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RESUMEN

I |

Recientemente se ha indicado la utilizacidén de dosis
pequefias de estradiol ( 240 ng/dia/animal) (Ericsson y Baker,
1966; Singh et al., 1970; Rao y Chinoy, 1983; Robaire et al,
1987), como un recurso para lograr el control de 1la
fertilidad en el hombre.

En vista de que los resultados de Robaire y col (1987)
muestran alguna evidencia de 1la respuesta diferencial del
epididimo a la presencia de estrégenos, que concuerda con
algunos otros datos reportados sobre 1la presencia de
receptores a estrbgenos en el tejido epididimario, nosotros
decidimos estudiar el efecto de la presencia continua de
estrégenos sobre la morfologia y la histologia del epididimo
en sus tres regiones anatbémicas, cabeza, cuerpo y cola, en un
intento por demostrar que la regulacidn enddécrina del
epididimo se realiza de manera diferencial en estos tres
sectores anatédmicos, lo cual abriria nuevas perspectivas para
la utilizacién de técnicas anticonceptivas hormonales
utilizables en el hombre.

Se utilizaron ratas Wistar machos de 300-350g como rango
de peso; divididas al azar en 8 lotes de seis animales cada
uno, gque se mantuvieron bajo condiciones ambientales
controladas, agua y alimento ad libitum. Los implantes se
realizaron <con tubo de ©polidimetil siloxano en tres
diferentes 1longitudes, 1mm, 3mm, 7mnm, rellenos de 178
estradiol para una liberacién continua de (0.24 pg/mm/dia)
(Robaire et al., 1979) y sellados con pegamento sil&stico
médico. El mismo procedimiento se realizdé con los implantes
control pero estos se encontraban vacios.

Dichos implantes fueron depositados por medio de un
trocar en la regidén dorsolateral del torax del animal bajo
anestesia general.

Los animales fueron pesados semanalmente durante dos
periodos de 6 y 12 semanas y al término de las mismas fueron
sacrificados por decapitacién. Se les extrajo el aparato
reproductor por via abdominal, aislando los diferentes
6érganos (testiculo, préstata, vesicula seminal, epididimo);
se peso cada Organo y el epididimo se dividié en tres
regiones anatémicas (cabeza, cuepo y cola) para ser fijados
por el método de Karnovsky para los estudios de microscopia
de luz y electrdnica.
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Los resultados obtenidos indican gque 1la presencia
continua de estradiol indujo una disminucidén, dependiente de
la dosis en el peso de la cabeza y cola del epididimo, sin
modificar significativamente el peso del cuerpo de éste
érgano.

El peso de la cola del epididimo fué significativamente
(p £ 0.05) mads afectado que el peso de la cabeza de este
érgano.

En los estudios histolégicos lo més sobresaliente son
los cambios que sufre el epitelio epididimal por 1la cantidad
considerable de coladgena que se encuentra depositada entre
las asas del tubo epididimal y la hiperplasia e hipertrofia

de 1las fibras musculares lisas. Asimismo, se provoca un
colapso del tubo del epididimo gque practicamente hace
desaparecer la cavidad luminal de éste. Todos estos cambios

se ven mas acentuados con la dosis alta (7mm) siendo mayor el
efecto en la parte de la cola y en menor grado en la cabeza.
En las otras dos longitudes de dosis (1mm, 3mm) no hay ningiGn
cambio aparente.



INTRODUCCTION.

El testiculo tiene una doble tarea: la produccién de
hormonas y la produccién de espermatozoides. Los
espermatozoides se encuentran inméviles e infértiles,
mientras permanecen en el testiculo y s6lo después de entrar
en el ducto epididimario, experimentan una serie de cambios
gque 1les ©permite adquirir 1la capacidad de movilidad
progresiva y de fertilidad.

Los espermatozoides terminada su estructuracidn
abandonan el testiculo y pasan al epididimo por los llamados
tGbulos seminiferos. Estos tGbulos ocupan los lobulillos o
compartimentos dentro del testiculo que esté&n limitados por
los tabiques de tejido conjuntivo que se extiende hacia
dentro desde la tGnica albuginea. Los diferentes tdbulos de
cada 1lobulillo forman asas retorcidas, cuyos extremos
convergen hacia la regidén posterior, constituida por tejido
conjuntivo muy vascularizado, que recibe el nombre de
mediastino testicular. Dentro de esta estructura, existe un
plexo laberintico de canales revestidos de epitelio que se
denomina RETE TESTIS. (Fawcett 1991)

CONDUCTOS EFERENTES:

Por la cara posterior del testiculo salen a 1la
superficie del érgano doce o mds CONDUCTOS EFERENTES que son
una serie de tGbulos que se originan en la rete testis.
Dependiendo de la especie, el nimero varia de 4 a 20
(Robaire, Hermo 1988). Presentan numerosas tortuosidades
espirales y constituyen de cinco a diez cuerpos cénicos que
se llaman conos vasculosos. Estos tienen sus bases hacia la
cabeza del epididimo y sus vértices hacia el mediastino
testicular. Estdn wunidos por tejido conjuntivo vy
constituyen parte de la cabeza del epididimo.

Estos tGbulos vienen juntos para formar un simple
conducto altamente convolucionado que es el EPIDIDIMO.
(VER FIGURA # 1)

11



12

Cabeza del epididimo Conducto
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FIGURA # 1
ORGANIZACION DEL TESTICULO Y EL EPIDIDIMO



2.1. HISTOLOGIA .- En microscopio de Luz en la rata adulta:

Los conductos eferentes tienen una delineacidén muy
marcada con la rete testis. La altura de las células se
incrementan dramdticamente de células bajas cuboidales de la
rete testis a células columnares altas de 1los conductos
eferentes. Dentro de 1los conductos eferentes, hay una
diferencia mayor en la apariencia entre la zona inicial y
terminal (Reid y Cleland 1957)

Las dos regiones contienen células epiteliales
columnares ciliadas y no ciliadas, las células no ciliadas
de 1la zona inicial tienen una regidn supranuclear con
gréanulos moderadamente tefiidos en la zona final; la regidn
supranuclear de éstas células, contienen numerosos granulos

obscuros. Las células ciliadas son reconocidas por su
apariencia tefiida densa, la posicién apical del niGcleo y los
largos cilios. Las células Halo son ocasionalmente

encontradas en el epitelio de 1los conductos eferentes
(Robaire 1988).

EPIDIDIMO:

Viene del griego que significa adyacente al testiculo,
esta constituido por un tadbulo extremadamente largo Yy
contorneado, cuya longitud varia seglin la especie. En el
hombre 3-4 mts., caballo 80 mts., roedores 1 mt. (Robaire,
Hermo, 1988). Este taGbulo es llamado conducto epididimario;
es un tubo angosto rodeado por una gruesa membrana muscular.

Por su difernciacidén anatémica, fundamentalmente, y en
la actualidad también fisioldgica los componentes
estructurales principales del epididimo son: CABEZA (caput),
CUERPO (corpus) Y COLA (cauda), aunque de hecho cada uno de
estos segmentos tiene a su vez sus propias divisiones o
subsegmentos, teniendo asi diferentes tipos de células y
peculiaridades funcionales.

La cabeza se haya en intima conexién con el
testiculo por los conductos eferentes antes mencionados.
Las asas y vueltas del tubo estan cubiertas por una capa
fibrosa fina, que representa el equivalente de la tGnica
albuginea, y una capa visceral superficial de 1la tinica
vaginal (Cormack 1987); se mantienen unidos por tejido
conectivo y fibras musculares 1lisas. El conducto
epididimario esta recubierto por tiGnica muscular que consta
de fibras longitudinales, circulares y oblicuas. En su
interior se encuentra una l&mina epitelial que consiste en
un epitelio columnar estereociliado, de tipo
seudoestratificado. Las células basales contienen gotas
delgadas de lipidos y modificaciones apicales en forma de
estereocilios.

13
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Los estereocilios son microvellosidades extralargas
gque carecen de movilidad ya gque no tienen disposicién
microtubular interna pero sirven ©para incrementar 1la

superficie de absorcidn o secrecidén de revestimiento. La
lamina propia consiste de un tejido conjuntivo areolar
vascularizado. La lamina muscular est& dispuesta en forma
circular y se engrosa hacia la cola del epididimo. La

tGnica submucosa es de tejido conjuntivo areolar en la parte
central y en la periferia, la cual es continuacidén de 1la
tinica albuginea. Muchos espermatozoides se almacenan
dentro del 1lumen del conducto epididimal durante su
maduracidén. (Setchel y Brooks 1988).

En la parte de la cabeza las células estereociliadas

son rectas y largas y casi cubren el lumen que contiene el
liquido epididimario esparcido por espermatozoides. La
parte media tiene un lumen ancho y 1los estereocilios
usualmente estdn curvos o algunas veces ramificados, por 1lo
que las vacuolas supranucleares son prominentes en el
epitelio. El segmento terminal tiene menos epitelio; los
estereocilios son bajos y menos densos y el lumen del tdbulo
es densamente compactado con esperma.
El tdbulo epididimal estd rodeado por tejido conectivo que
contiene fibroblastos, colagena, fibras elasticas, vasos
sanguineos, vasos linfaticos, fibras nerviosas, macréfagos,
y membranas concéntricas de misculo liso. El grosor de la
membrana de misculo liso que rodea el tGbulo se incrementa
de la parte inicial al segmento terminal(Setchel y Brooks
1988).

En la rata hay una gran acumulacién de tejido graso
alrededor de la regién proximal del epididimo y constituye
el 1llamado "Paquete graso epididimario".

El epididimo al estar junto con el testiculo dentro
del escroto, tendrd una temperatura mas baja que las demas
partes del cuerpo (Setchell y Brooks 1988)

TRRIGACION:

El epididimo recibe sangre por dos grandes rutas
arteriales. La cabeza, el cuerpo y la regidén proximal de la
cola, son irrigados por ramas de la arteria espermitica un
poco antes o casi después de llegar al plexo pampiniforme.
La cola es irrigada por la arteria deferencial; rama de la
arteria iliaca interna (hipogastrica). Hay usualmente dos
ramas de la arteria epididimaria: la arteria superior
epididimal que irriga los ductos eferentes, la cabeza y el
cuerpo proximal, mientras que la arteria epididimal inferior
irriga cuerpo y cola. Cada arteria provee ramas en- las
zonas formado redes capilares alrededor del titbulo. (Fawcett
1991, Setchell 1970) '



El epididimo es un ©6rgano muy vascularizado. E1l
volumen mayor de irrigacién se localiza en 1la porcidn
inicial de 1la cabeza que es el lugar metabdlicamente méas
activo. (Fawcett 1991).

LINFATICOS:
Rama testicular 1linfatica dque acompafia 1la arteria

espermatica para alcanzar los nédulos del grupo para-adrtico
o lumbar.

INERVACION:

El epididimo esta inervado por los nervios
espermidticos medio e inferior. El nervio espermatico
inferior sale del plexo pélvico y contiene tanto fibras
simpiticas como parasimpaticas. Este ©6rgano es rico en
plexos perivasculares adrenérgicos y <colinérgicos, su
distribucién depende de cada especie. La cabeza y la cola

estdn inervadas, en forma mas distribuida en la rata, el
conejo, el cuyo y el hombre, pero la inervacidn se vuelve
mas compleja en el perro y en el gato. La inervacidén de la
cola es progresivamente mas prominente conforme la membrana
del mGsculo liso se incrementa hacia los tibulos deferentes.

En todas 1las especies, excepto en la rata se han
reportado fibras colinérgicas y adrenérgicas en la lamina
propia y epitelio; en la cabeza y en la cola, pero no en el
cuerpo. Sin embargo la localizacién intraepitelial de las
neuronas nunca ha sido observada en estudios
ultraestructurales (Setchel y Brooks 1988).

PATRON DE DESARROLLO EN EL SISTEMA DE DUCTOS:

Los ductos eferentes, epididimo, vas deferens vy
vesicula seminal son generalmente considerados de origen
MESONEFRICO (Wolfianos). Se forman del segmento anterior
(Robaire, Hermo. 1988)

El vas deferens del segmento medio y vesiculas
seminales del segmento posterior, son tejidos que se
desarrollan durante la gestacidén, bajo la influencia de 1la
testosterona y no de la dihidrotestosterona (DHT) (Wilson y
col. 1981).

El origen mesonéfrico comGn del epididimo y rifidn ha
podido en gran manera, proveer las pruebas necesarias para
entender el proceso regulatorio gque crea un dificil complejo
y cambios de constituyentes luminales del sistema de ductos.
Recientes estudios no solamente han mostrado gque hay
gradientes idnicos en el epididimo, andlogos ha aquellos que
hay en rifidn, sino también gque las hormonas no parecen
afectar al epididimo pero si al rifnén.

15
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La vitamina D y prolactina tienen receptores epididimarios
especificos y probablemente juegan un papel importante en
este tejido (Jenkins y col. 1980).

Estudios realizados con una cepa de ratas deficientes
en estos tejidos dque vienen de tidbulos mesonéfricos,
mostraban que estos animales no tenian rifién, vesiculas
seminales, conducto deferentes y parte del epididimo, pero
si tenian ductos eferentes y 1la porcién proximal del
epididimo, lo que hizo que 1los investigadores propusieran
que estas regiones del sistema se originan de los tdbulos
mesonéfricos en vez de conducto mesonéfrico (Robaire, Hermo.
1988) .

NATURALEZA BICOMPARTAMENTAL DEL SISTEMA DE CONDUCTOS.

Los conductos del sistema se dividen en dos
compartimentos: El epitelio y el lumen.

Sus funciones son:
COMPARTIMENTO EPITELIAL

a) absorcién

b) secrecién

c) metabolismo

d) espermiofagia.

COMPARTIMENTO LUMINAL

1.- Transporte de esperma.

2.- Adgquisicién de habilidad para fertilizar,
incluyendo la capacidad de movilidad
progresiva.

3.- Maduracién.

4.- Almacenaje.

COMPARTIMENTO EPITELIAL.
ANATOMIA Y HISTOLOGIA:

Histolégicamente se subdividen en 6 u 8 diferentes
zonas y la rata es una de las especies méds estudiadas (Ver
figura # 2). El epitelio epididimal es muy complejo debido
a que contiene gran variedad de tipos de células; cada
célula o tipo de célula, varia al depender la proporcién del
total de la poblacidn en los diferentes puntos a lo largo
del ducto (Faucett 1991). En contraste con el conducto
eferente; el epididimo carece de células ciliadas, la célula
predominante es principalmente esteriociliada.
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FIGURA # 2

VISTA DEL EPIDIDIMO Y DE SU HISTOLOGIA (3.5X). A)Segmento inicial de la
cabeza; B) Segmento final cabeza; C) Cuerpo; D)Cauda Proximal; E) Cauda distal
F) Vas Deferens. - . TOMADQ: -Yanagimachi y-col (1985)....--... . ... . ...
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Los cambios regionales en la histologia del epididimo
fueron descritas ya con precisién desde 1957 por Reid y
Cleland. Incluyendo las proporciones de células
principales, estrechas, claras, basales y con halo.

En el segmento inicial, 1las células principales
muestran nicleos en diferentes niveles. Aquellas con nicleo
en la parte alta de la mitad de la célula se han referido
como células apicales (Sun y Flickinger 1980). Las células
principales son moderadamente tefiildas y muestran algunas

microvellosidades altas que forman una barrera como
cepillo. Estas células tienen un nicleo redondo y palido,
con un nucléolo pronunciado y algunos granulos
supranucleares densos. Columnas densas longitudinales
habitan en 1la frontera entre las células principales
adyacentes.

En la cabeza, cuerpo y cola del epididimo, las células
principales muestran una tincién moderada, niacleo de forma
irregular, con un nucléolo prominente; estas células son
cortas a comparacidén de aquellas que estadn en el segmento
inicial. La regidn supranuclear contiene muchos gréanulos
densos, en donde la barrera tipica de cepillo delinea su
aspecto luminal. Se encuentran en las células epididimarias
principales, gr&dnulos densos esparcidos en la regidén basal.
En el cuerpo del epididimo cuerpos moderadamente densos
llenan la regidén basal de estas células.

Las células estrechas, se encuentran exclusivamente en
el segmento inicial del epididimo, se identifican por su
profunda tincién del citoplasma, nGcleo denso elongado que
estd localizado en la parte alta de la mitad de la célula, y
una base estrecha mal definida, que contacta la membrana
basal.

Las células claras que se encuentran en la cabeza,
cuerpo y cola del epididimo se identifican por una regién
apical altamente vacuolada y por la presencia de numerosos
granulos densos, por abajo y al lado del nGcleo. La regién
basal es usualmente ocupada por <cuerpos péalidos o
moderadamente densos. El nGcleo, variable en su posicién,
es redondo, de tincién p&lida y muestra un nGcleo
prominente.

Las células basales, que se encuentran por todo el
epididimo, son células planas elongadas que estdn cerca de
la base del epitelio en donde contactan la membrana basal.
Tienen un nicleo elongado o esférico moderadamente denso,
mostrando parches periféricos de cromatina condensada que
estdn envueltas en un borde de citoplasma y se observa
padlido porque se tifie con dificultad (Sun y col 1980).

Las células con halo del epididimo son similares a las
del conducto eferente. Estas células estan distribuidas a
todos 1los niveles del epitelio epididimal y pueden ser
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identificadas por un nicleo denso que muestra parches de
cromatina condensada periférica englobada por citoplasma de
palido a tenido.

En la rata la célula principal estructuralmente vista
como célula apical deriva de la célula definida por Sun y
Flickinger (1979), como célula columnar. Esta célula
columnar también da origen a las célula basales. La
conversién de las células columnares a principales y basales
tiene lugar aproximadamente en el dia 28 de vida. El otro
tipo de célula importante en la rata inmadura (16-28 dias)
es la célula estrecha. Esta célula se mantiene en el
segmento inicial de la rata adulta, pero para el resto del
epididimo ella da origen a las células claras.

Tanto las células columnares como las estrechas se
derivan de las células de soporte indiferenciada, en el dia
16 aproximadamente de vida.

La actividad proliferativa de las células principales
y basales ha sido examinada por Clearmont y Flannery (1970).
Ellos observaron que hay una declinacidn progresiva en 1los
indices de mitosis y clasificacién de células principales y
basales en ratas de edad de 2.5, 4 y 12 meses. Estas
observaciones permitieron a los autores sugerir gque la
poblacién de células epididimarias (principales y basales),
se expandian en animales adultos y que no se renovaban.

No hay un dato real de 1la distribucidén cuantitativa
relativa de las diferentes cé&lulas méas importantes
(principal, estrecha, clara, basal y halo); ya que se mueven
de un segmento al siguiente en el epididimo. Se realizaron
estudios del epididimo con glutaraldehido para determinar la
distribucién de las células. En el segmento inicial 1las
células "principales" eran de un 80% del total de 1las
células, mientras que las células basales contribuian a un
12% y células halo 5%, el resto 3% esta hecho por un tipo de
célula encontrado solamente en esta regién del epididimo,
que son las células "ESTRECHAS". Las células principales
son muy altas en este segmento, ya que los diametros
tubulares y luminal son relativamente cortos (Reid y col
1957) .

La distribucién relativa de las células principales y
basales se mantiene md&s o menos fija en la cabeza del
epididimo, sin embargo en esta regién, en donde las células
estrechas no se ven, las células claras (5%) son las
primeras gque se encuentran. El porcentaje aproximado de
células halo se incrementa un 30%. Al comparar un corte
longitudinal de 1la cabeza del epididimo y del segmento
inicial ( VER FIGURA # 3), se Ve aparentemente gque el
diametro luminal de la <cabeza se ha incrementado
notablemente y 1la altura de 1las células principales se
disminuye.
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FIGURA # 3
En esta figura se muestra la concentracion de las diferentes células que
se encuentran en la cabeza, cuerpo y cola del epididimo. Se hizo un
conteo de aproximadamente 1000 células en cada segmento y se determi-
no el namero relativo de células principales, estrechas, basales, claras
y balo.

Tomado de: "THe Physiology of Reproduction"
Vol Il. 1989.
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Ccomo lo ha descrito Reid y Cleland el aumento en 1la
densidad del contenido de espermatozoides en el lumen de la
cabeza del epididimo coincide con el incremento del diametro
luminal.

La contribucién relativa de las células principales de
el cuerpo del epididimo declina al 69% mientras que la
contribucién de células basales incrementa un 21%. La
contribucidén relativa de las células claras se incrementa en
un 30% en el cuerpo, mientras que las células halo decrecen
un 6.5% (cabeza) a 3.8 (en cuerpo). (Ver figura # 3)

Ninguna, ni la altura de la célula o el diametro
luminal cambia marcadamente conforme uno se mueve a través
del cuerpo (Reid y col).

El nGmero relativo de células basales o halo se ven
mas o menos idénticas conforme uno pasa de la cabeza a 1la
cola. El1 nuevo decremento en la distribucidén de células
principales en 1la cabeza se explica enteramente por un
incremento de células claras, ya que éste nimero se aproxima
al 10% (VER FIGURA # 3).

El dié&metro tubular se incrementa sustancialmente
entre la cabeza y la cola del epididimo conforme a 1la
densidad espermdtica (Reid y «col. 1957). Utilizando
técnicas de micropuncién se ha demostrado que la densidad
espermdtica incrementa cerca de 80 millones por ml a 1,950
millén por ml del rete testis a la cauda del epididimo
(Turner y col. 1984).

CELULAS PRINCIPALES:

Las células principales forman la columna alta del
Segmento inicial del epididimo. El1 aspecto de estas células
ha sido descrito en varias especies. Una representacién
esquemdtica de las células principales del segmento inicial
se muestra en la figura # 4.

En la regidén apical del epididimo de 1la rata las
células principales avanzan, dentro del lumen, cerca de las
dreas de unidn especializadas gque contienen numerosos
filamentos, microtdbulos, glicégeno y mitocondrias. Pozos
profundos recubiertos o sin recubrir de membrana plasmatica
apical se pueden ver como base de microvellosidades, y
subyacentemente a la superficie de 1la célula se pueden
observar también elementos vesiculares recubiertos, grandes,
esféricos o elongadas. También estadn presentes
vesiculas no recubiertas, 1largas y esféricas con cola
(endosomas) (VER FIGURA # ©5). Los tGbulos apicales
membranosos, no son abundantes, pero se ven también en la
regién apical. Varias vesiculas recubiertas y no
recubiertas son evidentes ya que tienen un diametro
aproximado de 50 - 60 nm.



FIGURA # 8- REPRESENTACION DIAGRAMATICA DE LA CELULA PRINCIPAL DEL
SEGMENTO INIGIAL. _

Microvellosidades.

Vesiculas Recubiertas

Pequefas vesiculas
recubiertas

Vesiculas Recubiertas
Grandes '

Endosomas Pequefias Vesiculas

. recubiertas
Filamentos

Vesicula de
Superficie Lisa

Cuerpos
Multivesiculares

Lisosomas

NOVF
Reticulo Endoplasmético [gH**
Granulado < {§8:

Saculos de Almacén
del Aparato de Golgi

Vesicula de .
Superficie Lisa ‘ ;
o) N
Reticulo Endoplasmatico Nl C

Rugoso ‘;ﬂ‘y\

Niacleo

Mitocondria.



23

Vesiculas grandes que no esté@n recubiertas (150 - 300
nm de diametro), forman la 1llamada superficie vesicular
lisa. Estas vesiculas son visibles en nimero variable en la
regién apical y usualmente presentan una matriz electrénica
lucente o wuna matriz que contiene un material fino
fluculento, o parches de material electro denso usualmente
adherido en el interior de la membrana.

El aspecto m&s eminente de la regién apical es 1la
presencia de numerosos elementos membranosos, largos,
dilatados de forma irregular, conocidos como el reticulo
endoplasm&tico granulado diseminado (Hoffer 1973). Estos
elementos presentan un lumen gque contiene un material
filamentoso fino; su superficie externa muestra ribosomas
ocasionales.

Como lo ha mostrado Hoffer y col (1973), esta cisterna
del reticulo endoplasmidtico se puede ver frecuentemente en
las cercanias proximales de la membrana plasmatica apical en
varios sitios (VER FIGURA # 4), sin embargo, puntos de
continuidad entre estas dos estructuras no son observadas.

En la regidén supranuclear profunda, hace su aparicién
una cisterna aplanada larga del reticulo endoplasmatico
rugoso, y que usualmente se ordena en linea paralela a lo
largo de la membrana plasmatica 1lateral. Cuerpos
multivesiculares que muestran en su matriz wuna tincién
palida, moderada, o densa, también se ven en esta regidn;
como a su vez un cuerpo de unién membranal grande, con un
material homogéneo electro denso, identificados como
lisosomas.

La utilizacién de marcadores, introducidos al lumen,
han demostrado que estas células estdn relacionadas en 1la
endocitosis. La ruta endocitica comprende pozos
recubiertos, vesiculas, cuerpos multivesiculares y lisosomas
(Hoffer y col 1973).

El abundante aparato de Golgi, ocupa la parte baja de
la regién supranuclear. Se forma por varias cisternas
apiladas que van paralelas a lo largo del eje de la célula y
asociado con vesiculas mds pequeias. Los séculos o
vesiculas se apilan aproximadamente de 10 en 10 y se forman
asi las cisternas caracteristicas que son similares a las
gque se presentan en las espermiatides.

La regién basal de éstas células es ocupada por el
nGcleo e infranuclearmente se encuentran numerosas cisternas
aplanadas de reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias,
poliribosomas y algunos cuerpos densos identificados
citoquimicamente como lisosomas. Las gotas lipidicas no son
muy caracteristicas en estas células (Hermo y col 1986).
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ILa habilidad de 1las células principales de tomar
sustancias de la base no ha sido estudiada. Las vesiculas
y los pozos cubiertos o descubiertos, los endosomas o los
cuerpos multivesiculares no se encuentran usualmente en ésta
regién.

En el segmento inicial del epididimo se han
identificado células con el nicleo en la parte apical y se
conocen como células apicales. Observaciones morfoldégicas
de estas células indican que éstas son idénticas en
apariencia a sus vecinas 1las células principales. La
descripcién de las poblaciones separadas de las células
apicales son simplemente acomodos topograficos de las
células principales alrededor del ducto, (Reid y col 1957).

De varios tipos de células que se encuentran en el
sistema de ductos del macho, el aspecto ultra estructural de
las células principales de la cabeza, cuerpo, y cola del
epididimo han sido las mas activamente investigadas por 1lo
menos en los 10 Gltimos afios desde Hamilton (1975).

Las células epiteliales principales de 1la cabeza,
cuerpo y cola del epididimo son mas cortas que aquellas que
se encuentran en el segmento inicial; ya que tiene una
amplia A4rea de comunicacidén con el lumen.

La regién apical de las células principales de estos
tres segmentos muestran escencialmente la misma estructura
en su forma. En esta regién también se observan
mitocondrias, filamentos, polisomas, microtdbulos,
endosomas, cisternas de reticulo endoplasmatico, cuerpos
multivesiculares p&lidos.

Una de las mayores diferencias entre las células
principales de 1la cabeza, cuerpo y cola del epididimo son
los lisosomas. En la cabeza, estos cuerpos se reconocen por
la presencia de un lumen palido gque contiene material
fluculento. En el cuerpo contienen un material electro
denso de forma homogénea. En la cola contienen material
homogéneo denso-obscuro. Otra diferencia importante que se
puede encontrar en estos tres segmentos es: En el cuerpo
pero, no en los otros dos segmentos del epididimo, se pueden
ver gotas de lipidos en la regidén supranuclear (Robaire,
Hermo 1988).

En la siquiente figura se muestra esquematicamente
una representacidén de la célula principal de la rata.
(VER FIGURA # 5).
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CELULAS ESTRECHAS:

Las células estrechas del epididimo son células
columnares altas, siendo mas estrechas aGn que las células
principales. Estas células se encuentran en el segmento
inicial del epididimo en especies como la rata, el ratdén, y
el héamster. Las células estrechas tienen un aspecto
parecido con 1las 1llamadas células ricas en mitocondrias,
descritas para otras especies y qgque se encuentran en
diferentes segmentos del epididimo (Robaire y col. 1988).

Sun y Flickinger (1980) han descrito estas células en
la rata y se identifican por 1la presencia de una
considerable cantidad de pequefias vesiculas no recubiertas
en la regién apical; contienen numerosas mitocondrias
distribuidas por todo el citoplasma y unas cuantas cisternas

del reticulo endoplasmatico rugoso. La funcidén de las
vesiculas no ha sido bien esclarecida, sin embargo, se cree
que estdn relacionadas con la endocitosis. Se ha reportado

la presencia de vesiculas de apariencia similar en las
células de Leydig en donde a su vez se ha mostrado que
est&n relacionadas con la funcién de endocitosis adsortiva.

Cuerpos multivesiculares que muestran una matriz de
un palido moderado o denso al tefiirse, son también evidentes
en la regidén supranuclear en compafiia de algunos cuerpos
densos de unién membranal que posiblemente son lisosomas.
La funcién de endocitosis en estos cuerpos
multivesiculares y cuerpos parecidos a lisosomas en las
células estrechas no se ha podido comprobar.

El aparato de Golgi estd formado por varias lineas de
s&culos y vesiculas asociados, dichas lineas se encuentran
situadas en la regién supranuclear y cerca del ndcleo. En
la regién media citoplasmatica se encuentran algunas
cisternas de reticulo endoplasmiatico rugoso, polisomas, y
mitocondrias. Se pueden encontrar varios grénulos de
glucdégeno esparcidos en el citoplasma y que estan casi
siempre reunidos en grupos, 1lo cual sugiere que éstas
células requieren una dgran cantidad de energia. La
diferencia entre 1las células precursoras y las células
estrechas parece ser que son andrégeno-independientes, como
se ha demostrado en cultivos de epididimo de rata inmadura
(Robaire, Hermo 1988).

Las células estrechas son 1las precursoras de las
células claras. Los estudios morfolégicos que se han
realizado en éstas células no han permitido conocer su
funcién.

CELULAS CLARAS:

También conocidas como células de 1luz o prominentes,
se han identificado solo en la rata, el hé&mster y el ratén.
En la rata, éstas células no se encuentran en el segmento
inicial del epididimo pero estan presentes en la cabeza, el
cuerpo y la cola, como también en el segmento proximal del
conducto deferente.
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Las células claras del epididimo se caracterizan por
tener una regidn apical que contiene numerosas vesiculas
palidas de diferentes medidas; una regidén supranuclear
grande empacada por una abundante cantidad de cuerpos
densos, largos y tefiidos, de varias formas 6 tamafios. En la
regién basal se encuentra el nGcleo y una cantidad variable
de gotas lipidicas (Hamilton 1977).

Se encuentran microvellosidades que se extienden de 1la
membrana plasmdtica apical, hacia el lumen (Hamilton 1977).
Se ven en continuidad con la membrana plasmatica pozos 6
invaginaciones largas y que estdn recubiertas.

Después de aplicar una inyeccidén con marcadores dentro
del lumen de la cola del epididimo, las vesiculas apicales,
y vacuolas de las células claras se encontraron marcadas; lo
que indica una funcién endocitica para éstas células. Esta
actividad endocitica es mucho mayor en 1las células claras
que en las células principales adyacentes, particularmente
en la cola del epididimo (Robaire, Hermo. 1988).

CELULAS BASALES:

Estas se encuentran en todas las especies. Aparecen
a lo largo de todo el sistema de conductos en el macho con
la excepciébn de 1los conductos eferentes. En la rata las
células basales son pequefias, redondas o elongadas, muestran
un nGcleo largo y una cantidad pequefia de citoplasma.

Estas células que no 1llegan a alcanzar el lumen,
usualmente se ven entre las células principales adyacentes y
la base del epitelio en donde tienen una extensa &rea de
contacto con 1la membrana Dbasal. Pueden encontrarse
desmosomas entre las células principales y basales. El
citoplasma que se encuentra alrededor del nicleo, contiene
ademias del aparato de Golgi, mitocondrias, algunas cisternas
del reticulo endoplasmatico rugoso, y unos cuantos lisosomas
(Robaire, Hermo, 1988) (Hamilton y col. 1977).

2.2. SINTESIS DE ANDROGENOS:

La sintesis de andrdégenos en las células de Leydig
empieza con la movilizacién de colesterol que entra en forma
de gotas lipidicas dentro del citoplasma. El colesterol es
elevado dentro de 1la membrana mitocondrial en donde se
convierte a pregnenolona (Hall P. 1989). La pregnenoclona se
mueve al compartimento microsomal y es atacado por enzimas
para convertirse en un producto de 21 carbones a 19 carbones
dando androstendiona o dehidroepiandrosterona (dependiendo
la via si es por delta 5 6 delta 4).

Finalmente androstendiona se convierte a testosterona
por 1la 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa. Para 1la
formacién de estrdgenos la testosterona se aromatiza por la
influencia de aromatasas (Yen y Jaffe 1986 y Hall 1989).
(Ver esquema # 1).
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ORIGEN DE LOS ESTROGENOS EN LA SANGRE DEL MACHO.

Estrona y estradiol son los estrdgenos importantes que
circulan en 1la sangre del macho. Después de una
orquiectomia, los niveles de ambos esteroides decrecen.
Estas observaciones sugieren que el testiculo secreta
hormonas estrogénicas. Sin embargo, intentos de identificar
estrona y estradiol en la sangre venosa espermdtica indican
que solo del 10 al 20% de estos esteroides son de origen
gonadal. Similares cuantificaciones de estrégeno en sangre
venosa adrenal sugieren que esta glandula enddécrina puede
aportar solo una pequefia porcidén del la cantidad total que
se encuentra en la sangre. El origen de la mayor porcidn
de estrégenos en sangre en el macho fue primeramente 1los
estudios gque se hicieron <con hombres gque padecian
hipogonadismo y se 1les administré grandes dosis de
testosterona desarrollando ginecomastia (Yen y Jaffe 1986).

Subsecuentemente se demostrd que administracién
intravenosa de testosterona se convertia en estradiol, que
entra de nuevo a la sangre. Muchos tejidos no-endbécrinos se
sabe que tienen el citocromo P-450 dependiente de aromatasas
para la conversidén de andrbégenos a estrdégenos, y todos 1los
estudios al respecto en el cuerpo han demostrado que la
mayor porcidén de estradiol y estrona en sangre en los machos
normales y en el humano son derivados de la testosterona y
androstendiona respectivamente, circulante (Yen y Jaffe
1986) .

En la mayoria de los sistemas endbécrinos del cuerpo,
se cuenta con un dispositivo de seguridad interno, el
sistema de RETROALIMENTACION NEGATIVA, que permite al
producto regular la cantidad de hormona estimulante. Esto
se puede explicar por medio del siguiente esquema que hace
mas objetiva su visualizacién: :
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En éste esquema podemos apreciar los mecanismos de
regulacién endécrina del eje hipotdlamo-hipdéfisis-testiculo.
La estimulacién positiva (+) de la GnRh secretada por el
hipotdlamo, causa la sintesis y secrecién de LH y FSH por el
16bulo anterior de 1la hipéfisis y estas dos estimularéan
respectivamente a la funcién de células de Leydig y Sertoli.
La testosterona (T), producida por células de Sertoli y
posiblemente tiene una accidén directa sobre células

germinales. Testosterona también estimula la funcidén del
epididimo y glandulas accesorias sexuales. Una cantidad de
Testosterona es convertida a estradiol (E2) por

aromatizacidén, probablemente por células de leydig y Sertoli,
y ambas actuardn ( T y E2) en una forma negativa (=) hacia
los principales centros nerviosos del hipotdlamo y 18bulo
anterior de hipéfisis, para suprimir la secrecién de GnRh, LH
y FSH. Sertoli también produce inhibina (I), que actGa en
16bulo anterior de la glandula pituitaria para suprimir la
secrecién de FSH y la activina (Amann R. 1989).
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Hay también otro sistema de regulacidén endécrina en el
organismo y este consiste en 1la 1llamada "REGULACION DE
RECEPTORES A LA BAJA'. Este término se refiere a un
decremento en el nimero de receptores en la superficie de de
las células de Leydig o de Sertoli y se cree dgque los
receptores se internalizan pero no son degradados. Por 1lo
gue se ha encontrado que altas concentraciones de hormonas
causan este fendmeno de regulacidén de su propia produccidén de
receptores disminuyéndolos en las células blanco (Kevin y
col. 1980).

El epididimo es estrictamente andrégeno dependiente para
el mantenimiento de su estructura como también para su
actividad metabdlica, secretora, reabsortiva y biosintética.
Estos andrbégenos son aportados por el testiculo.

El resultado de la falta de influencia de andrégenos es
la siguiente:

a) Regresidén general del epitelio epididimal.

b) Reduccidén del didmetro del tidbulo.

c) Declinacién rapida en el nimero de espermatozoos

dentro de la cola.

d) Cambios de composicién del plasma epididimal.

e) Degradacidn de los espermatozoos incapaces de

madurar y muerte réapida.

La testosterona llega por tres vias al érgano:

1.~ Sangre.
2.- Linfaticos.
3.- Semen testicular. ABP. (Hansson y col. 1975).

Al igual que en el testiculo la testosterona se reduce
para convertirse en un producto mds activo que es 1la
Dihidrotestosterona (DHT). Los receptores androgénicos se
encuentran en mayor cantidad en cabeza y menos en cuerpo Yy
cola. En adicién también se tienen receptores a 178
estradiol (Younes 81).

Se ha demostrado dque la proteina transportadora de
andrégenos (ABP) y los andrdégenos existen en altas
concentraciones en el tejido y 1lumen de 1la cabeza del
epididimo. Estudios realizados por Turner y Roddy (1990);
demuestran gque aproximadamente un 71% de los andrdégenos son
capturados en la parte intraluminal por ABP en la cabeza del
epididimo. E1 ABP se produce en el testiculo, es secretada
al torrente sanguineo y transportada al epididimo. Danzo y
col (1990) ;demuestran que la testosterona es el mayor
regulador in vivo de la sintesis de ABP testicular.

153877
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2.3. FUNCIONES DEL EPIDIDIMO

1.- ActQia como reservorio de
espermatozoides

2.- Produce el plasma epididimal (medio

de composicidn para espermatozoides)

3.~ Promueve la maduracidén del

espermatozoo.

4.- Mecanismo de eliminacidn de
Espermatozoides adultos o células
muertas (macréfagos) (Court 1983).

La parte inicial y media es donde se maduran 1los
espermatozoides y la parte final o terminal es la regibén de
almacén de los espermatozoides maduros para ser eyaculados o
desechados en la orina (Court 1983).

PROPIEDADES DE REABSORCION:

El epitelio del epididimo tiene una gran capacidad
reabsortiva, el semen testicular es bastante diluido al
llegar a la cabeza y ya desde esa zona se convierte en semen
epididimal mas concentrado, reabsorbiendose hasta un 95% del
liquido. Como parte de este proceso de condensacién hay
otros cambios fisicoquimicos que van a ocurrir como es la
baja en su pH. En la rata el pH tiene una baja de 7.4 a 6.5
0 6.6, cabios que posiblemente son dados por la accién de la
anhidrasa carbdénica y el transporte de iones de hidrégeno y
HCO; (Yamagimachi, 1988)

La habilidad de reabsorcién del ducto epididimario es
altamente selectiva y varia de un segmento a otro. Esto se
puede ver claramente en el movimiento de iones como Na y K en
particular, en donde el plasma testicular es caracterizado
por concentraciones altas de Na y K lo contrario del plasma

epididimal. Su osmolaridad se ve que es de 300 en suero de
testiculo pero en cabeza y cuerpo de 400 y cola de 300
aproximadamente. El cloro es octro ejemplo claro ya que se

encuentra en liquido seminal en la misma concentracién de
suero sanguineo sin embargo en cabeza, cuerpo y cola del
epididimo esta totalmente diferente en las distintas regiones
anatémicas del epididimo. Siendo lo mismo con el fésforo.

Turner y col (1990) determinaron el movimiento de fluido
en el lumen del epididimo de la rata midiéndolo en cuatro
diferentes regiones . El flujo m&s rapido ocurre en la parte
proximal de la cabeza del epididimo que es de 18.5 +/- 3.7
mm/hr. y el flujo mds lento es en la parte distal de la cola
que es de 2.5 +/- 0.5 nmm/hr.
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MADURACION EPIDIDIMAL DEL ESPERMATOZOO.

La maduracidén se considera como la uGltima etapa de 1la
espermiogénesis y se define segin Rosado y Hernandez (1988),
como: "Proceso complejo que se inicia durante el tréansito
del espermatozoo por el epididimo, continua después de la
eyaculacién y finalmente confiere al espermatozoo su
capacidad funcional, movilidad y capacidad fertilizante, sin
la cual no es capaz de fecundar al ovocito".

El espermatozoo que se encuentra en el testiculo de los
mamiferos no es capaz de fertilizar al o6vulo. Esta
habilidad le es conferida al pasar lentamente a través de
todo el epididimo; proceso conocido como '"“MADURACION
EPIDIDIMALY" (Orgebin-Crist 1981).

El sitio en donde el espermatozoo empieza ha adquirir su
capacidad fertilizante varia de una especie a otra. En
algunas especies (verraco), es en el segmento distal de 1la
cabeza, mientras que en otros (rata), es en la parte distal
del cuerpo del epididimo ( M. Court 1983). En general Court
considera gque en la cabeza y cuerpo se 1lleva a cabo la
maduracidén y la cola funciona como depbésito. (VER FIGURA #6)

Tampoco todos los espermatozoos adgquieren su capacidad
fertilizadora simult&neamente. Algunos aparentemente estéan
fértiles mucho ma&s rapido o en la regidén mas proximal del
epididimo que otros. Sin embargo como regla general, no es
sino hasta que entra a la cola del mismo, en donde la gran
mayoria de los espermatozoos tienen su potencial fertilizante
completo (Yanagimachi 1988).

AMP ciclico y AMP dependiente de proteina Cinasa se cree
que estédn involucradas en 1la regulacidén escencial de las
funciones del espermatozoo como son: movilidad, maduracién
epididimal, capacitacidén y reaccidén acrosomal (Oyen y col
1990).
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CAMBIOS DEL ESPERMATOZOO EN EL EPIDIDIMO:

a) Se agrega glicoproteinas especificas, sustancias
organicas. glicerilfosforilcolina y carnitina. (Eddy Yy
_ col 1985; Yanagimachi 1988).

b) Formacién de una capa membranal formada por 1la
adsocién de proteinas de plasma seminal (Yanagimachi
1988) .

c) Migracién de 1la gota citoplamatica. (enzimas

lisosémicas) (Rosado, Hernandez 1988).

d) Maduracién de algunos componentes intracelulares
(acrosoma, nicleo y flagelo) (Rosado, Hernandez 1988).

e) Aumento de puentes de disulfuro. SH a S-S.

Dando una estructura mas rigida. Rigidez al flagelo para
sus microfibrillas y mayor movilidad (Bedford, Calvin
1974) .

Uno de los cambios mas prominentes en el espermatozoo
durante su paso por el epididimo, es la habilidad a adquirir
su movimiento progresivo, sirviéndole la cola del mismo como
locomocién. El espermatozoo testicular no tiene movilidad o
su movilidad es muy débil. Esto es cierto no solo dentro del
testiculo sino cuando estos son suspendidos en solucibn
salina fisiolbégica. Espermatozoos maduros obtenidos de la
cola, inician su actividad con movimientos progresivos al
ponerlos en la solucién salina fisiolégica, mientras que los
de cabeza tendran movimientos lentos y solamente de la parte
distal de 1la cola del espermatozoo dando movimientos sin
sentido o circulares (Mohri, Yanagimachi 1980).

La inhabilidad de movimiento del espermatozoo testicular
es probablemente o en parte por la inmadurez de su membrana
plasmatica.

Durante su paso por el epididimo el espermatozoide
estard en contacto con varias sustancias, como proteinas,
carnitina y Gglicerofosfocolina que vienen del fluido
epididimario (Yanagimachi 1988). Se cree que esto es muy
importante para el desarrollo del espermatozoide y su
habilidad de movimiento (Yamagimachi 1988).

En algunas especies la morfologia y la estructura del
acrosoma cambia durante la maduracidén epididimal (cobayo). La
morfologia del niGcleo no cambia dramdticamente durante 1la
maduracién, pero su cromatina se estabiliza por uniones
disulfdricas. Los componentes de 1la cola (ej. fibras y
vaina), también se estabilizan con uniones S-S durante 1la
maduracién. (Bedford, Calvin, 1973).
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Los cambios estructurales de la membrana plasmética del
espermatozoide se puede explicar, en parte, por el cambio de
estructura terciaria de 1las proteinas membranales de alfa
hélice a beta hoja de léamina.

Como se menciond el epididimo tiene una alta actividad
de absorber y secretar fluidos. La osmolaridad y 1la
composicién quimica del fluido secretado por epididimo varia
de un segmento a otro (D'Addario, Turner, Howards. 1980); por
lo tanto se esperaria que la membrana plasm&atica del
espermatozoide expuesta al fluido epididimal se altere paso a
paso segin en el segmento gque se encuentre. No hay duda que
la membrana plasmdtica sea uno de 1los 1lugares de mayor
modificacién durante 1la maduracién. Este cambio wva ha
incrementar la habilidad de la cabeza del espermatozoide para
poderse adherir a la zona peliGcida después de pasar por 1la
cola del epididimo.

La membrana plasmatica del espermatozoo ha sido
recubierta con varias macromoléculas (antigenos), cuando deja
el testiculo; éstas al pasar por el epididimo pueden
absorberse, alterarse o perderse y nuevas macromoléculas se
integran a la membrana plasmatica (Eddy y col 1985). Las
principales son las GLICOPROTEINAS. La alteracidén en las
caracteristicas de las enzimas preexistentes y la ganancia de
nuevas proteinas de la membrana plasmatica del esperma, son
mediadas por lo menos en parte, por enzimas como la
galactosiltransferasa y la sialitransferasa presentes en el
fluido epididimario, como también la alpha-lactoalbimina que
regula la glicosilacidn de glicoproteinas en la superficie
del esperma (Hamilton y col 1980). La sintesis y secrecidn
de varias glicoproteinas por el testiculo y las diferentes
regiones del epididimo, asi como la integracién de éstas
glicoproteinas sobre o dentro de las diferentes regiones de
la membrana plasmatica del espermatozoide esta bien
documentada (Yanagimachi 1988; Hammerstedt 1982).

El cambio de 1la habilidad de unidén-lectina de 1la
membrana plasmdtica del espermatozoo durante la maduracién
epididimal indica que ciertos residuos sacadridos terminales
de las glicoproteinas de la membrana del espermatozoide estén
alterados, cubiertos o adicionados durante la maduracién
(Hammesstedt 1982).

Estos cambios le confieren a la membrana citoplasmatica
las siguientes caracteristicas:

1.- Maduracidén de la membrana.

2.- Mas estabilidad.

3.- Cambio de permeabilidad.

4.~ Aparecen microtibulos.

5.~ Cambia el espermatozoide de carga neta superficial.
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Las glicoproteinas no son las (nicas moléculas
membranales que cambian durante la maduracién, los lipidos
membranales también tienen cambios en sus caracteristicas
fisicas y quimicas. El hecho de que el epididimo tenga una
alta actividad de sintesis de colesterol, especialmente en su
parte del cuerpo, sugiere que el colesterol es una de la
moléculas lipidicas que se integran a la membrana plasmatica
durante la maduracidn (Schlegel 1984).

El cambio en la distribucién del patrén de particulas
protéicas (glicoproteinas) en la membrana plasmatica durante
la maduracidén parece ser el reflejo de 1las alteraciones
quimicas en ambas moléculas (proteinas y 1lipidos) de 1la
membrana plasmatica del esperma.

Las ratas se consideran en pubertad a los 50 dias de
edad cuando los espermatozoides son encontrados por primera
vez en la cola del epididimo (Robb 1978).

La produccién espermdtica/g. de testiculo incrementa

hasta 75 dias de edad y el peso del testiculo se incrementa
hasta los 100 a 125 dias, por lo tanto las ratas Wistar no
estédn sexualmente maduras sino hasta los 100 dias de edad.
Se han probado ratas sexualmente maduras con un peso
testicular de 3.79 las cuales producen 86 X 106
espermatozoides o 24 X 10 espermatozoides diarios, por
gramos de paréngquima testicular. Sus par de epididimos
contienen 295 X 10° espermatozoides en cabeza-cuerpo y 440 X
10% en cola.

Produccidén diaria de espermatozoides por testiculo es
de 23.7 X 10%° (+ - 2).

Por rata es de 85.5 X 10°
Reserva de Cabeza y cuerpo de epididimo. 295 X 10°

Cola 440 X 10° (Robb, Amman y Killian 1978).

TRANSPORTE DEL ESPERMATOZOIDE POR EL CONDUCTO EPIDIDIMARIO:

Se requiere de determinado tiempo para que el
espermatozoo pase a través del epididimo y madure; éste
tiempo se puede medir marcando el DNA de 1las células
germinales con timidina 32p o H3 para sequir asi 1la
progresidén del espermatozoo marcado a través del epididimo
por autoradiografia o bien midiendo la radiocactividad.
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La duracién del trénsito de cada segmento esta dada por
la diferencia entre 1la 1llegada del primer espermatozoo
marcado en la cabeza y su presencia en cada segmento {cabeza,
cuerpo Yy cola), mientras 1la duracién del transito es
proporcional a el tamafio de 1la reserva en cada segmento
(Orgebin-Crist, 1962). Finalmente se puede también calcular
dividiendo el nlmero de espermatozoos dentro de cada segmento
por produccibén espermatica diaria del testiculo que provee
estos espermatozoides (Swierstra, 1971). Sin embargo 1lo
largo del ducto epididimario es variable dependiendo de cada
especie pero, el tiempo de transito es muy parecido,
aproximadamente de 10 a 12 dias (Ver tabla # 1). El proceso
de maduracién tiene lugar de tres a cinco dias (cabeza y
cuerpo) en casi todas las especies, con la excepcidén del
hombre.



39

TABLA #

1

DURACION DEL PASO DE LOS ESPERMATOZOIDES
EN EL DUCTO EPIDIDIMARIO EN MAMIFEROS.

ESPECIES TIEMPO DE TRANSITO EN DIAS REFERENCIAS
EPIDIDIMO CABEZA COoLA
COMPLETO CUERPO
VERRACO 14.0 5.0 9.0 SINGH 1962%*
10.2 Swierstra 68%*
TORO 8.0-11.0 4.0 5.0-7.0 Orgebin 1961%*
9.0-12.0 Koefoed 61%*
COYOTE 14.0 Kennelly 72%*
HAMSTER 15.6 2.0 13.6 Amann 76%
CONEJO 9.0-10.0 4.0 5.0-6.0 Orgebiné5*
7.0-11.0 Amann 65%
8.0-10.0 Swierstra 65%*
12.7 3.0 9.7 Amann 76%*%
BORREGO 11.0-13.0 4.0 7.0-9.0 Ortavant 59%*
Amir 68%*
RATA 8.4 3.4 5.0 Robb 78*%%*
6.0 Dyson 72%
RATON 9.7 3.9 5.8 Meistrich 75%
8.7 3.1 5.6 Meistrich 765%*
MONO 10.5 4.9 5.6 Amann 76%%
HUMANO 5.5 1.8 3.7 Amann 81**

* Calculado por transporte de espermatozoo marcado.
** Calculado por reservas espermaticas.

Tomado:

Courot M. 1984
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La fuerza principal para el paso de los espermatozoides
a lo largo del ducto epididimario es de origen neuromuscular
y depende de contracciones ritmicas espontaneas del ducto,
gque a su vez son dependientes de la presencia de andrégenos;
en ratas orquidectomizadas las contracciones espontaneas del
ducto cesan a menos que los animales sean tratados con
testosterona. L.a cola es particularmente bien dotada de
nervios adrenérgicos, la denervacién del ©6rgano inhibe las
contracciones espontaneas, mientras gque catecolaminas vy
oxitocinas ejercen efecto estimulatorio (Fawcett 1991). En
ratas y conejos la reduccién en la liberacidén de oxitocina
por la neurohipdéfisis da como resultado una disminucidén en la
salida de espermatozoides en el semen eyaculado.

CAMBIOS MORFOLOGICOS DEL ESPERMATOZ0OO EN EL PASO POR EL
EPIDIDIMO

Observaciones directas en microscopio electrénico
muestran que durante la maduracién ocurren cambios en la cara
citoplasmatica de 1la membrana, dentro del plano de 1la
membrana y en la cara externa de la misma. En la parte
proximal de 1la cabeza en epididimo de rata un material
fluculento llena el espacio entre la membrana plasmatica y la
parte externa de la membrana acrosomal (Suzuki y Nagano
1980). Esto desaparece en la parte mads distal del segmento
del epididimo.

La criofractura muestra una extensiva distribucidén de
particulas intramembranosas en la membrana plasmitica
cubriendo el acrosoma (Suzuki y Nagano 1980). Las particulas
estan casualmente distribuidas en la membrana plasmatica del
espermatozoo de 1la parte proximal de 1la cabeza. En
espermatozoos de 1la parte distal de 1la cabeza y parte
proximal del cuerpo, las particulas se segregan en placas de
varios tamafios. El cOmulo de placas de 1la particulas
desaparecen en el espermatozoo de la parte proximal de 1la
cola del epididimo, en donde las particulas son distribuidas
en forma casual. Estos cambios se ven solo en la membrana
acrosomal y no en otras regiones de la superficie del esperma
de rata.

Un material parecido a glicocalis se acumula en la parte
mds externa de la membrana distal de espermatozoo de la parte
distal de la cabeza (Suzuki y Nagano 1980). Estan distribuido
en forma de parches, remanencias del arreglo en forma de
placa de las particulas intramembranosas gue se vieron en las
preparaciones de criofractura. En la regidén proximal de 1la
cola éste material glicocalico, empieza a desprenderse de la
superficie del esperma y no ésta ya presente en la superficie
del espermatozoo de la parte distal de la cauda.
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Los cambios coincidentes en 1la distribucidén del
glicocalis y 1las particulas intramembranosas exalta la
posibilidad que 1la unién de componentes de la membrana
externa puede cambiar la organizacidén estructural dentro de
la membrana. La finalizacién de estos cambios en la membrana
coinciden <cerca con la adgquisicién de la habilidad
fertilizadora en la rata.

(Courot 1983).

Los cambios ocurridos en el exterior de la superficie de
la membrana plasmitica del esperma han recibido gran atencién
porque ellos parecen reflejar las contribuciones del medio
epididimal en el cual el desarrollo de 1la movilidad vy
habilidad de fertilizar son dependientes (Courot 1983).

Orgebin-Crist (1981), muestran la posibilidad de que el
zinc es necesario para la formacién normal del flagelo
durante 1la fase tardia de la espermiogénesis. Ellos
mostraron que la falta de zinc producia anomalias
ultraestructurales en el flagelo de la rata, y también tiene
un efecto en la coordinacién de 1la movilidad progresiva
durante la maduracidén epididimal.

Actualmente estd bien establecido que el espermatozoo de
mamifero gradualmente adquiere su movilidad y capacidad
fertilizante mientras va pasando a través del epididimo y que
algunos cambios necesarios para que se expresen su habilidad
de movimiento y capacidad fertilizante son dependientes del
medio epididimal. Sin embargo, todavia no se conoce bien el
mecanismo que requiere para el desarrollo de la movilidad y
habilidad fertilizante, en la interaccién del espermatozoo y
los componentes de el medio epididimal, o su significado
funcional de muchos de los cambios de maduracién que ocurren
durante del tréansito epididimario. La maduracién en el
tracto genital masculino y 1la capacitacién en el tracto
genital femenino puede verse como una sucesidén de cambios que
le permiten la interaccién exitosa del espermatozoide con el
6vulo en el sitio de la fertilizacién. Recientes estudios
pueden enseflarnos dque el proceso de fertilizacién en
invertebrados y vertebrados marca una interaccién del gameto
involucrando a complejos sistemas de comunicacién bioguimica
que alteran la movilidad, metabolismo y estructura membranal
del espermatozoo y los hace capaces para responder a las
seflales bioquimicas emanadas por el medio del tracto
femenino y el huevo (Court 1983).

Durante varios afios se ha trabajado duramente en la
investigacién de posibles anticonceptivos para el hombre. En
un principio en la década de los 60's empezaron a elucidar
cual era 1la funcién de las hormonas esteroides sobre las
gdénadas, espermatogénesis, y glandulas accesorias (Clermont y
Harvey 1967; Lacy y Lofts 1965)

153877
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Para la década de los 70's ya se tenia claro cual era su
sintesis funcién y retroalimentacién de los esteroides en el
aparato reproductor del macho y empieza haber un interés por
los anticonceptivos autores como Lacy 1973, Ewing y col 1977;
Robaire, Ewing, Irby, Desjardins 1979; por citar algunos.

En éstos dias se sabe que la administracién de dosis
bajas de testosterona a ratas machos intactos da como
consecuencia la baja en la espermatogénesis y también 1la
disminucién de los titulos de LH en sangre sin influenciar
los niveles o pesos de las glandulas accesorias (vesicula
seminal, préstata). En contraste la administracién de dosis
altas de testosterona regresa la espermatogénesis, incrementa
la testosterona en el suero y proporcionalmente incrementa
las gladndulas accesorias sin incrementar LH en suero (Robaire
y col. 1979).

Un gran nGmero de estudios se han efectuado sobre el
efecto de 178 estradiol en la rata macho adulta; y es claro
que el 178 estradiol es un potente inhibidor de la liberacién
de gonadotropinas. Swerdloff y Walsh (1973), Van Beurden y
col (1977) y otros han concluido que la regresidn gue se
observa en el tracto reproductor masculino de la rata después
del tratamiento con el estradiol es dGnicamente por su
potencial de inhibicidén de liberacidn de gonadotropinas.

Otros autores como Sivella y col (1978), Steinberg y
col. (1978), han presentado evidencias de que hay un efecto
directo del 178 estradiol sobre el testiculo. Esto también
depende de la dosis, régimen y ruta de administracidén del
estradiol difiriendo marcadamente en 1la mayoria de éstos
estudios.

El uso de combinaciones de testosterona y estradiol se
ha propuesto como método de anticoncepcidédn para el macho ya
que Ewin y Robaire (1979), demostraron que actdan
sinergisticamente ©para inhibir la espermatogénesis Yy
decrementar la fertilidad en la rata macho adulta.

Robaire y col (1984); han propuesto la relacibén entre el
incremento de dosis de testosterona, decremento de
espermatogénesis, decremento de la fertilidad y el efecto de
la progenie. Una reduccidén en reservas de esperma epididimal
de la cola a menos de 5 millones no era determinante para
producir fertilidad.

Las dosis bajas de estradiol que se han propuesto como
formulacidén anticonceptiva,240 ng/dia/animal aproximadamente
por Robaire y col (1987), resultan los niveles de estradiol
en suero, no significativos o gque difiera de aquellos
encontrados en machos no tratados; a estas dosis pocos
efectos significativos en el sistema reproductor del macho
han sido reportados.
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sin embargo en dosis altas de estrégenos se ha visto que
afectan la fertilidad del macho (Rao y Chinoy 1983) e inhibe
la espermatogénesis (Robaire y col 1979; Oko y col 1984);
reduce los pesos y funciones de las glandulas accesorias (Oko
y col. 1984); reduce el comportamiento sexual del macho y
causa ginecomastia (Brigs y Brigs 1974).

Robaire y co0l.(1987), han reportado que dosis de
estradiol usando en formulacidén de anticonceptivo ( 1mm en
cédpsulas de implantes de ©polidimetil siloxana de 240
ng/dia/rata), ain en tratamientos largos, no afecta
significativamente ningGn paréametro del sistema reproductor
del macho, fertilidad o progenie. A dosis altas de estradiol
(arriba de los 1680 ng/dia/rata), las reservas espermaticas
del epididimo en su cauda y su comportamiento sexual medido
por el nGmero de tapones seminales se ve disminuido.

Dichos investigadores reportan en éste mismo articulo
que el peso de las ratas que fueron implantadas con cépsulas
de silastic de 1mm de estradiol, casi no bajaron de peso en
comparacién a las testigos que en un periodo de 18 semanas
aumentaron un 45%. Sin embargo con dosis de 3mm. y 7mm. de
estradiol en cépsulas de silastic, el peso ganado fue
notoriamente decrementado durante las 18 semanas a solo 12% -
13% de peso inicial.

En dosis bajas, el estradiol (1mm) no causd cambios
significativos en 1los pesos de las gladndulas accesorias
o pituitaria que son andrbégeno dependientes. Esta dosis de
estradiol tampoco dio un incremento de concentraciones de
estradiol en suero o un decremento de concentraciones de
testosterona en suero.

Con dosis mé&s altas de estradiol, hubo una reduccidn
significativa asi como también en el peso de los tejidos que
reflejan una actividad biolégica de éste esteroide. Las dos
dosis mas altas ( 3mm y 7mm) mostraron un incremento poco
significativo en la concentracién de estradiol en suero. Es
interesante notar, que con estas dos dosis altas de
estradiol, hay un incremento marcado en el peso de la
pituitaria (doblando del 1 a 3mm de implante).

Asi mismo se vio en este experimento (Robaire y col
1989) que ninguna de las dosis de estradiol usadas resultan
tener un efecto significativo en el peso testicular o
contenido testicular de espermatides o espermatozoos
condensados (produccidn espermética). El peso de la cabeza y
cuerpo del epididimo y sus reservas espermaticas también se
encontraron sin alteracién por el tratamiento de estradiol.
La dosis ma&s baja (1mm) tampoco tuvo efecto en el peso y
reservas espermidticas de la cauda o cola del epididimo. En
contraste las dos dosis altas (3mm y 7mm) de estradiol si
causaron un decremento significativo en el peso y reservas
espermdticas de la cola del epididimo.
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Tan es asi que en dosis de implante de 7mm. hubo decremento
de un 40% en el peso del epididimo y mas de 50% el decremento
de reservas espermdticas. Asi mismo ellos concluyen diciendo
que aln no se conoce el mecanismo exacto por el cual
estradiol modula la ganancia de peso en la rata adulta macho.
Pero se sabe que efectos de estradiol no son simplemente
mediados por supresores de el eje hipotadlamo-hipdéfisis-
gbénada, sino mads bien es directo o mediado por algGn otro
mecanismo.

Como se menciondé antes ellos vieron un incremento en el
peso de la pituitaria en implantes de 3mm. y 7mm. y esto 1lo
atribuyen a observaciones ya establecidas que estradiol causa
un incremento significativo en lactotropos y debido a su
predominancia da como resultado el incremento de peso en la
hipéfisis.

Otro dato interesante que reportan es la observacidén de
una alta incidencia de espermatozoides epididimarios tratados
con estradiol decapitados. El1 mecanismo de la decapitacién no
se la explican pero obviamente lo atribuyen a la accidén de
los estrégenos en ésta zona.



HIPOTESTIS

La regulacién de la funcién del epididimo se
realiza por mecanismos diferentes en las distintas
regiones del o&rgano. En particular se regulan
independientemente las funciones de la cabeza y de
la cola.

OBJETIVOS

Investigar la accidén diferencial de los estrdégenos
sobre los tres diferentes segmentos anatdmicos del

epididimo.

Hacer estudios histolégicos para observar 1los
cambios que se den por la accibén de los implantes
de estrdégenos en las diferentes partes del
epididimo (cabeza, cuerpo y.cola).

Evaluar el efecto dbésis dependiente del 178
estradiol sobre: peso vivo y peso de las distintas
partes que integran el aparato reproductor del
macho.

45
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MATERTIAL Y METODOS

L i

S.1. MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizaron 50 ratas macho, raza Wistar de 300 a 350qg.
como rango de peso; aproximadamente 3 meses de edad, criadas
en el Bioterio de 1la "Universidad Autdénoma Metropolitana-
Xochimilco".

Se colocaron en grupos de 3 animales y se marcaron con
el sistema de muesca en la oreja.

ALIMENTACION: Nutricubos de Purina ad. libitum.
Agua ad. libitum desinfectada con
Microdyn (Plata coloidal estable 0.32%);
una gota.

FOTOPERIODO: 14 horas luz/ 10 obscuridad.
Temperatura controlada a 21°C.

ALOJAMIENTO DE LOS ANIMALES: Jaula de acrilico
transparente, tamafio jumbo (53 x 43 x 20) de 2279 cm,, con
tapa de alambre galvanizado; bebedero de vidrio de 500 ml.;
tapén de hule de #7; tubo de acero inoxidable; cama de viruta
de madera.

5.2. IMPLANTES:

Se utilizdé tubo de polidimetil-siloxana con medidas de:
Didmetro interno 1.98 mm.
Diametro externo 3.18 mm. (Dow Corning PDS 602-305; Midland)
Pegamento silastico médico (Medical adhesive silicone type
Dow Corning # 891)
178 estradiol (steraloids, Wilton, NH).

METODO:

El tubo de polidimetil-siloxana se recortd en tres
longitudes diferentes; 1mm, 3mm, 7mm, utilizando un vernier.
Una vez cortado se llenaron con 178 estradiol en polvo hasta
el tope y se sellaron con pegamento médico silastico para
dar una liberacién de 0.24 pug/mm/dia (Robaire y col 1979).
Se realizd el mismo sellado a los tubos vacios de 1lmm, 3mm y
7mm para implante de los grupos control, seglGn técnica de
Stratton (1973); Robaire y col (1979).

IMPLANTACION:

Las ratas se dividieron en 8 grupos de seis ratas cada
uno; 4 grupos para el tratamiento durante seis semanas y los
otros cuatro para el tratamiento de 12 semanas:

12. grupo testigo

22 grupo 1mm.

32. grupo 3mm.

4¢2. grupo 7mm.
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Se pesaron las ratas (bascula de canasta OHAUS) y se
anestesiaron con éter etilico (Baker) en una camara de gas,
se les recorto el pelo a ras en la zona de implante con una
maquina rasuradora marca Oster y hoja del nimero 40, se le
aplicdé una solucidén antiséptica de benzal- alcohol al 70% en
la zona de implante. Se les colocd la capsula de silastic
con el trocar de acero inoxidable perforando la piel de 1la
regién dorso-lateral del torax, cerca de la nuca,
depositandolo subdérmicamente. Se suturd la pequefia herida
(un punto de sutura); con hilo seda calibre 3/0 blanco
(curex) y se desinfectd con Vetsarol (Ciba Geigy).

Al finalizar, las ratas se dejaron reposando hasta que
se repusieran de la anestesia.

A partir de éste momento las ratas fueron pesadas
semanalmente a la misma hora, durante todo el experimento vy
al llegar al término de cada periodo del tratamiento (6 y 12
semanas); fueron sacrificadas por decapitacién.

§$.3. OBTENCION DE GONADAS Y MUESTRAS BIOLOGICAS:

1.- Los machos se sacrificaron por decapitacién con una
guillotina (Harvard) de acero 1inoxidable y se dejaron
desangrar (Robaire y col 1987).

2.- Fijacidén del animal en posicién decibito dorsal en
una tabla de disecciédn.

3.- Aplicacidén de alcohol en el abdomen para evitar que
los pelos de la zona se introdujeran.

4.- Aislamiento de testiculo, epididimo y parte inicial
del conducto deferente de ambos lados con ayuda de pinzas de
diente de ratén y tijeras de disecciédn por via abdominal.

5.- Se depositaron en solucidén de Krebs (Ver Apéndice
#1) y se mantuvieron en Bafio Maria (Grant) a 38°C para evitar
que se resecaran.

6.- Aislamiento de vesicula seminal y prdstata.

7.— Pesado de prdstata y vesicula seminal.

TESTICULO Y EPIDIDIMO IZQUIERDO:

El testiculo y epididimo izquierdo de 1la rata se
perfundio por la arteria espermdtica del testiculo segiGn la
técnica de Baker y col (1980).

Una vez perfundidos 1los ©Organos se separaron y al
epididimo se le dquitd el tejido adiposo que se encuentra
alrededor del mismo; se pesaroh los ©6rganos (Balanza
analitica digital Sartorius A 210P) y se midieron con un
Vernier.
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El epididimo es dividido en tres secciones anatémicas:
cabeza, cuerpo, cola y se depositaron cada uno en vasos de
precipitado de 10 ml. (Pirex) gque contenian 2.0 ml. de
solucién de Krebs a 38°C.

Se picaron finamente con tijeras para iris de acero
inoxidable cada una de estas tres partes y después se cold el
contenido con una malla de 98% nylon y 2% licra para eliminar
el tejido y utilizar el sobrenadante Gnicamente.

Se tomd una gota del sobrenadante de las distintas
regiones anatdémicas del epidididimo y se observé al
microscopio para andlisis de caracteristicas estructurales
del espermatozoide, movilidad y viabilidad.

El resto se centrifugd (centrifuga Sol Bot) por espacio
de 5 min. a 1,000 RPM. en tubos de 10mm. X 75mm. Este liguido
epididimario se utilizé para medicién de proteinas y
esteroides.

La fase sdlida se utiliza, después de su suspensidén en
un volumen conocido, para conteo de espermatozoides en la
camara de Neubauer utilizando un microscopio de 1luz (Carl
Zeiz).

EPIDIDIMO DERECHO.- Una vez obtenido el testiculo de la rata,
se puso en solucidén de Krebs a 38°C en bafio Maria y se separa
el testiculo del epididimo; se elimina el tejido adiposo del
segundo como en el de lado izquierdo y en ésta ocasidén no se
perfunde sino gque solamente se pesan y se miden el testiculo
y el epididimo; se divide el epididimo en cabeza, cuerpo y
cola; se pesa cada parte. Se comienza con el procedimiento
de fijacidén del tejido que a continuacidén se describe
detalladamente.

5.4. MICROSCOPIA:
A) FIJACION E INCLUSION:

Los epididimos tratados y controles se cortan con una
hoja de bisturi finamente para obtener varios pedazos
pequefios como biopsias y se fijaron por inmersién en fijador
de Karnovsky (1965), modificado (sin CaCl2), durante una hora
a 4°C y se lavaron en amortiguador de cacoditalo de Sodio
0.1M con un ph. de 7.4, dejandolos hasta el dia siguiente a
4°C para ser 1llevados al laboratorio y continuar con el
procedimiento de postfijacién.

Se postfijaron en una solucidn 1% (v/v) de Tetrdxido de
Osmio (0s0O4) (Zetterquist; 1956), durante una hora. Las
muestras se lavaron después de 1la postfijacién con agua
destilada tres veces.
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B) DESHIDRATACION:

Se deshidrataron con alcoholes graduales:
70% tres cambios dejando el dltimo 10 minutos.
80% y 90% durante 10 min. cada uno.
95% y dos cambios de alcohol absoluto (100%) por
20 min.

Posteriormente se pasaron a Oxido de propileno durante
20 minutos (dos cambios). Se impregnaron en una mezcla de
Epon 812- 6xido de propileno, en proporcién de uno a uno,
durante una hora. Finalmente en Epon 812 (consultar Apéndice
# 4), durante dos horas. La deshidratacidén y la impregnacién
se realizaron a temperatura ambiente. Se incluyeron en
moldes de hule numerados (spi supplies), con el Epon 812
(Luft, 1961), y se dejaron 12 horas a 60°C en la estufa
(Fanem Ltda.) para la polimerizacidén de la resina.

D) ANALISIS HISTOLOGICO:

Se obtuvieron cortes semifinos de 190nm a 1 um de
espesor en el microtomo Ultratome III 8800 (LKB). Se tifieron
por flotacidén con azul de toluidina 0.4% (consultar Apéndice
# 5 ) y se montaron en portaobjetos (Corning 25 x 75mm.)
fijando el cubre objetos (Corning 24 x 40) con bAlsamo de
Canada para su estudio en microscopia de 1luz.

Las observaciones y toma de fotografias se realizaron en el
microscopio de 1luz LABAPHOT-2 (Nikkon), y céamara Nikkon FX-
35WA, utilizando rollo de pelicula Panatomic.

E) ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL:

Se obtuvieron cortes finos de 60 a 90 nm. de espesor en
el Ultratome III 8800 (LKB) y se montaron sobre rejillas de
cobre; éstas se contrastaron 5 minutos con acetato de uranilo
al 2.5% en agua destilada y 1 min. con citrato de plomo
alcalino (consultar Apéndice # 6 ). Las rejillas

se observaron en el microscopio electrdénico EM-9 (Carl
Zeiss). El1 analisis de los resultados se realizd sobre el
material electromicrografico tomado.

ANALISIS ESTADISTICO

I
( - |

Los resultados obtenidos se analizaron comparando 1los
promedios +/- error estandar de la media (e.e.m.) .de los
grupos control y experimental utilizando la prueba "t" de
Student y solo se <consideraron como estadisticamente
significativas aquellas diferencias de p < 0.05.
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APENDICE # 1

SOLUCION DE KREBS. Para un litro.

APENDICE # 2

GlucoSa....cieeeeen 2g.
NaHCL3............. 2.1g
2003 I 0.359g.
KH2PO% . ... iv.... 0.169.
Mg SO%. ..., 0.29g.
Na Cl...eeeeecoesnn 6.0g.
CaCl?....cvuvnnn.. 0.279g.
Agua destilada..... 1 1t.

FIJADOR DE KARNOVKY MODIFICADO.

Paraformaldehido...1%
Glutaraldehido..... 2.5%

a) Agregar poco a poco al paraformaldehido
de agua bidestilada a 60-70°C.

b) Enfriar con agua corriente, si no
agregar una o dos gotas de NaOH 1.N (0.1ml)

(Merk) 25 ml

se disuelve,

c) Agregar: 50.0 ml de cacodilato de Sodio. 0.2M
10.0 ml de glutaraldehido 2.5%
15.0 ml de Agua bidestilada.

d) Ajustar el PH a 7.3 con HCL o NaOH.

cacl?.... 0.05g. para Karnovsky normal.

APENDICE # 3

BUFFER DE CACODILATO DE SODIO

21.402g. en un litro de agua destilada
42.804g. en un litro de agua destilada

Ajustar a PH de 7.3 - 7.4
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APENDICE # 4
PREPARACION DE EPON SEGUN PELCO.

Mezcla "AY. ...t eennn 7ml Plasticidad
Mezcla "B"....ooveeenn «.3ml Dureza
DMP=30. .. eceeeeeccons 0.15ml. Catalizador

Para hacer 10ml: El epon se prepara y se usa a temperatura
ambiente. Las mezclas deben de guardarse en refrigeracién y
sacarlas una hora antes cuando se vaya ha utilizar. ‘

Se utiliza guantes y en un recipiente de plastico (vaso
de precipitado) en la campana se pone la mezcla A Yy B y se
mueve constantemente ha homogeneizar y se agrega el
catalizador.

APENDICE # S
AZUL DE TOLUIDINA.

Azul de toluidina.......... 5g.
Tetraborato de Sodio........ 40g.
Agua bidestilada............11lt.

Se disuelve el azul de toluidina en 300 ml. de agua
bidestilada, se le agrega el tetraborato de Sodio Yy se afora
a un litro. Se hierve por espacio de 15 min.; se filtra una
vez que esta frio.

APENDICE # 6
CITRATO DE PLOMO ALCALINO.

Citrato de PlomoO....v.vevo.. 0.03g.
Agua bidestilada............. 10.0ml.
NaOH. TON. ...t etoetennceaens 0.1ml.

Se disuelve el citrato de plomo en los diez mililitros
de agua (hervida previamente por espacio de 15 min. y se le
agrega el hidréxido de sodio. Se protege de la luz durante Yy
después de la preparacién.

153877
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RESULTADOS

(L J

El experimento de seis semanas nos muestra que con este
tiempo ya es suficiente para poder observar los cambios en el
animal, debido a que los datos de las doce semanas no varian
mucho al comparar ambos.

PESO CORPORAL:

Se observd en ambos experimentos, cbébmo en 1las primeras
semanas en las dosis de 1mm, 3mm, 7mm, los animales se mantienen
sin una ganancia de peso. Al final del tratamiento los animales
del grupo control gand peso llegando a 417 g (6 sem.) y 447 g (12
sem.), mientras que en los animales tratados el peso corporal
disminuydé significativamente conforme mayor fue el tamafio del
implante y mayor tiempo duré el tratamiento.

LONGITUD DEL DURACION DEL TRATAMIENTO
EN SEMANAS
IMPLANTE (mm)

6 12
CONTROL 430 +/- 6 430 +/- 6
(10/n) (10/n)
imm 346 +/- 8 362 +/- 17
(6/n) (5/n)
3mm 340 +/- 5 329 +/- 10
(6/n) (4/n)
7mm : 330 +/- 4 322 +/- 8
(6/n) (6/n)

TABLA # 1.

”Efecto del E, liberado de implantes de polidimetil
siloxana sobre el peso corporal (g) (media +/- e.e.m.) durante
6 Yy 12 semanas de tratamiento.

p < 0.05 comparado con el grupo control.
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PESO TESTICULAR:

Se encontrd que el peso testicular disminiyé
significativamente en forma progresiva respecto al
aumento en la longitud del implante y al tiempo de
tratamiento, habiendo una diferencia de 1016 g.
aproximadamente entre el testigo y el lote de 7mm.

(grafica # 1)

(-
PESO TESTICULAR

LONGITUD DEL IMPLANTE
== lmm
‘~.
N === 3mm

~
Y .
\ . —Tmm

1 " ma |
€ 12
SEMANAS

. Efecto del E. liberado de implantes de polidimetilsiloxano sobre
el peso test%cular (g) (media t e. e.m.) durante 6 y 12 semanas.

a, p < 0.05 comparado con el grupo control.

i

GRAFICA # 1 ﬂﬂ_




54

PESO DEL EPIDIDIMO:

En el tratamiento de 6 semanas al igual gque en el de
hay una notoria disminucién del peso

12 semanas
conforme sea el aumento en la longitud del implante y
al tiempo de tratamiento (graficas # 2 y 3).

1]

PESO DE EPIDIDIMO

EXPERIMENTO 6 SEMANAS

PESO EN MILIGRAMOS

EPIDIDIMO CABEZA CUERPO
DOSIS DE IMPLANTE

3MM 7MM

Bl TESTIGO MM

IMPLANTE SUBDERMICO DE ESTRADIOL
GRAFICA # 2




PESO DEL EPIDIDIMO:
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PESO DE EPIDIDIMO
EXPERIMENTO 12 SEMANAS

PESO EN MILIGRAMOS

%\ |

L

EPIDIDIMO CABEZA CUERPO COLA
DOSIS DE IMPLANTE

Ml testico NXNwMmM. EilaMm. 2 MM,

IMPLANTE SUBDERMICO DE ESTRADIOL
GRAFICA # 3




TALLA DEL EPIDIDIMO:
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Con respecto a la talla se ve también una reduccién,
aungue no sea tan drastica como en el peso, esto es
debido a que el epididimo esta unido al testiculo y se
va haciendo mas delgado sobre todo en 1la parte del
cuerpo, pero no pierde su talla aunque va perdiendo
peso . (grafica # 4)

I I

TALLA DEL EPIDIDIMO
EXPERIMENTO 6 Y 12 SEMANAS

TALLA EN CENTIMETROS

6 SEMANAS 12 SEMANAS
DOSIS IMPLANTE

Bl testico XN MM 3MM 2 MM

IMPLANTE SUBDERMICO DE ESTRADIOL
GRAFICA # 4
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PESO DE PROSTATA Y VESICULA SEMINAL.

En dosis altas el peso de estas dos partes anatdmicas
del aparato reproductor del macho se ven severamente
castigadas. '
(grafica # 5).

L i

PESO VESICULA SEMINAL Y
PROSTATA 6 Y 12 SEMANAS

PESO EN MILIGRAMOS

2000

|
)
1500€i:§§>§\\\\ S

0 T T
TESTIGO MM 3MM 7™M

DOSIS IMPLANTE

—— 6 SEMANAS — 12 SEMANAS I

IMPLANTE SUBDERMICO DE ESTRADIOL
GRAFICA # &
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HISTOLOGIA:

I.- EPIDIDIMO DE RATAS TESTIGO.

Al microscopio de 1luz (fig - 1), se encuentran cortes
transversales del tubo del epididimo dividido en tres regiones:
cabeza (A,B), cuerpo (C,D) y cola (E,F) de los animales control.
En dichos cortes se ve claramente 1la 1lamina epitelial, que
consiste en un epitelio columnar estereociliado de tipo seudo
estratificado (fig. 1.3).

Los estereocilios son microvellosidades de 1las células
epiteliales, que carecen de disposicién microtubular interna vy
sirven para incrementar la superficie de absorcidédn o secrecidén de
revestimiento (fig. 1.B y fig. 3.B).

La lamina propria consiste de un tejido conjuntivo areolar
vascularizado. La 1lamina muscular esta dispuesta en forma
circular y se va engrosando hacia la cola del epididimo (fig.
1.A).

En el 1lumen del conducto epididimario encontramos gran
cantidad de espermatozoides 1llevando a cabo su maduracién.
La mayor concentracién de los espermatozoides se observa en la
cola del epididimo ya que estan densamente compactados, fungiendo
este segmento terminal como reservorio (fig. 1.E).

En esta misma figura 1B, los tipos de células que se
encuentran en los diferentes segmentos del epididimo son:

a) Células principales
b) Células estrechas.
c) Células claras.

d) Células basales

Las células principales (P), se pueden observar facilmente
ya que son moderadamente tefiidas y nuestran algunas
microvellosidades altas que forman una barrera como cepillo (fig.
3B-flecha). Estas células contienen un niGcleo redondo y péalido
con un nucleolo pronunciado. Tienen una funcién lisosémica y
fagocitica muy activa. (Hoffer y col 1973).

Las células estrechas (E) del epididimo son células
columnares altas, siendo méas estrechas (que las células
principales y se encuentran en el segmento inicial de la cabeza.
Se identifican por tener una gran cantidad de pequefias vesiculas
no recubiertas y mitocondrias distribuidas por todo el
citoplasma. La funcién de las vesiculas se cree sea la de
endocitosis adsortiva (Sun y Flicke ger 1980).
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Las células estrechas son precursoras de las células claras
(1F. flecha); gque estan presentes en la cabeza, el cuerpo, y 1la
cola del epididimo. Se caracterizan por tener microvellosidades
que se extienden de la membrana plasmdtica apical hacia el lumen
(Hamilton 1977); asi como de numerosas vesiculas y vacuolas
debido a su funcidédn endocitica que es mayor en las células claras
que en las células pricipales particularmente en la cola del
epididimo (Robaire, Hermo 1988). Hay una abundante cantidad de
cuerpos densos, largos y tefiidos (Hamilton 1977).

Los granulos secretores (GS), se encuentran en mayor
cantidad en la cabeza (A,B,C,D) y en menor cantidad en la cola
(E,F); lo cual muestra que la mayor actividad secretora se lleva
a cabo en la cabeza y el cuerpo del epididimo.

Por Gltimo encontramos 1las células basales (cb) (fig 1B),
que aparecen a lo largo de todo el ducto epididimario. Estas
células, en la rata son pequeiias, redondas o elongadas de nicleo
grande y poco citoplasma. Se establecen usualmente entre las
células principales y la base del epitelio en donde tienen una
extensa A4rea de contacto con la membrana basal. Se pueden
encontrar desmosomas entre 1las células pricipales y basales.
Estas células no llegan alcanzar el lumen.
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II. EXPERIMENTO CON IMPLANTE DE DOSIS 1MM Y 3MM. DE 178
ESTRADIOL DURANTE 6 Y 12 SEMANAS DE DURACION.

Al microscopio de luz en las figuras 2,3,5,6; se encuentra
el epitelio de las distintas zonas del epididimo en perfectas
condiciones y sus diferentes tipos de células continuan con su
alta actividad endocitica sin alterar el diadmetro luminal.

En la cabeza (fig. 5B), cuerpo (fig. 5C), cola (fig. S5E),
hay una gran cantidad de gréanulos de secrecidén mostrando una
constante actividad secretora al igual que en el epididimo de las
ratas utilizadas como control del experimento.

III. EXPERIMENTO CON IMPLANTE DE DOSIS DE 7MM. DE 178 ESTRADIOL
DURANTE 6 Y 12 SEMANAS DE DURACION.

El dafio que se produce por el efecto del implante de 178
estradiol se ve al microscopio de luz ya desde las 6 semanas de
tratamiento (fig. 4); siendo un poco mas drastico a 1las 12
semanas (fig. 7).

Los cambios en las diferentes 2zonas del epididimo son
notorios. Se puede observar que el lumen es muy estrecho,
perdiendo aproximadamente de un 85% a un 95% el diametro del
mismo, siendo mayor la estrechez en el cuerpo y mds aln en la
cola del epididimo, que es donde la luz casi desaparece debido al
engrosamiento y fibrosis de la 1la&mina propria de 1la membrana
muscular.

El tdbulo adquiere un aspecto irregular debido a 1las
invaginaciones que sufre el epitelio y al plegamiento de 1las
membranas basales. (fig. 4D y 7F, flechas).

No se encuentra ningin espermatozoide en las tres
diferentes secciones del epididimo (fig. 4.A,C,Ey 7 A,C,E).
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MICROSCOPIO ELECTRONICO:

En la figura # 8 de microscopia electrénica de una porcién
del epitelio del tubo en la zona de la cabeza del epididimo de 1la
rata control, podemos ver la gran cantidad de reticulo
endoplasmatico (Re) de las células con que cuenta esta zona, asi
como de células secretoras (CS) y cuerpos multivesiculares
padlidos (CM)

En la figura # 9 de microscopia electrdénica de una porcidn
la cabeza del epididimo de rata tratadas con dosis de 7mm. de 178
estradiol durante 12 semanas; en 1la 1luz 1la presencia de
microvellosidades es menor dque en el testigo. Las células
todavia tienen reticulo endoplasmdtico rugoso mas © menos
abundante y conservan las inclusiones de grdnulos de secreciédn.

Hay un aumento de colagena (C) pero en menor cantidad que a
continuacién vamos ha observar en la figura # 11 y 12 de la cola
del epididimo. Podemos observar también células de infiltracidén
de tipo linfocitico, que provienen de los vasos sanguineos (CI)

En la figura # 10 del cuerpo del epididimo de rata tratados
con dosis de 7mm. de 178 estradiol durante 12 semanas, se observa
la disminucién del reticulo endoplasmdtico y una gran cantidad de
lisosomas con figuras mielinicas (*).

Al microscopio electrénico en las figuras # 11 y 12 se
muestra que el 178 estradiol a dosis de 7 mm. durante 12 semanas
induce un incremento en los componentes fibromusculares del
epididimo, especialmente en 1la cola. Hay una hiperplasia e
hipertrofia de fibras musculares lisas, en la zona de la l&mina
propria.

La presencia de abundantes lisosomas sugiere una gran
actividad fagocitaria de 1las células epiteliales, debido
probablemente a la alta mortalidad de células del epitelio.

En la figura # 11, las células principales y claras se
muestran integras pero su actividad secretora parece estar muy
disminuida como lo sugiere la escasa cantidad de gr&nulos en su
citoplasma.



62

e 75 ] ] ..

Microscopia de luz del epididimo de rata control dividido en:

A) Cabeza del epididimo (100x). Se puede apreciar dos
asas del tdbulo epididimario (T) en cortes tangenciales. En su
interior hay una gran cantidad de espermatozoides (e) fijados con
una disposicidén reticular (flechas).

B) La cabeza del epididimo a mayor aumento (600x). Se
observan las diferentes células caracteristicas de ésta zona:
Células principales (P) del epitelio que poseen abundantes
estereocilios (ec) granulos de secrecidén (flechas (gs)); células
basales (cb); también se observa la lamina propria (pr) y la
ldmina muscular (m).

C) Cuerpo del epididimo (100x).

D) Cuepo del epididimo (600x). Los estereocilios en esta
zona son mAs cortos (flechas) y 1los gr&nulos de secrecién
aparecen poco densos (gs)

E) Cola del epididimo (100x). La concentracién de
espermatozoides (e) en é&sta zona es mayor que en los otros dos
segmentos.

F) Cola del epididimo (600x). Se observan dos células
claras con abundantes granulos densos de secrecién
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Microscopia de 1luz de epididimo de Ratas tratadas con dosis de
im de 178 estradiol, durante 6 semanas. Cortes tangenciales y
transversales.

En estos cortes se observan claramente los espermatozoides
gracias a una mejor penetracién del fijador a la luz del tubo.

A) Cabeza del epididimo (100x)
B) Cabeza del epididimo (400x)
Q) Cuerpo del epididimo (100x)
D) Cuerpo del epididimo (400x)
E) Cola del epididimo (100x)
F) Cola del epididimo (400x%)

No hay cambios aparentes con ésta dosis en ninguno de los tres
segmentos.
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FIGURA # 3 n | % ! | ﬁl—l

Microscopia de luz de epididimo de ratas tratadas con dosis de
3mm de 178 estradiol, durante 6 semanas.

a) Cabeza del epididimo (100x)

B) Cabeza del epididimo (400x). Las flechas indican los
estereocilios

C) Cuerpo del epididimo (100x)

D). Cuerpo del epididimo (600x)

E) Cola del epididimo (100x)

F) Cola del epididimo (400x)

Sigue una alta concentracién de espermatozoides en el lumen de
los tGbulos epididimarios en cada uno de los diferentes
segmentos, sin mostrar cambios significativos.
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Microscopia de luz de epididimo de ratas tratadas con dosis de
7mm de 178 estradiol, durante 6 semanas.

A) Cabeza del epididimo (100x). El tGbulo se ve
colapsado, hay poca 1luz en el tubo (*), en comparacién con los
testigos.

B) Cabeza del epididimo (600x). Las flechas muestran
espermatogonias no siendo normal en esta zona encontrarlas. No se
encuentran espermatozoides en esta zona.

C) Cuerpo del epididimo (100x). La cavidad 1luminal
aparece mas estrecha que en la regidén de la cabeza.

D) Cuerpo del epididimo (400x). El1 tdbulo toma una forma
irregular, debido a 1las invaginaciones que sufre el epitelio
(flecha). Hay un engrosamiento de la capa muscular (ms) y una
gran fibrosis en la lamina propria (pr).

E) Cola del epididimo (100x%) . La cavidad luminal esta
completamente colapsada (*).

F) Cola del epididimo (600x) . La cavidad 1luminal
colapsada es evidente, las células del epitelio poseen pocos
granulos de secrecién y la lamina propia (pr) se muestra fibrosa.
Esta zona del epididimo es la mas afectada de las tres.
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FIGURA # 5 | - [ — ] T
7

Microscopia de luz de epididimo de ratas tratadas con dosis de
imm de 178 estradiol dqurante 12 semanas.

A) Cabeza del epididimo (100x). Las flechas -indican 1la
aglutinacién de 1los espermatozoides (e), en forma reticular
debido inicamente al tipo de fijacién.

B) Cabeza del epididimo (400x). Observe aqui la gran
cantidad de granulos secretores (gs).

C) Cuerpo del epididimo (100x). Observe los espacios
vacios ocupados principalmente por vasos sanguineos (flecha); y
grandes vasos linfaticos

D) Cuerpo del epididimo (600x)

E) Cola del epididimo (100x). Ni la concentracién de
espermatozoides (e); ni el aspecto histolégico del epididimo se
ven afectados por esta dosis.

F) Cola del epididimo (600x) . Detalle de la pared
epitelial del tubo seminifero de la cola. Observe a su vez los
diferentes tipos celulares.
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FIGURA # 6 j ﬂ : " U

Microscopia de 1luz de epididimo de ratas tratadas con dosis de
3mm de 178 estradiol durante 12 semanas.

A) Cabeza del epididimo (100x)
B) Cabeza del epididimo (400x).
C) Cuerpo del epididimo (100x)
D) Cuerpo del epididimo (400x)
E) Cola del epididimo (100x%)
F) Cola del epididimo (400x)

La concentracién de espermatozoides (e), en los diferentes
segmentos sigue siendo alta, sin mostrar cambios en el taGbulo
epididimario.




s~
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FIGURA # 7 IU i I 7 _—"' |
- L

Microscopia de luz de epididimo de ratas tratadas con dosis de
7mm de 178 estradiol durante 12 semanas.

A) Cabeza del epididimo (100x). El1 tGbulo se encuentra
colapsado y el lumen del tubo (*), ha disminuido
considerablemente; sin embargo el tGbulo se encuentra bien
delineado.

B) Cabeza del epididimo (200x).

C) Cuerpo del epididimo (100x). El tGbulo se vuelve mas
estrecho atGn, tiene una forma irregular (*).

D) Cuerpo del epididimo (400x)

E) Cola del epididimo (200x). Los tidbulos han perdido
casi por ~completo la luz 1luminal (flecha), debido al
engrosamiento )4 fibrosis de sus laminas, disminuyendo
considerablemente su diametro.

F) Cola del epididimo (400x). El tGbulo toma una forma
irregular debido a las invaginaciones que sufre su epitelio
(flecha).

La cola del epididimo es la mas afectada en esta dosis al
igual que en el experimento de 12 semanas (fig. # 4)
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" FIGURA # 8 W=;::] "ErjE%:j ii [“ .

Microscopia electrdénica de una porcién del epitelio de la cabeza
del epididimo control (1950X).

Se puede observar la gran cantidad de reticulo
endoplasmatico (Re) de las células de ésta zona; asi como células
secretoras (S); la capa muscular (M); la membrana basal (B); los
estereocilios (es) y un corte transversal del flagelo de un

espermatozoide (flecha).
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FIGURA # 9 "

" LlJ Ihl T ] i ]

Microscopia electrdénica (1950X) de una porcién del epitelio del
tubo de la cabeza del epididimo, tratado con dosis de 7mm de 178
estradiol durante 12 semanas.

Las células epiteliales muestran escasos gré&nulos de secrecidn y
grandes lisosomas. La membrana basal tiene abundantes plieques
entre los cuales se insinuan células del mGsculo.

Hay aumento de colagena (c) pero en menor cantidad que en la zona
de la cola del epididimo. Observe usted 1las células de
infiltracién (in) provenientes de los vasos sanguineos.

e. células del estroma.

c. colagena

in. células de infiltracién
mb. membrana basal

i. inclusién lisosémica.
estereocilios ( flechas )

* lumen del tubo.
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" FIGURA # 10 | T
(] L O] [
Microscopia electrdénica (1950X) del epitelio epididimal de 1la

regién del cuerpo, tratados con dosis de 7mm. de 178 estradiol
durante 12 semanas.

Observese la disminucién del reticulo endoplasmatico y la gran
cantidad de lisosomas con figuras mielinicas (FM).

es. estereocilios
* Jumen del tubo
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FIGURA # 11 F————] i "

Microscopia electrdnica (1950X) de una porcidén del epitelio del
tubo de la cola del epididimo de rata tratados con dosis de 7mm.
de 178 estradiol durante 12 semanas.

Se encuentran células de infiltracidén de tipo 1linfocitario que
provienen de los vasos sanguineos (i).

=

Hay gran cantidad de col&agena (C); y de mitocondrias (m).

Hay desprendimiento de los estereocilios (es).

C. colagena.

d. desmosomas.

b. lamina basal.
*# Jumen del tubo.
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FIGURA # 12

Microscopia electrénica (1950X) de una porcidén de la lamina propria
del cuerpo del epididimo de rata tratados con dosis de 7mm. de 178
estradiol durante 12 semanas.

En ésta micrografia se pueden ver claramamente 1las fibras
colagenas (C), que explican la fibrosis de esta regién y secciones de
numerosas células de musculo 1liso muy hipertrofiadas por éste
tratamiento, que se han formado y las fibras musculares (FM).

m. mitocondria.
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DISCUSION

Recientemente se ha indicado 1la utilizacién de dosis
pequefias de estradiol como un recurso para lograr el control de
la fertilidad en el hombre. La utilizacién, en el animal
experimental de cantidades semejantes a las dgque se han
recomendado en el hombre para lograr este fin (Aprox.
240ng/dia/animal), no son capaces de modificar 1los niveles
séricos de estradiol que se encuentran en los animales no
tratados vy por lo tanto no se han encontrado cambios
significativos en el patrén reproductivo de los animales asi
tratados.

La utilizacién de dosis mayores de estradiol en el animal
experimental si es un procedimiento capaz de modificar 1la
fertilidad del macho (Rao y Chinoy, 1983), de inhibir 1la
espermatogénesis (Oko y Rudka, 1984), de reducir el peso y la
funcién de los 6rganos sexuales accesorios (Rao y Chinoy, 1983;
Oko y Rudka, 1984; Robaire y col, 1987), y de causar disminucién
de la conducta sexual (Frick y col, 1984). Particularmente
Robaire y col (1987), han demostrado gque 1la utilizacién de
estradiol a las dosis utilizadas en los medicamentos utilizados
como anticonceptivos en el hombre no son capaces de provocar
ningGn cambio significativo en los parametros de fertilidad ni de
funcionamiento de los ©6rganos sexuales de la rata macho. Sin
embargo dosis mayores, hasta de 1680 ng/dia/animal, modifican
drasticamente tanto la produccidén de espermatozoides por el
testiculo como el patrén de conducta sexual y de disminuir,
aungue no de manera muy clara el nGmero de embarazos producidos
en hembras normales. Tampoco se observd ninguna modificacién en
los embriones normalmente implantados ni en el nlamero de
malformaciones fetales observadas.

En vista de que 1los resultados de Robaire y col (1987)
muestran alguna evidencia de 1la respuesta diferencial del
epididimo a la presencia de estrégenos, que concuerda con algunos
otros datos reportados sobre la presencia de receptores a
estrbgenos en el tejido epididimario, nosotros decidimos estudiar
el efecto de 1la presencia continua de estrébgenos sobre 1la
morfologia y 1la histologia del epididimo en sus tres regiones
anatbémicas, cabeza, cuerpo y cola en un intento por demostrar que
la regqulacién endécrina del epididimo se realiza de manera
diferencial en estos tres sectores anatémicos, lo cual abriria
nuevas perspectivas para la utilizacién de técnicas
anticonceptivas hormonales utilizables en el hombre.
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La liberacidén continua de diversas cantidades de estradiol
a ratas machos adultos (implantes subdérmicos de polidimetil
siloxano de 1lmm. de longitud, los cuales liberan aproximadamente
240 ng/dia animal, hasta implantes de 7mm. que liberan 1680 ng de
la hormona/dia/animal) (Robaire y col, 1987), durante un periodo
de 6 a 12 semanas indujo la detencién del crecimiento del animal
de una manera que fué dependiente de la dosis y del tiempo de
implantacién. El efecto de las dosis mayores es consistente con
los resultados publicados previamente (Hunt y col, 1976; Oko y
Rudka, 1984, 1984; Robaire y col, 1987), sin embargo en en
nuestras manos aGn la dosis mas pequefias fué capaz de inducir una
diferencia de peso estadisticamente significativa en relacién a
los animales normales a los cuales se les implantaron tubos de
polidimetil siloxano vacios.

El mecanismo por el cual la administracidén de estradiol a
ratas machos es capaz de modular la ganancia de peso de los
animales no esta completamente elucidado. Sin embargo, puesto
que el efecto es claramente dependiente de la dosis y el tiempo
de exposicién y por otro lado es significativamente mayor que el
efecto logrado mediante la orquidectomia (Robaire y col, 1977),
debe uno concluir que el efecto del estradiol sobre este
parametro no se encuentra mediado exclusivamente por la supresién
del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo, sino que deben quedar
involucrados otros mecanismos. En relacidn a esto es importante
mencionar los resultados de Williams y Daugadad (1981), quienes
demostraron gque la administracién de estrbégenos naturales o
sintéticos a ratas macho jévenes y adultas indujo una reduccién
significativa de 1la secrecién de hormona de crecimiento. Es
tambien importante mencionar que en los estudios de Robaire y col
(1979, 1987), se encontrd en animales tratados con implantes
subcutaneos de estradiol un aumento importante en el peso de la
pituitaria, la cual puede ser relacionada con un intento de
suplir, mediante 1la hipertrofia del tejido, 1la funcionalidad
afectada de esta importante glandula de secreciédn interna. Estos
resultados deben ser tomados muy en cuenta cuando se traate de
administrar estrégenos, como tratamiento anticonceptivo, a
sujetos Jjbévenes que no hayan terminado su periodo normal de
crecimiento.

El efecto que tiene 1la 1liberacidén continua de estradiol
sobre varios parametros del aparato reproductor ha sido descrito
con anterioridad (Robaire, 1979; 1987). En relacién con nuestro
campo de interés es importante mencionar gque la presencia
continua de estradiol indujo una disminucién, dependiente de
dosis, en el peso de la cabeza y la cola del epididimo, sin
modificar significativamente el peso del cuerpo de éste 6rgano;
este efecto diferencial es ya una indicacién importante de que 1la
presencia de estrégenos, a dosis mayores de las presentes bajo
condiciones normales en el animal adulto, modifica de manera
diferencial a los diferentes segmentos anatdédmicos del epididimo.
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Un andlisis cuidadoso de los resultados (Fig # 2,3 ),
demuestra gque, en todos 1los casos, el peso de la cola del
epididimo fué significativamente mé&s afectado que el peso de 1la
cabeza de este o6rgano. Younes y col (1981), han demostrado que
los receptores androgénicos se encuentran en mayor cantidad en
cabeza y en menor cantidad en cuerpo y cola del epididimo.
Fawcett (1991), asevera que la cabeza del epididimo es la regidén
metabdélicamente mads activa y Turner y Roddy (1990), demuestran
que la proteina transportadora de andrdgenos (ABP) y los mismos
andrbégenos existen en mayores concentraciones en el lumen y el
tejido mismo de la cabeza del epididimo.

Estos datos, junto con los resultados discutidos
anteriormente, parecerian indicar que el tejido epididimario
responde de manera diferencial a los andrbgenos y a los
estrégenos, de manera tal que 1la cabeza y tal vez 1la parte
inicial del <cuerpo son regulados fundamentalmente por 1la
presencia y el nivel de esteroides androgénicos, mientras que el
funcionamiento de la cola depende de una manera fundamental de la
presencia y el nivel de estrégenos. Nuestros resultados en
cuanto a 1las modificaciones histolégicas inducidas por 1la
presencia continua de estrégenos en la rata macho parecerian
apoyar esta hipdétesis.

De 1lo mads sobresaliente en 1los cambios que sufre el
epitelio epididimal es la cantidad considerable de colagena que
se encuentra depositada entre las asas del tubo epididimal y la
hiperplasia e hipertrofia de las fibras musculares lisas. Estos
cambios a nivel de la lamina propria hacen desaparecer el aspecto
lagunar que los vasos 1linfaticos dan al epididimo normal.
Asimismo, se provoca un colapso del tubo del epididimo que
practicamente hace desaparecer la cavidad luminal de este.

En cuanto al efecto provocade por 1la dosis mayor del
estradiol a nivel de las células epiteliales del epididimo, el
adelgazamiento de la pared sugiere una pérdida de células y/o una
menor proliferacién de las células tronco (sterm) del epitelio.
Ademds, al microscopio electrdnico, la disminucién de granulos de
secrecién y de reticulo endoplasmatico rugoso indican un
abatimiento en 1la actividad sintética de 1los productos de
secrecién de las células epiteliales. Asi mismo la presencia de
abundantes 1lisosomas y aparatos de Golgi en 1las células
epiteliales, que permanecen, sugiere una actividad 1litica,
probablemente auto destructiva de éstas células.

Finalmente, otro cambio observado fue 1la presencia de
abundantes células linfociticas de infiltracién en el epitelio
epididimal. Aunque es dificil explicar que papel juega en estas
condiciones del tratamiento, se ha reportado su presencia en
otros érganos sometidos a alteraciones  patoldgicas o
experimentales. -
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Todos estos cambios se ven mas acentuados en la parte de la
cola y en menor grado en la cabeza.

En conclusidén, si nuestra hipdtesis es cierta, como parecen
indicar nuestros resultados y 1los de muchos otros autores, 1la
funcionalidad del epididimo como érgano inductor de la llamada
maduracién del espermatozoide, es decir de la adquisicién de 1la
movilidad y la capacidad fertilizante de ésta célula, la cual se
realiza en la cabeza y 1la porcién proximal del cuerpo del
epididimo, seria fundamentalmente regulada por la presencia de
andrégenos. En cambio las alteraciones terminales de la membrana
del espermatozoide, la estructuracién final de 1la compleja
disposicién nuclear, asi como la capacidad de almacenamiento,
reabsorcién y transporte del epididimo dependerian de 1la
presencia de estrbégenos en el medio ambiente.

En conclusién hemos presentado en este trabajo la primera
evidencia clara de que la regulacidén endécrina del epididimo se
hace diferencialmente en 1los diferentes segmentos anatomo-
funcionales de este 6rgano, cabeza, cuerpo y cola, y sentado las
bases para un estudio mas intencionado de 1los factores
reguladores gque participan en algunos de los fendmenos mas
importantes para la persistencia de las especies, tales como la
maduracidédn epididimaria de los espermatozoides, asi como de su
transporte, almacenamiento y finalmente de su eyeccién® en el
momento de la eyaculacién.

A mismo tiempo, los resultados presentados en este trabajo
deberian ser tomados en cuenta en todos los intentos de lograr un
método de regulacién de la fertilidad aplicable al vardn, sobre
todo en aquellos en que se intenta lograr este resultado por
medios endécrinos.
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