en este proceso, 

posiblemente a través de su interacción con receptores nicotínicos, pero también 

mediante la regulación de transportadores de serotonina y dopamina (Cartereau et al., 

2018; Hirai et al., 2024).  

El TMX-50 tuvo un efecto más pronunciado de la movilidad progresiva lenta. 

Resultados similares fueron reportados por (Bray, Son, & Meizel, 2005) quienes 

observaron que la acetilcolina provoca un aumento del calcio intracelular en los 

espermatozoides humanos. Mientras que ratones knock out de la Subunidad α7 del 
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receptor nicotínico de acetilcolina, producen espermatozoides con motilidad 

deteriorada (Bray, Son, Kumar, et al., 2005). 

Por otro lado, la viabilidad espermática se afectó. En el grupo control, el 95% de los 

espermatozoides eran viables, mientras que en los grupos TMX-25 y TMX-50, la 

viabilidad se redujo a 90 y 80%, respectivamente. Esta reducción, aunque leve, es 

claramente dosis-dependiente. Nuestros hallazgos coinciden con los de Hamed et al. 

(2023), quienes también observaron una disminución significativa de la viabilidad 

espermática en ratas de 10 a 11 semanas de edad tratadas por vía oral con 156.3 y 

78.15 mg/kg/día de TMX.  

Respecto a la concentración espermática, se detectó una disminución marcada: el 

grupo control presentó una concentración de 20 x106 espermatozoides/mL, mientras 

que el grupo TMX-25 bajo a 5 x106/mL. De manera paradójica, en el grupo TMX-50 la 

disminución en la concentración espermática fue menos pronunciada, registrando 

11x106/mL. Este patrón paradójico también ha sido observado en otros estudios, como 

el de Hamed et al. (2023), donde las dosis más altas no necesariamente provocaron 

la menor producción espermático. Este fenómeno podría explicarse por una mortalidad 

testicular selectiva, donde solo los espermatozoides más resistentes o de mejor 

calidad sobreviven a dosis más altas, generando un sesgo en el recuento final. 

9.3 El TMX aumentó las anomalías morfológicas espermáticas 

Los análisis morfológicos revelaron que los espermatozoides de las ratas tratadas con 

TMX presentaron anomalías estructurales, especialmente en el flagelo y la presencia 

de gotas citoplasmáticas. En el grupo TMX-25 se observó una tendencia al aumento 

de anomalías en la cabeza del espermatozoide, aunque sin diferencias significativas. 
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En cambio, en el grupo TMX-50 se observaron menos anomalías flagelares que en el 

grupo control, un hallazgo inesperado, también reportado por Hamed (2023), quienes 

encontraron aumento en las anomalías de los espermatozoides en los grupos tratados 

con TMX. Esta reducción podría deberse a una eliminación mayor de espermatozoides 

defectuosos en el testículo o el epidídimo, causada por los efectos tóxicos del TMX, 

como ya se ha descrito para otras sustancias citotóxicas (Akbarsha et al., 2000) 

Según Cevallos (2012), las malformaciones espermáticas primarias se generan 

durante la espermatogénesis testicular, incluyen alteraciones en la cabeza, pieza 

media y cola. El mal manejo de las muestras también puede generar daños mecánicos, 

pero este no fue el caso en nuestro estudio. Así, estos datos siguieren que la 

exposición a TMX pudo haber provocado muerte celular temprana, dejando una menor 

proporción de espermatozoides anormales en las muestras, especialmente a dosis 

altas.  

La presencia significativa de gotas citoplasmáticas en el grupo TMX-50 fue uno de los 

hallazgos más relevantes. Estas gotas representan residuos del citoplasma no 

eliminados durante la espermiogénesis. En condiciones normales, las células de 

Sertoli fagocitan este exceso de citoplasma, y el remanente se desplaza a lo largo del 

espermatozoide durante su maduración en el epidídimo, donde suele eliminarse 

durante la eyaculación (Cooper, 2011). En especies como el humano, la gota puede 

retenerse y cumplir funciones fisiológicas, pero en roedores, su retención indica 

maduración incompleta (Rengan et al., 2012). 

Una muestra espermática de buena calidad debe presentar menos del 20% de 

anomalías secundarias (malformaciones por maduración incompleta) (Stornelli et al., 
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1999); Cevallos (2012). La cantidad significativa de gotas citoplasmáticas en el grupo 

TMX-50 indica afectación epididimaria y se asocia con exposición a sustancias 

citotóxicas, como ya fue reportado en ratas tratadas con vincristina (Averal et al., 

1996). 

9.4 Daño tisular y alteraciones histológicas en túbulos seminíferos 

Nuestros resultados evidencian que la exposición crónica al TMX causó daño 

estructural notable en los túbulos seminíferos. En las ratas tratadas con 25 mg/kg/día 

de TMX, se observaron vacuolizaciones del epitelio seminífero, relacionadas con la 

pérdida de células germinales, mientras que en el grupo de 50 mg/kg/día se presentó 

desprendimiento de células espermatogénicas hacia el lumen, lo que sugiere una 

alteración en la adhesión celular mediada por las células de Sertoli (Vidal & Whitney, 

2014). 

Este hallazgo coincide con lo reportado por Nakai et al. (2002), quienes observaron un 

efecto similar al administrar carbendazim, un fungicida que desorganiza el 

citoesqueleto de las células de Sertoli, causando la pérdida de contacto con las células 

germinales. También se ha reportado que el insecticida neonicotinoide Acetamiprid 

(ACE) genera desprendimiento del epitelio germinal y formación de vacuolas, efectos 

comparables a los observados con TMX en nuestro estudio (El-Hak et al., 2022). 

Una observación interesante fue la presencia de gran cantidad de espermatozoides en 

el lumen de los túbulos en el grupo TMX-50. A pesar del daño en algunas zonas de la 

membrana basal y la desorganización epitelial, se conservaron regiones con 

organización celular intacta, lo cual sugiere que ciertos sectores del epitelio pudieron 
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mantener la espermatogénesis activa, explicando la presencia de espermatozoides 

incluso en condiciones de daño estructural. 

El epitelio seminífero está compuesto por varios tipos celulares, incluyendo las 

espermatogonias, las cuales pueden dividirse en células mitóticas (proliferativas) y tipo 

B (que inician la meiosis). Las células mitóticas no están protegidas por la barrera 

hematotesticular (BTB), lo que las hace especialmente vulnerables a agentes tóxicos 

(Meistrich, 1986). En cambio, las espermatogonias tipo B son más resistentes y 

pueden contribuir a la regeneración del epitelio. 

9.5 Índices de diferenciación y maduración: espermatogénesis alterada 

Los resultados de este estudio muestran que el TMX afecta la espermatogénesis 

desde las etapas iniciales. La disminución del índice de diferenciación fue evidente en 

el grupo TMX-50, lo que indica un bloqueo o retraso en la maduración de 

espermatogonias hacia espermatocitos. Esta alteración refleja un impacto temprano 

del TMX sobre las células germinales más inmaduras. 

El análisis histológico reveló una disminución significativa en el índice de maduración 

(Índice de Johnsen). En el grupo TMX-50, los túbulos presentaron predominantemente 

un score de 7, lo que corresponde a ausencia de espermatozoides y presencia de más 

de seis espermátidas sin signos de diferenciación (Johnsen, 1970). Esto sugiere 

toxicidad directa sobre las células de Sertoli, las cuales son fundamentales en la 

elongación de espermátidas (espermiogénesis) y su liberación al lumen 

(espermiación) (Cheng & Sun, 2008). 

También se observó una reducción del área total del túbulo y del lumen, lo cual indica 

degeneración del tejido testicular. Estos cambios reflejan una pérdida progresiva de 
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células germinales y desorganización del epitelio seminífero, especialmente en las 

etapas postespermatogoniales. El hallazgo se refuerza con el aumento de 

espermatogonias en el grupo TMX-50, junto con un número mayor de espermátidas 

no diferenciadas, lo que sugiere una detención en el proceso meiótico, tal como fue 

reportado por Zuscikova et al. (2023). 

9.6 Efectos del TMX en la espermiogénesis y espermiación 

El TMX también afectó las fases finales de la espermatogénesis. El desprendimiento 

de células germinales hacia el lumen fue evidente en ambos grupos tratados. Este 

fenómeno ha sido asociado con la exposición prolongada a compuestos tóxicos, los 

cuales desorganizan el epitelio seminífero y provocan degeneración de 

espermatogonias, eliminando la capa basal del epitelio y afectando principalmente a 

los espermatocitos adyacentes a la membrana basal (Moffit et al., 2007). 

Además, se observó una disminución del número de células postmeióticas, es decir, 

espermátidas redondas y elongadas, fenómeno conocido como agotamiento de la 

maduración. Este proceso indica que la exposición al TMX compromete la meiosis y 

puede afectar la espermiogénesis en su totalidad. De acuerdo con Moffit et al. (2007), 

la pérdida de función testicular se caracteriza por alteraciones en el diámetro tubular, 

vacuolización, desorganización del epitelio, retención de espermátidas, y apoptosis de 

células germinales, todos efectos que fueron confirmados en nuestros hallazgos. 

La disminución del área del túbulo y del lumen indican daño estructural en el epitelio 

seminífero, probablemente por la pérdida de células germinales y la degeneración del 

tejido testicular como se aprecia en la histología y en el índice de Johnsen. Esto porque 

el proceso de maduración celular durante la espermatogénesis está incompleto o 
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detenido desde las primeras etapas de la maduración. Esto coincide con un mayor 

conteo de espermatogonias en el grupo tratado con TMX-50 comparado con el control 

y el grupo tratado con TMX-25 y también con la presencia de mayor número de 

espermátidas sin diferenciar ya que el proceso meiótico parece estar retenido y que 

coincide además con nuestro resultado del índice de diferenciación, el cual fue menor 

para la dosis más alta de 50 mg/kg/día. La disrupción de la espermatogénesis 

observada en este estudio es consistente con lo reportado por Zuscikova et al. (2023). 

Por último, la disminución de la concentración espermática observada en este estudio 

refuerza la conclusión de que el TMX afecta negativamente la fisiología del tejido 

testicular, al reducir la producción y liberación de espermatozoides funcionales. 

10 Conclusiones 

La administración crónica de TMX en ratas adultas tuvo un impacto significativo en la 

calidad espermática, afectando principalmente la morfología, movilidad y la 

concentración de los espermatozoides. Además, se observó un efecto importante en 

la viabilidad y en la maduración de espermatozoides de epidídimo. También se 

encontraron daños a nivel tisular pues se presentan alteraciones en la arquitectura del 

epitelio seminífero, el área de los túbulos seminíferos y del lumen. 
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11 Perspectivas  

1. Evaluar el daño tisular en el epidídimo, dado que este órgano es esencial para la 

maduración de los espermatozoides y podría ser uno de los órganos reproductores 

afectados por el TMX.  

2. Analizar la concentración de hormonas del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal, como 

la hormona luteinizante. 

3. Estudiar los niveles de estradiol, ya que se ha reportado que esta hormona juega 

un papel relevante en la eliminación de la gota citoplasmática de los 

espermatozoides.   
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13 Anexos 

Anexo 1 Tinción hematoxilina-eosina de tejido testicular (modificado por 

Vanessa 03/julio/2024) 

En un vaso de muestras, desparafinar 3 laminillas por 35 minutos a 80° en la 

estufa, para iniciar la tinción desfasar 10 minutos entre laminillas 

Xilol 5 minutos 

Xilol 5 minutos 

OH 96 5 minutos 

OH 70 5 minutos 

H2O potable 5 minutos 

H2O destilada 5 minutos 

Hematoxilina 30 segundos 

H2O destilada 1 minuto “sumergir y sacar la laminilla 

constantemente” 

Eosina  15 segundos 

H2O destilada 1 minuto, “sumergir y sacar la laminilla 

constantemente” 

OH 70 3 segundos 

OH 100 3 segundos 
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Xilol 5 segundos 

Montar con Entellan Una vez montadas, dejar secar dos días 

para observarlas al microscopio de 

campo claro 400x 

 

Anexo 2. Índice de maduración de Johnsen (Johnsen, 1970). 

Score  

10 Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides 

(más de 6). Epitelio germinal organizado y con espesor regular dejando 

una luz abierta  

9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5 

o menos) Epitelio germinal desorganizado, con marcado 

desprendimiento o cierre del lumen. 

8 No hay más de 10 espermatozoides maduros, presencia de 

espermátidas maduras en diferenciación. 

7 Sin espermatozoides. Gran cantidad de espermátidas sin signos de 

diferenciación (más de 6) 

6 Sin espermatozoides. Presencia de pocas espermátidas (5 o menos 

por tubo) 
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5 Sin espermatozoides. Gran cantidad de espermatocitos presentes 

(más de 6) 

4 Pocos espermatocitos presentes (5 o menos por tubo) 

3 Presencia solamente de espermatogonias 

2 Sin presencia de células germinales, solamente presencia de células 

de Sertoli 

1 No hay ningún tipo de células en el túbulo seminífero 

 

 



 

 

 


