UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

s

Casa ahierté- -al tiempo

UNIDAD IZTAPALAPA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

MAESTRIA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

“Analisis morfolégico del epididimo y determinacion espermatica durante la

postsaciedad sexual de la rata”

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL
P RESENTA

Biél. Yolanda L6pez Ramirez

Comité Tutoral
CODIRECTOR: Dr. Mario Garcia Lorenzana
CODIRECTORA: Dra. Rosa Angélica Lucio Lucio

ASESORA: Dra. Edith Arenas Rios

Ciudad de México 26 de mayo 2017



AT\

Gy abéerin ol thge

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

UNIVERSIDAD ALTOMNOMA METROPOLITANA b ]

Belg el 14 L

AHALISIS MOAFOLAGSICO DEL
EEIDIDIMG ¥ DETERMINACIEH
ESPERMATICN DURAHTE LA
FOSTEMCIEDAD SEXURL OE LA
RATA.

-

TOLAKDA LDPET RAMIRET
ALLIVMA,

il

gri la Qiudad de MExice, se prezsntaron s las 107900 horas
del dia 26 del mes de maye  del afle 2017 @n la dnidad
Tzbopalaps @ la Dnivessidad Rubdroma Hecropolitans, los
Fusciitas mismancos @e5l jursdo

OFk. ECITH AREMRS RIS
OFh, AHMAHEL JIHEHEZ RHCINLAME
DFE. YOLRHDA CRUZ GOMED

IF. JOEE LUIS TLACHI LOPEZ

Bajo la Presidencia de 18 primscs ¥ ool casdsber de
Segretario ¢l 0lcimd, a8 reuniscan pacs procedsc al Exaren
S Lzads cupa depominacidn aparece al Sacgen, paca la
cocencidin del grads da:

HAESTRA EH BIOLOGLIA ODE 1a REFRODUCCTON ARIMAL

DE: ¥YOLAHMDH LOPEE PAMIRER

¥ da LU IS (e y (31 AIticulo 79 fraccibn [L1 dal
Feglapento de Eatisdics Supsriores de  la Universidad
Bat bncna Mutropolitans, loa ril enbros el o ads

cesalwierons

H';F l"ﬂini"

&CLEe combinus,  la presidenta del Jjurddo oomunled a la
interessds el resulcads de la ewsluacién p.  &n caso
Aprotatarie, Je fus tomads 13 protesta.

)

e

DIFECTORA OE LA DMBIOH DE CBE

FRESIDENTA

TRA E AH RIDE

ORA AHABEL J

FyT

BEC

WAL
—m )
Qé.—’ -
o o D CRUT GOMET O, JOOEE LU TLACH | LOPES




COMITE TUTORAL

CODIRECTORES:

Dr. Mario Garcia Lorenzana

Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud.
Departamento de Biologia de la Reproduccién.
Correo electronico: mglo@xanum.uam.mx

UAM-Iztapalapa

Dra. Rosa Angélica Lucio Lucio

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta

Correo electronico: lucioral@yahoo.com.mx

UAT

ASESORA:

Dra. Edith Arenas Rios

Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud.

Departamento de Biologia de la Reproduccion.

Correo electronico: editharenas2000@yahoo.com.mx

UAM-Iztapalapa



JURADO DE EXAMEN

Dra. Edith Arenas Rios
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud.
Departamento de Biologia de la Reproduccién.
Correo electronico: editharenas2000@yahoo.com.mx

UAM-Iztapalapa

Dr. José Luis Tlachi Lépez
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud.
Departamento de Biologia de la Reproduccién.
Correo electronico: tlachijl@yahoo.com

UAM-Iztapalapa

Dra. Anabel Jiménez Anguiano
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud.
Departamento de Biologia de la Reproduccion.
Correo electronico: aja@xanum.uam.mx

UAM-Iztapalapa

Dra. Yolanda Cruz Gomez
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
Correo electronico: cruzgomezy@yahoo.com.mx
UAT



Este trabajo se realiz6 en la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.
Se desarroll6 en los Laboratorios de: Neurobiologia Tisular (S-336) y Biologia de la
Reproduccion Animal Asistida (S-234) del Departamento de Biologia de la

Reproduccion.

Este proyecto contd parcialmente con el financiamiento de los laboratorios antes
mencionados de la Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa y con la
beca CONACYT Numero: 6204009.

“El programa de la Maestria en Biologia de la Reproduccion Animal de la Universidad

Autonoma Metropolitana estd incluido en el Programa Nacional de Posgrado de
Excelencia del CONACyYT (PNPC) Registro 003797”.



Los miembros del jurado designados por la Divisidn de Ciencias Bioldgicas y de la
Salud, Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, abajo firmantes,
aprobaron |a tesis tilulada: “Andlisis morfolégico del epididimo ¥ determinacién
espermatica durante la postsaciedad sexual de la rata” con fecha 26 de mayao del
2017,

PRESIDENTE
DOra. Edith Arenas Rios

[ ——.

SECRETARIO

Dr. José Luis Tlachi Lopez

VOCAL
Cra. Yolanda Cruz Gamez



DEDICATORIAS

A mis padres
Por el apoyo y consejos constantes que me han brindado, los valores que me han
inculcado durante el transcurso de mi vida por los cuales las decisiones que he

tomado y me han llevado a concluir esta etapa e ir pensando en la siguiente.

A mis hermanos

Por los momentos que hemos pasado, los consejos y el apoyo incondicional que me
han brindado.

A mis amigos
Por estar en momentos alegres y dificiles durante el tiempo que nos conocimos. Y

por brindarme su apoyo incondicional.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autébnoma Metropolitana por abrirme las puertas desde la

Licenciatura hasta esta etapa del posgrado.

Al Dr. Mario Garcia Lorenzana por abrirme las puertas del laboratorio desde el
servicio social hasta este momento y por todo el aprendizaje que me ha dado. Y

sobre todo por la confianza que deposité en mi desde que nos conocimos.

A la Dra. Rosa Angélica Lucio Lucio por confiar en mi sin conocerme con anterioridad
al posgrado, los consejos que me dio académicamente y por batallar conmigo para

gue aprendiera a utilizar los términos correctos para este nivel.

Muy en especial a la Dra. Edith Arenas Rios por permitir que entrara a su laboratorio
y sobre todo por la constancia y el aprendizaje que he adquirido de ella. Sin dejar a
un lado la confianza que me brindé académicamente y la amistad en el ambito

personal.

Al M. en C. Matias Martinez Coronel que a pesar de las altas y bajas que hemos
tenido, prevalece la amistad que me ofrecié y sobre todo el conocimiento que adquiri

de él a lo largo del tiempo que lo llevo conociendo.

A la Dra. Tarrago por confiar en mi, darme consejos y prestarme ayuda en varios

momentos desde que llegue al laboratorio de Neurobiologia Tisular.

A los Dres. Humberto y Edmundo por abrirme las puertas de su laboratorio y
aceptarme de colada, aunque no perteneciera a su grupo de trabajo.

A las Dras. Anabel Jiménez Anguiano y Yolanda Cruz Gomez por ser mis sinodales y
dedicar su tiempo para contribuir en el mejoramiento de esta tesis.

Vi



Al Dr. Juan Rivera por la amistad ofrecida.

A Tlachi y a Vero, que desde que llegaron al laboratorio me brindaron apoyo,

consejos y su amistad.

A todos mis compafieros de trabajo, ya que de ellos he adquirido conocimientos y
pasado buenos momentos. En especial a Lorena Ruiz Valderrama por la amistad que

me brindd y por todo su apoyo en este proyecto.

A Jessica Tellez, lvan Vargas e Ilvan Bahena por compartir momentos y darme

consejos en todo momento.

Y sobre todo a mis amigas de toda la vida Lesly y Carmina que a pesar de la

distancia y el poco tiempo me han apoyado de diferente manera en esta etapa.

A Mireya por su apoyo incondicional y amistad. Y por los proyectos que hay en

puerta.

A Laura, Daisy y José por toda la amistad y el apoyo ofrecido desde que nos

conocemos hasta ahora. Y por estar en momentos complicados al igual que felices.

Y finalmente, pero no menos importantes a todas esas personas que han pasado por
las diferentes etapas de mi vida, que directa o indirectamente tuvieron que ver con el
desarrollo de este proyecto, ya que sin su apoyo este no se hubiera completado. Y
que a pesar de que algunas han tomado diferentes caminos, otras permanecen en
recuerdos/corazon y otras estan aqui conmigo, me he llevado mucho aprendizaje de

ellos, les agradezco haberse cruzado en mi vida y les deseo lo mejor.

Vii



“Las funciones superiores del cerebro -la memoria y la facultad de razonar- se
explican, para Hyden, por la forma particular de las moléculas de proteina que
corresponde a cada clase de excitacion. Cada neurona del cerebro contiene millones
de moléculas de acidos ribonucleicos diferentes, que se distinguen por la disposicion
de sus elementos constituyentes simples. Cada molécula particular de &cido
ribonucleico (RNA) corresponde a una proteina bien definida, a la manera como una
llave se adapta exactamente a una cerradura. Los acidos nucleicos dictan a la
neurona la forma de la molécula de proteina que va a formar. Estas moléculas son,

segun los investigadores suecos, la traduccién quimica de los pensamientos.

La memoria corresponderia, pues, a la ordenacion de las moléculas de acidos
nucleicos en el cerebro, que desempefian el papel de las tarjetas perforadas en las
computadoras modernas. Por ejemplo, el impulso que corresponde a la nota “mi”
captada por el oido se desliza rapidamente de una neurona a otra hasta alcanzar a
todas aquellas que contienen las moléculas de acido RNA correspondiente a esta
excitacion particular. Las células fabrican de inmediato moléculas de la proteina

correspondiente regida por este acido, y realizamos la audicion de dicha nota.

La riqueza, la variedad del pensamiento se explican por el hecho de que un cerebro
medio contiene unos diez mil millones de neuronas, cada una de las cuales encierra
varios millones de moléculas de distintos acidos nucleicos, el nimero de
combinaciones posibles es astronémico. Esta teoria tiene, por otra parte, la ventaja
de explicar por qué en el cerebro no se han podido describir zonas netamente
definidas y particulares de cada una de las funciones cerebrales superiores; como
cada neurona dispone de varios acidos nucleicos, puede participar en procesos

mentales diferentes, y evocar pensamientos y recuerdos diversos.”

viii



“Nada es peor que no tener principios

cuando ya esta proximo el final.”

“Si la palabra es accion
entonces ven a contarme el amor,
gue quiero hacer contigo

todo lo que la poesia adn no ha escrito”



INDICE

RESUIMEBN ... e e e e e et e e et e e e e e e e e eaa s 1
Y o 1 4 = T4 PRSPPI 3
IR 101 0 o LU Yo o o ] o 5
1.1. Conducta copulatoria de la rata macho.............ccccoviiiiiiiiiiiiiii e, 5
1.2. Eyaculado de la rata macho.............cooiiiiiiiiiiice e 7
1.3. Saciedad sexual MasCUliNg............ccccoeviiiiiiii 9
1.4. Parametros seminales (postsaciedad sexual)...........ccccvvvvviiiiiiiieeeeeeceiicee e 9
1.5. Caracteristicas morfologicas del epididimoO...........cccooviiiiiiiiiiiii e, 10
1.6. Caracteristicas morfologicas del espermatozoide............ccccoeeveeeiiiiiiiiiiiinneeenn. 14
1.7. Papel de los androgenos en el epididimo .........ccuuveeeeiieiiiiiiiiiie e 15
P2 N g1 (=T o =To L= o 17
2.1. Pardmetros SEMINAIES. .........covviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 17
2.2. Restablecimiento de la conducta copulatoria..............cceevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieennnn. 18
2.3. Restablecimiento del eyaculado................ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 19

2.4. Hallazgos histolégicos en testiculo y epididimo posterior a la saciedad sexual

................................................................................................................................ 21

2.5. Androgenos en la saciedad SeXual ..............uuuieiiiiiiiiiiiii e 22
3. JUSHIFICACION it e e e e e e e as 24
4. Preguntas de iNVEStIgACION ........cuuuuiiiii it 26
T o L] 010} (=F] PSSR RPP 26
6. ODJEtiVO GENETAl ..o 26
7. ObJetiVOS PArtiCUIAIES ..o 26
8. Material Y METOAO ... 27



8.1. DiSefi0o eXPerMENTAl ........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 27

8.2. ANIMAUES ..ot 27
8.3. Pruebas COPUIALONIAS ..........covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
8.4. Saciedad SEXUAL..........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 29
8.5. Recuperacion postsaciedad SEXUAL.............ccoiiiiiiiiiiiiiiiie e 29
8.6. Obtencion de muestras del epididimO............ucieiiiieiiiiiiii e 29
8.7. Determinacion de parametros espermaticos del epididimo............ccccccceeeeee. 30
8.8. Técnica histologica y andlisis morfométrico del epididimo............ccccvvveeee. 31
8.9. ANAIISIS ESIAAISHICO.......ciiiiiiiieieeee e 32
9. RESUITAAODS ...ttt e e e e e e e e 33
9.1. PeS0o del ePididiMO........ciii e 33
9.2. Histologia del epididimO ..........coouiiiiiiie e 35
9.2.1. Analisis cualitativo del epididimo ...........cccoooiiiiiiiiiiiiee e 35
9.2.2. Analisis cuantitativo del epididimo ..........ccooiiiiiiiiiiiii e 40
9.2.2.1. TIPO CeIUIAT ... 40
9.2.2.2. TIPO d€ €PITELIO .o 43
9.2.2.3. MOIfOMELITA ..o e e e 44

9.3. Pardmetros esperméaticos del epididimo ...........coooviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 51
9.3.1. Concentracion ESPEIMALICA ........cceeeeeeeeeeeeeeee e 51
9.3.2. Viabilidad eSpermatiCa............cocuuuuiiiiii e 53
9.3.3. Morfologia SPErmMALICa ...........ccevvuiiiiiii e 55
L0, DISCUSION ettt e ettt et e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e asanbbe e e e e eaeas 57
10.1. Peso del epididiMmO........ceeeceiiiieice e 57
10.2. Histologia del epididimO...........oouuiiiiiiiiic e 58

xi



10.2.1. Andlisis cualitativo del epididimoO ...........oooiiiiiiiiiiei e 58

10.2.2. Andlisis cuantitativo del epididimo ...........ccuuiiiiiiiieiiiie e 59
10.2.2.1. TIPO CEIUIAT ... 59
10.2.2.2. TIPO d€ EPIEIIO ... 60
10.2.2.3. MOMOMELITA ... e 61

10.3. Parametros espermaticos del epididimo .........cccoooeevriiiiiiiiii e, 62

10.3.1. Concentracion, viabilidad y morfologia espermatica...............cc.ceceeeeeenns 62

11, CONCIUSION ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeas 66
12, PEISPECIIVAS ..ovviiiii i ettt s e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eearaa s 67
13, REFEIENCIAS ..ot e e e e e e e e e as 68

Xii



cap
cor
cau
BHE

H-E

LH
FSH
RA
REa
ADN
ARN
APOm
VMH
BST
SL
AMe
AAs
DB
DA
AE
ALLE

ALT

INDICE DE ABREVIATURAS
Caput

Corpus

Cauda

Barrera hematoepididimaria
Hematoxilina y Eosina
Testosterona

Hormona luteinizante

Hormona foliculoestimulante
Receptores a andrégenos
Receptores a estrogenos-alfa
Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Area predptica media

Nucleo ventromedial hipotalamico
Lecho de la estria terminalis
Septo lateral

Amigdala medial

Area del aglomerado de espermatozoides
Dominio basal

Dominio apical

Area del epitelio

Area luminal libre de espermatozoides

Area luminal total

Xiii



ANEXQOS
1. Pruebas de conducta: Sustancias

e Hormonas: 17-Beta-estradiol-3-benzoato (E2)

ACEITE T8 OlIVA ...oviiiiiiiiiiiiiieeeee e 50 ml

B 2 ettt ettt n ettt 0.005 g
e Hormonas: Progesterona (Py)

ACEILE UE OlIVA ...t e e e 50 ml

P ettt ettt ettt 1g

2. Histologia: Reactivos, soluciones y procesamientos

e Fijador Bouin Dubosq (Bouin Alcoholico)

Alcohol 80°
Formaldehido en solucién
Acido Picrico

Acido Acético glacial

Se disuelve el acido picrico en alcohol 80°, se filtra y se agrega el

formaldehido, posteriormente se le agrega el &cido acético glacial.

Xiv



e Procesamientos: Lavados (grados Gay Lussac)

AICONOL 700 e 14 lavados de 30 min c/u

e Procesamiento: Deshidratacion (con diferentes grados Gay Lussac)

AICONOI 8OO ...ttt 1h
AICONOI OB ... e e e e e e 1h
AICONOI OB ... e e e e 1h
AICONOI OB ... e e e e 1h
N (o0 T I [0 PP PP PPPPPPPPPPPTR 1h
N (o0 T I [0 PP PP PPPPPPPPPPPTR 1h
Y ole] o o I K0 L0 PP PPPPPPPPP 1h

e Procesamiento: Aclaracion

AICONOL XIBNO .o e e 50 min
K B0 oo 50 min
D (11 o Lo TP 50 min

e Procesamiento: Infiltrado

o =T 0] =TT T 1 - U PP 1lh

o =T 0] =TT T 1 - U PP 1lh
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Todo el procesamiento, desde la deshidratacion hasta el infiltrado, se realizé
con el procesador de tejidos (Leica, TP 1020) y utilizando el programa 4.

e Procesamiento: Inclusién

Se realiz6 cuidando que todo el tiempo el paraplas-xtra y el epididimo
permanecieran a una temperatura de 60 centigrados utilizando escuadras de

Leukart.

e Cortes y premontaje

Se utilizaron portaobjetos esmerilados (25x75mm) de la marca Madesa. Se
empezd a premontar en el momento que el tejido empez6 a salir completo. Y se
obtuvieron 7 laminillas con 4 cortes cada una (en total 28 cortes longitudinales
seriados de 5 micrbmetros de espesor) (caput = 162.22+46.60, corpus =
244.44+135.51 y cauda = 146.66+39.71 cortes).

e Reactivos, soluciones de la tincion y montaje

Hematoxilina de Harris

Hematoxilia (Solucion Papanicolaou)
Acido Acético

Se filtr6 la Hematoxilina y después se le agrego6 el acido acético.
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Solucién Madre Eosina Amatrillenta

Eosina Amatrillenta al 1%
Alcohol 96°

Se mezclaron los dos reactivos y se obtuvo la solucion madre.

Eosina Solucién de trabajo

Eosina Solucion Madre
Alcohol 80°
Acido Acético

Se mezclaron la Eosina y el alcohol 80° y se le agreg6 el acido acético

Se utilizé la técnica de tincion Hematoxilina — Eosina (HE):

Hidratacion:

A= 0 T [ T 5 minutos
AN =0 R [ 1 5 minutos
AICONOI L00O ... e e e a 5 minutos
Y o0 T 0 0 5 minutos
Y (o0 T I =t 1 1T It P 2 minutos
Y (o0 10 1K 2 minutos
Y o0 T = {0 2 minutos



ALCONOI B0 .o 2 minutos

Agua destilada ..........ccoeevviiiiiiiiiiiiiiiiiii lavados hasta que dejen de verse llorosos
[ (=T E= 0[] = 7 minutos
AQUA A JA TTAVE ... . lavados
Y (o] T = Tox o o 1SRN 1 lavado rapido
AQUA dESHIATA ... ——— lavados
SOIUCION 8 SCOLL .o 8 minutos
AQUA AESHIATA ......eevviiiiiiiiiiiiiiiiiii e lavados
01 | = SR 2:30 minutos
AQUA AESHIATA ......eevviiiiiiiiiiiiiiiiiii e lavados
Deshidratacion:

Y (o0 T 1K U lavados
Y (o0 T I | U lavados
oo o I K0 L0 PP lavados
oo ] o I K0 10 | P lavados
AlCONO] XIIBNO..... e lavados
D1 = o T PSRRI lavados
D 1= o I | USRI lavados

El montaje se realizd0 colocando unas gotas de Entellan en las laminillas
teflidas y situando un cubre objetos sobre el tejido, cuidando que no quedaran

burbujas.
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3. Determinacion espermatica: Reactivos y soluciones

e Extraccion de espermatozoides: Ringer a un pH de 7.2

NaCl 95 mM

KCI 5mM

KH,PO,4 1.1mM
CaCl2 — 2H,0 1.7 mM

Por ser animales con postsaciedad sexual, se utilizaron 500 ul para los dias O-
16 y 1000 pl los del dia 20-28 y controles.

¢ Viabilidad espermatica

Eosina-Nigrosina

Eosina Y 1% en agua destilada
Nigrosina 10% en agua destilada
Cloruro de sodio

Previamente se calent6 el agua destilada, se disolvio la Eosina Y junto con el
cloruro de sodio y se le agrego6 la Nigrosina. Se hirvio la suspension, se le permitio

enfriarse a temperatura ambiente yse filtré.

e Concentracién espermatica

Para obtener la concentracion espermatica se determiné la densidad y

posteriormente la dilucion. Considerando el siguiente cuadro:

XiX



Espermatozoides Espermatozoides Dilucién Semen (ul) Fijador (nl) Formula utilizada
en 400X en 200X requerida

>101 >404 1:20 (1+19) 50 950 C=(N/n)x(1/20)x20

16-100 64-400 1:5 (1+4) 50 200 C=(N/n)x(1/20)x5

2-15 8-60 12 (1+1) 50 50 C=(N/n)x(1/20)x2
) ) 1:2 (1+1) 50 50 C=(N/1800)x2

Tabla. Diluciones utilizadas (modificado del Manual WHO, 2010).

Una vez obtenida la dilucion, se colocaron 10 pl a cada lado de la camara de
Neubauer y se observé al microscopio de campo claro a 40X. La lectura se hizo de la

siguiente manera:

Fig. Camara de Neubauer (modificado del manual WHO, 2010).

Del cuadro E, se contaron los espermatozoides que se encontraban en los
cinco cuadrantes (de cada esquina y el central). Lo anterior se hizo de cada lado de

la camara.

Para obtener el resultado, se sumaron las cantidades obtenidas de ambos
cuadros de cada lado de la cAmara, luego se dividié entre dos, el resultado de estos
se divide entre el factor de conversion. Finalmente el resultado se expresa en

millones por mililitro.
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¢ Morfologia espermatica

Paraformaldehido (PAF) 1%

PAF al 1%
Buffer de fosfatos

Para disolver el PAF, se utilizé un matraz en donde se agrego la solucién
amortiguadora (buffer de fosfatos) y se vacio poco a poco el paraformaldehido, lo
anterior estuvo en constante agitacion hasta que se disolvié completamente. Esta

solucion se mantuvo a 60 °C a bafo Maria.

Tincién de Papanicolau

Se obtuvo mediante la técnica de Papanicolau modificado del manual (WHO,

2010), la tincion fue la siguiente:

AICONOI 8OO .. 30 segundos
AICONOI 500 . 30 segundos
AQUA AESHIATA .....ceevviiiiiiiiiiiiiiiiiie 30 segundos
Harris hematoxilina (PapaniColau) ..................eeeeeeumiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 4 minutos
AQUA AESHIATA .....ceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 30 segundos
AICONOI ACIAO ..coovviiiiiiiiiiiiiiiiii 4 inmersiones de 1 segundo
Agua de lallave fria ... 5 minutos
AICONOI 500 ... e 30 segundos
AICONOI BOO ... 30 segundos

XXi



ALCONOI 080 e, 15 minutos

G-60range (PapaniColau 2@) ..........coovviiiuiiuiiiiie e eeeeees 1 minuto
AlCONOI 950 e e 30 segundos
AlCONOI 950 e 30 segundos
AlCONOI 950 e e 30 segundos
E-A 50 green (Papanicolau 3D) ........ccooeeeiiiiiiiiiiiie e 1 minuto
AICONOI 952 . e 2:30 minutos
AICONOI 950 30 segundos
AICONOI 1000 .ot 15 segundos
AICONOI 1000 .ot 15 segundos
Montaje:

AICONOI XIBNO ... 1 minuto
XIBNO | 1 minuto

El montaje se realiz6 colocando unas gotas de Entellan en la laminillas tefidas
y situando un cubre objetos sobre el porta objetos, cuidando que no quedaran
burbujas.
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RESUMEN

La saciedad sexual es la inhibicion de la cépula, debido al apareamiento repetido y
se reconoce cuando el macho no presenta mas patrones motores de monta ni de
intromision durante 30 minutos después del dltimo patron eyaculatorio. Tras la
saciedad sexual, la conducta se restituye gradualmente y el eyaculado también
aunque mas tardiamente. La concentracion espermética que empieza a recuperarse
a los 15 dias postsaciedad sexual, depende de las funciones epididimarias. El
epididimo es un dérgano androgeno-dependiente; es compacto microtubular que
presenta células principales, basales, apicales, estrechas, claras y de tipo halo. Por
lo tanto, como primer acercamiento y lo que constituye el objetivo del presente
trabajo fue analizar la morfologia epididimaria y la determinacion espermética que
permitan explicar la recuperacion de la cuenta espermatica, durante la postsaciedad
sexual de la rata. En este estudio, se ocuparon ratas macho expertos de la cepa
Wistar, los cuales se colocaron en pruebas copulatorias hasta la saciedad sexual. Se
ocuparon un total de nueve grupos con una n=3 por grupo. Estos grupos se dejaron
recuperar 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias postsaciedad sexual, a parte se tuvo un grupo
inmediato a la saciedad sexual y un grupo control con una serie eyaculatoria.
Posterior a la recuperacion, se obtuvieron los epididimos y se regionalizaron en
caput, corpus y cauda. Un epididimo se utilizo para los parametros espermaticos:
viabilidad, concentracion y morfologia espermatica; el otro epididimo para analizar la
morfologia mediante la técnica histoldégica. En el analisis estadistico se utilizo U
Mann-Whitney para la morfometria y tipo celular, y un ANOVA seguida de Tukey-
Kramer para el tipo epitelio y los parametros espermaticos. Considerandolos
significativos con un valor de P<0.05. Encontramos que posterior a la saciedad
sexual, los pesos presentan diferencias significativas (P<0.05), en el peso total, caput
y cauda del epididimo incremento, mientras que en el corpus disminuyd. En cuanto a
la citologia celular, se observaron cambios en las tonalidades basofilas y acidofilas,
encontrando mas células inactivas. Esto se relaciona con el conteo de los tipos

celulares: se encontraron diferencias significativas (P<0.05), en donde disminuyo el



namero de células principales, basales y halo. El conteo en el conducto epididimario
de los diferentes tipos de epitelio fue: del epitelio simple cilindrico hubo diferencias
significativas (P<0.05) disminuyendo en los dias 8 en caput y 12 en cauda. La
morfometria mostrd diferencias (P<0.05) en las areas medidas; siendo la altura la
gue mayor diferencia presentd siendo caput y cauda las mas afectadas. Respecto a
los pardmetros esperméticos, presentaron diferencias significativas (P<0.05) en:
concentracion los dias 0-8 y 16, viabilidad y morfologia estuvieron reducidos en los
dias 0 al 16. En suma, el peso del epididimo se debidé a una posible hiperplasia o
bien a que la barrera hematoepididimaria se dafidé. En cuanto a la citologia celular y
el mayor nimero de células inactivas que se encontraron podria deberse a la
disminucion de testosterona local. A esto se afiade la reduccion del conteo celular
(principales, basales y halo). Las regiones en donde se observaron cambios en la
morfometria fueron caput y cauda, quizads se deba a que el testiculo mantiene la
produccién de espermatozoides que contindan su recorrido por el epididimo por lo
que debe mantener su actividad. Los valores de los pardmetros espermaticos
epididimarios podrian deberse tanto a la disminucién de andrégenos locales como
también a que los estr6genos no se encuentren en niveles normales. En conclusion,
encontramos cambios morfolégicos en el periodo postsaciedad sexual, lo mas
acentuados, fueron la disminucion en la altura del epitelio, los tipos celulares y los
valores de los parametros espermaticos. Siendo en la concentracion espermatica la
mas afectada, viéndose recuperada a partir del dia 20 en la cauda del epididimo.
Ser& necesario indagar sobre el papel de los andrégenos y estrogenos durante la
saciedad sexual y el restablecimiento del eyaculado.



ABSTRACT

Sexual satiety is the inhibition of intercourse due to repeated mating and is
recognized when the male has no more motor patterns or intrusions for 30 minutes
after the last ejaculatory pattern. After the sexual satiety, the behavior is gradually
restored and the ejaculate also, although later. The sperm concentration that begins
to recover at 15 days after the sexual satiety, depends on epididymal functions. The
epididymis is an androgen-dependent organ; is compact microtubular that presents
main, basal, apical, narrow, clear and halo type cells. Therefore, as a first approach
and what constitutes the objective of the present work was to analyze the epididymal
morphology and sperm determination that allow to explain the recovery of the sperm
count, during sexual post-sex of the rat. In this study, expert male rats of the Wistar
strain were placed, which were placed in copulatory tests until sexual satiety. A total
of nine groups were occupied with n=3 per group. These groups were allowed to
recover 4, 8, 12, 16, 20, 24 and 28 days after sex, apart from having an immediate
sexual satiety group and a control group with an ejaculatory series. After the
recovery, the epididymides were obtained and regionalized in caput, corpus and tail.
An epididymis was used for sperm parameters: viability, concentration and sperm
morphology; The other epididymis to analyze the morphology through the histological
technique. In the statistical analysis U Mann-Whitney was used for morphometry and
cell type, and ANOVA followed by Tukey-Kramer for the type epithelium and sperm
parameters. Considering them significant with a value of P<0.05. We found that after
the sexual satiety, the weights presented significant differences (P<0.05), in the total
weight, caput and tail of the epididymis increase, while in the corpus decreased. As
for the cell cytology, changes in basophilic and acidophilic tonalities were observed,
finding more cells inactive. This was related to the cell types counting: significant
differences were found (P<0.05), where the number of main, basal and halo cells
decreased. The count in the epididymal duct of the different types of epithelium was:
from the simple cylindrical epithelium there were significant differences (P<0.05)

decreasing in days 8 in caput and 12 in tail. Morphometry showed differences



(P<0.05) in the measured areas; Being the height that the greater difference was
presented caput and tail the most affected. Regarding the sperm parameters, they
presented significant differences (P<0.05) in: concentration days 0-8 and 16, viability
and morphology were reduced on days 0 to 16. In sum, the weight of the epididymis
was due to possible hyperplasia Or to which the hematoepididimary barrier was
damaged. As for the cell cytology and the greater number of inactive cells that were
found could be due to the decrease of local testosterone. To this is added the
reduction of the cellular count (main, basal and halo). The regions where changes in
morphometry were observed were caput and tail, perhaps because the testis
maintains the production of spermatozoa that continue to travel through the
epididymis so it must maintain its activity. The values of the epididymal sperm
parameters could be due to the decrease of local androgens as well as to that the
estrogens are not in normal levels. In conclusion, we found morphological changes in
the post-sexual satiety period, the most pronounced being the decrease in epithelial
height, cell types and sperm parameters. Being in the spermatic concentration the
most affected, being recovered from day 20 in the tail of the epididymis. It will be
necessary to inquire about the role of androgens and estrogens during sexual satiety
and the reestablishment of the ejaculate.



1. INTRODUCCION.

La saciedad sexual masculina es la inhibicion de la conducta de apareamiento
debida a eyaculaciones sucesivas (Larsson, 1956). Tal inhibicibn no se debe a la
fatiga fisica del individuo, sino a la desmotivacion sexual por la pareja (Beach y
Jordan, 1956). La saciedad sexual empezé a estudiarse desde el punto de vista
conductual (Larsson, 1956; Beach y Jordan, 1956), después desde la perspectiva
neuroendocrinolédgica y farmacoldgica (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994;
Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003) y mas recientemente, se ha estudiado
la saciedad sexual con un matiz ecofisiolégico (Tlachi-Lopez y cols., 2012; Lucio y
cols., 2014). Sin embargo, no se ha explorado el efecto sobre el epididimo debido a

la saciedad sexual.

Antes de continuar con la saciedad sexual es pertinente describir la conducta
sexual masculina (Fig. 1). Tal conducta fue descrita amplia y detalladamente para la
rata (Rattus norvegicus; Larsson, 1956). Es asi que la rata de laboratorio ha sido el

animal mas socorrido en los estudios conductuales y sobre la fisiologia masculina.
1.1. Conducta copulatoria de la rata macho

Patrones motores y respuestas genitales durante la conducta copulatoria
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Figura 1. Patrones motores de rata Wistar. A) monta, B) intromisién, C) eyaculacion (Lucio y
Tlachi-L6pez, 2008).



La rata macho muestra patrones motores estereotipados durante la coépula,
identificados como: monta, intromision y eyaculacion (Fig. 1). Durante la monta, el
macho con sus extremidades delanteras palpa los flancos de la hembra y ejecuta
movimientos pélvicos hacia adelante y hacia atras sobre la grupa femenina (Fig. 1 A).
La intromisién inicia como la monta, se distingue de ella porque el Gltimo de los
movimientos pélvicos es profundo que se asocia con la insercion del pene en la
vagina, seguido inmediatamente de la desmonta brusca hacia atras (Fig. 1 B) (Pollak
y Sachs, 1976). De este modo, cuando se observa este patrén conductual se asume
que la insercién del pene ocurre y no se verifica (Sachs y Meisel, 1988). Sin
embargo, Pollak y Sachs, (1976) mencionan que el macho no logra la insercion del
pene, pero muestra el patron motor de intromisién. Por tal razéon, debe llamarse
patrén de intromision cuando no se constata la insercion del pene en la vagina; y
debe llamarse intromisién cuando se utiliza algin método que verifica la insercion del
pene (Sachs y Meisel, 1988).

Después de varias montas e intromisiones ocurre la eyaculacion,
caracterizada por el movimiento pélvico que es mas profundo y sostenido que el de
la intromision (Fig. 1 C). Cuando se observa al macho realizar el patron de
eyaculacién, se asume que expele fluido seminal (espermatozoides y plasma
seminal) quedando depositado en la vagina. Después el macho levanta su tronco, al
mismo tiempo extiende lateralmente sus extremidades anteriores y se desmonta de
manera lenta. Posteriormente, se acicala el pene y la regién perineal (Larsson,
1956). De igual modo, debe llamarse patron de eyaculacion cuando no se constata la
expulsion de semen; y debe llamarse eyaculaciéon cuando se utiliza algan método
que verifica el depdsito de semen en la vagina (Sachs y Meisel, 1988; Hull y cols.,
2006). Técnicamente, la eyaculacion se refiere a la expulsion de semen por el meato
uretral desde la uretra prostatica. Las contracciones ritmicas de los musculos
esqueléticos y perineales: isquiocavernoso, aumentan la presién cavernosa y la
contraccion del musculo bulbosponjoso, aumenta la presion en el glande, asi como la

contribucion de factores vasculares y de los muasculos estriados del pene,



acompafian a la eyaculacién (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Después de la
eyaculacién, el macho presenta el intervalo post-eyaculatorio que comprende el
tiempo que transcurre entre la eyaculacidn hasta que se presenta la monta o
intromisidn de la siguiente serie eyaculatoria; este intervalo post-eyaculatorio tiene
una duracién de 5-8 minutos e incrementa después de eyaculaciones sucesivas
(Lucio y Tlachi-L6épez, 2008; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009).

Asi, los patrones motores copulatorios de monta e intromision se acompafian
de respuestas genitales. El patréon de intromision se acompafia de la insercién del
pene; el de eyaculacién, de la expulsién seminal. En la rata macho, puede realizarse
la observacién del pene colocando un espejo a 45° debajo de la arena de
observacion, aunque la duracion de la ereccion es de escasos milisegundos. La
expulsién seminal es mas facil de corroborar al observar el tap6n seminal mediante
métodos como el contraste radiopaco (Wallach y Hart, 1983) o directamente
extrayéndolo quirdrgicamente de la vagina (Austin y Dewsbury, 1986; Tlachi-Lopez y
cols., 2012). El tapén seminal también puede ser retirado de la vagina cuando otro
macho realiza 3-4 intromisiones o incluso por el mismo animal que lo depositd una
vez concluido el intervalo post-eyaculatorio (McClintock y cols., 1982; Lucio y cols.,
1994; Tlachi-Lépez y cols., 2012; Lucio y cols., 2014).

1.2. Eyaculacion de la rata macho

Cuando se habla de eyaculacion, se refiere a la expulsibn de semen por el meato
uretral y consiste en dos fases: emisién seminal y expulsién seminal, que involucran
eventos autobnomos y somaticos (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008; Hull y Rodriguez-
Manzo, 2009).

La emision seminal implica el cierre de los esfinteres del cuello de la vejiga
urinaria y se contraen la prostata, los conductos deferentes y las glandulas
coagulantes (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009) y consiste en el transporte y reunion de
espermatozoides con los fluidos suministrados por las glandulas sexuales accesorias
en la uretra proximal. La expulsion seminal implica la contraccion ritmica de la
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estructura perinea y pélvica, y es la salida del semen (espermatozoides y
secreciones glandulares) por el meato uretral, debido a contracciones ritmicas de la
musculatura lisa de la uretra y de la musculatura estriada del periné y pélvicos que
incluyen al isquiocavernoso, bulboesponjoso (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008; Hull y
Rodriguez-Manzo, 2009).

Particularidades del eyaculado de la rata macho

Durante la emision seminal, los espermatozoides son seguidos por las secreciones
de las glandulas sexuales accesorias y constituyen el eyaculado. Gran parte del
eyaculado, constituido por las secreciones glandulares, se endurecen formando el
tapdn seminal (Blandau, 1945), que al adherirse fuertemente a las paredes vaginales
y al cérvix favorecen el transporte espermatico transcervical. Dicho transporte ocurre
durante los primeros minutos después de la eyaculacion (Matthews y Adler, 1977). El
intervalo post-eyaculatorio que dura alrededor de 5-10 minutos impide al macho
retirar su propio tapén antes de que ocurra el transporte de los espermatozoides que
previamente depositd. La remocion del tapén en menos de 6 minutos después de la
eyaculaciéon interrumpe el transporte esperméatico que resulta en una minima o nula
cantidad de espermatozoides (Matthews y Adler, 1977). En condiciones naturales y
semi-naturales, las ratas hembra sexualmente receptivas pueden copular con
diferentes machos, dado que la especie es gregaria y altamente promiscua
(McClintock y Adler, 1978; McClintock y cols., 1982). Por lo tanto, si dos machos
eyaculan en la misma hembra puede que el segundo haya retirado el tapén del
primero o bien que la hembra contenga en su tracto reproductor los espermatozoides
de ambos machos, favoreciendo con ello, la competencia espermatica por los évulos
(Parker, 1998). Esta situacion parece una ventaja entre individuos, ya que aumenta
la diversidad genética de la descendencia. De hecho, en una misma camada, la
paternidad puede ser compartida, es decir, mas de un macho puede resultar el padre

de las crias.



La evaluacion de las caracteristicas del eyaculado puede ser directa (obtenido
directamente del macho) o indirectamente (obteniéndolo del tracto reproductor de
una hembra recién apareada). Comunmente, para la obtencion directa de semen se
utiliza la electroeyaculacion, técnica no estandarizada para la rata macho, ademas no
existen vaginas artificiales para la colecta. Por ello, es que el eyaculado se evalla
por espermatobioscopia indirecta, mediante la aspiracién del contenido uterino tras la
administracion de solucion salina (Austin y Dewsbury, 1986; Matthews y Adler, 1977;
Carballada y Esponda, 1992) o mediante el vaciamiento del fluido uterino después de

su extirpacion de los cuernos uterinos (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008).
1.3. Saciedad sexual masculina

Los machos de varias especies presentan saciedad sexual definida como la
inhibicién de la conducta copulatoria después del apareamiento repetido (revision en
Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti, 2009). Es decir, conforme avanzan las series
eyaculatorias disminuye el numero de intromisiones, asi como la latencia de
eyaculacion (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994). EI cambio mas drastico
es el aumento exponencial en la duracion de los intervalos post-eyaculatorios
(Larsson, 1956; Beach y Jordan, 1956; Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994).
Por lo que se considera que la rata macho esta sexualmente saciada cuando no
presenta patrones motores de monta ni de intromisidbn durante 30-90 minutos
después de la ultima eyaculacion (Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003;
Tlachi-Lopez y cols., 2012).

1.4. Parametros seminales (postsaciedad sexual)

Los machos sexualmente saciados mantienen en la cauda del epididimo el 44% de
espermatozoides respecto a la cantidad encontrada en los machos que solo
realizaron una eyaculacion (Tlachi-Lopez y cols., 2012). De modo que, los saciados
sexualmente tienen espermatozoides para seguir expeliendo. Quizas no los expelen
porque seria infructuoso dado que las secreciones de las glandulas accesorias estan
ausentes. En sucesivas eyaculaciones disminuye el tapdén seminal hasta
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desaparecer, esto significa que no hay secreciones de las glandulas sexuales
accesorias (Pessah y Kochva, 1975). Si no hay secreciones glandulares no hay
plasma seminal y sin éste no tiene sentido expeler solo espermatozoides. El
transporte de los espermatozoides desde la cauda hasta la uretra prostatica, durante
la emision seminal, estd influenciado por mecanismos neuroendocrinos y quizas
también por la presion ejercida debida a la gran concentracion de espermatozoides

ahi contenida.
1.5. Caracteristicas morfolégicas del epididimo

El epididimo es un 6rgano tubular, de ahi que se

conozca también como ducto/conducto epididimario,

Esta constituido por factores hormonales
(gonadotropinas hipofisiarias y hormonas esteroides) y
de elementos estructurales como: el entorno
intraluminal  (lumen, secreciones de moléculas
organicas de bajo peso molecular, células
especializadas, epitelio) matriz extra-tubular (muasculo
3 liso, tejido conectivo, elementos vasculares y nervios) y

paredes vasculares. Lo cual le confiere el peso al
epididimo (Brooks, 1983; Sullivan y cols., 2007; Setchell
y cols., 1994; Cornwall, 2009).

o Este Organo se divide en cuatro o mas
/ ;? segmentos, segun la especie (Setchell y cols., 1994;
Garcia-Lorenzana y cols., 2007; Cornwall, 2009). En
términos generales se acepta, para la mayoria de los
& mamiferos, la existencia de: segmento inicial, cabeza,
Figura. 2. Anatomia del . e

epididmo de la rata. 1) cuerpo y cauda (Fig. 2). Los Ultimos tres pueden ser
segmento inicial, 2) caput, 3) . ‘2 :
corpus y 4) cauda (Kempinas y denominados también como segmentos proximal
Klinefelter, 2014). (caput), segmento medial (corpus) y segmento distal

10



(cauda) (Fig. 2) (Setchell y cols., 1994). Estos segmentos deben denominarse de

acuerdo a las especificaciones de la Nomina Anatdémica Veterinaria como caput,

corpus y cauda (I.C.V.G.A.N., 2005).

El caput (cap) esté revestido por un epitelio cilindrico pseudoestratificado con

microvellosidades, mientras que el corpus (cor) y la cauda (cau) por epitelio columnar

Figura. 3. Representaciéon esquematica de la ultra
estructura de las diferentes células, en donde se
encuentran organelos cuya organizacion es diferente y
distintiva dependiendo del segmento en donde se
encuentren. Se observa en colores: Azul: células
estrechas, rojo: principales, verde: apicales, amarillo:
basales, anaranjado: claras y morado: halo. A)
segmento inicial. B) células principales caput (izquierda)
y corpus (derecha). BM: membrana basal, v: vesiculas,
cp: fosas descubiertas, E: endosomas, L:lisosomas,
RER: reticulo endoplasmico rugoso, G: aparato de
Golgi: AB: vesiculas apicales , VA: agregados
vesiculares, N: nudleo, MV: microvellosidades y M:
mitocondrias (Robaire y cols., 2006).
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simple con microvellosidades. Se

han descrito distintos tipos

celulares en el epitelio

epididimario: células principales,

basales, apicales, estrechas vy
claras, que dependiendo del
segmento en donde se

encuentren su organizacion es
diferente y distintiva (Fig. 3). Las
células principales se encuentran
a lo largo del tubo epididimario
(Robaire y cols., 1988; Trasler y
cols., 1988, citados en: Robaire y
Hilton, 2015), absorben los fluidos
que provienen del testiculo y

secretan proteinas, serotonina,

prostaglandinas, aminoacidos,
carbohidratos, lipidos y
electrolitos; ademas de intervenir
en la conversion de testosterona a
dihidrotestosterona, reaccion
catalizada por la enzima 5-alfa-
reductasa (Sullivan y cols., 2007).

Las células basales se encuentran



en las tres regiones del epididimo (Clermont y Flannery, 1970, citados en: Robaire y
Hilton, 2015), controlan la secrecién de electrolitos desde las células principales
mediante la liberacion paracrina de prostaglandina-E2, por otra parte las células
basales regulan la acidificacion del lumen a través de la produccion de 6xido nitroso
y actian sobre las células claras que estan presentes en las regiones de cap, cor y
cau (Robaire y cols., 1988; Cooper, 1986; Hamilton, 1975, citados en: Robaire y
Hilton, 2015), para estimular la secrecion de protones, en este sentido las células
claras también son células endociticas y pueden ser responsables de la depuracién
de proteinas del lumen y absorben el contenido de las gotitas citoplasméaticas
liberadas por los espermatozoides. Las células apicales se encuentran en el
segmento inicial y en la zona intermedia, aunque también se han visto en otros
segmentos (Sun y Flickinger, 1980; Adamali y Hermo, 1996; Martinez-Garcia y cols.,
1995; Hermon y cols., 2000, citados en: Robaire y Hilton, 2015), y las estrechas se
encuentran a lo largo del tubo epididimario (Robaire y cols., 1988; Trasler y cols.,
1988, citados en: Robaire y Hilton, 2015), estos dos tipos de células participan
conjuntamente en la acidificacion del fluido seminal. De esta forma, sea de manera
individual o concertada, los elementos celulares del epitelio procuran las condiciones
necesarias para que los espermatozoides alcancen su maduracion, adquieran su
motilidad, asi como su habilidad para reconocer, fusionarse al ovocito y fecundarlo
(Sullivan y cols., 2007; Setchell y cols., 1994; Gregory y Cyr, 2014; Robaire y cols.,
2006). Es importante enfatizar que la distribucion, proporciéon y funciones de los tipos
celulares descritos, difiere entre los distintos segmentos del epididimo. Esta situacion
genera dominios microambientales que proveen a los espermatozoides de factores
definidos conforme recorren el oOrgano (Setchell y cols., 1994). El epitelio
epididimario, la matriz extra-tubular y las paredes vasculares, también realizan
funciones protectoras. Esto se logra mediante el establecimiento de la denominada
barrera hematoepididimaria (BHE), la cual ademas de proteger a los
espermatozoides de los efectos adversos asociados con la ingesta o uso de
farmacos, drogas y compuestos nocivos que pudieran provenir de la dieta, previene

el contacto directo de las células inmunologicas con los espermatozoides, evitando
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asi, su destruccion autoinmune (Setchell y cols., 1994; Cornwall, 2009). Las
funciones inmunoldgicas son llevadas a cabo por las células halo que se encuentran
en todo el epitelio epididimario (Robaire y cols., 1988, citados en: Robaire y Hilton,
2015), no solamente se encargan de las funciones de vigilancia inmunolégica, sino
también fagocitan para llevar a cabo la espermatofagia. Proceso que permite la
eliminacién de espermatozoides anormales o de aquellos almacenados en la cau
epididimaria que no han sido eyaculados en un periodo largo (Setchell y cols., 1994;
Cornwall, 2009).

Ademas de los elementos epiteliales, la pared del epididimo tiene una capa
media constituida por células mioides y una capa externa denominada adventicia,
formada por tejido conectivo laxo (Setchell y cols., 1994). En el 6rgano maduro, el
componente amorfo del intersticio funge como barrera que limita la difusion de
moléculas. En otras palabras, el componente amorfo del intersticio es fundamental
para la organizacion de los dominios micro-ambientales del epididimo (Sullivan y
cols., 2007). Por otro lado, el intersticio posee un componente celular constituido por
células de los linajes nervioso, neuroendocrino, vascular y fibroblastico que no sélo
proveen innervacion y nutrimento, sino que participan activamente en el control de
los procesos de secrecion, absorcion y remodelacion locales. Mencion especial debe
hacerse a los mastocitos, células provenientes de la médula Osea, que son
particularmente abundantes en el epididimo y que parecen estar involucrados en los
procesos de remodelacion tisular que ocurren durante el ciclo de involucion-
recrudescencia que se lleva a cabo en el testiculo y epididimo de los mamiferos que
muestran reproduccion estacional. Asi mismo, los mastocitos también parecen
regular de forma paracrina la liberacion de testosterona (T) desde las células de
Leydig (Setchell y cols., 1994; Cornwall, 2009; Amann y cols., 1993).

Es importante destacar que el tiempo que los espermatozoides requieren para
recorrer la extension céfalo-caudal del epididimo varia entre especies, 8 dias en la
rata y 12 dias en el hombre, asimismo, depende de la frecuencia eyaculatoria. Cabe
recordar que la principal fuerza de propulsion de los espermatozoides dentro de la
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luz del epididimo es de origen neuromuscular y estd supeditada a las contracciones
ritmicas espontdneas generadas en las paredes del epididimo, debidas en parte, a la
respuesta a los andrégenos, la modulacién intrinseca de las neuronas, la actividad
nerviosa del hipogastrico y a la accion de diversos neurotransmisores sobre las
células mioides del epididimo (Sullivan y cols., 2007; Setchell y cols., 1994). Es por
ello que los espermatozoides que se eyaculan son aquellos que se encuentran en el

epididimo, particularmente en la regién caudal (Setchell y cols., 1994).
1.6. Caracteristicas morfolégicas del espermatozoide

La estructura morfolégica del espermatozoide se constituye por tres regiones:

cabeza, cuello y flagelo (Avilés, 2011; Rodriguez-Tobdn, 2011).

La cabeza es una estructura de morfologia falciforme en mamiferos, en donde
se encuentra el acrosoma y el nucleo envueltas por una membrana plasmaética,
estructuras citoesqueléticas y una pequefia cantidad de citoplasma (Avilés, 2011;
Rodriguez-Tobon, 2011). Esta regién se subdivide en segmentos: apical, pre-
ecuatorial, ecuatorial y post-ecuatorial. El acrosoma reviste los dos primeros tercios
de la cabeza del espermatozoide, formada por una membrana interna y una externa.
Contiene enzimas hidroliticas como la acrosina, hialorunidasa y otras hidrolasas y
esterasas, las cuales son esenciales para la lisis de la zona pellcida y la penetracion
de las células que rodean al ovocito. El nacleo contiene al acido desoxirribonucleico
(ADN) y proteinas nucleares, rodeados por la membrana nuclear; las proteinas

asumen funciones estructurales y enziméaticas (Avilés, 2011).

El cuello representa un segmento de unién corto, que separa el flagelo de la
cabeza espermatica y sirve como conector conformado por columnas segmentadas y
una estructura densa y fibrosa nombrada capitulum, también estan los centriolos
proximal y distal (Avilés, 2011; Rodriguez-Tobbn, 2011).

El flagelo esta compuesto por un axonema, la vaina mitocondrial, fibras

externas densas y una vaina fibrosa. Se divide en tres porciones: pieza media,
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principal y terminal. La pieza media se caracteriza por presentar mitocondrias
concentradas en una vaina helicoidal, que rodea al complejo axonema y las fibras
densas; el axonema esta formado por un par de microttbulos Unicos rodeados por un
paquete cilindrico de dobles microtibulos en forma de hélice (Avilés, 2011;
Rodriguez-Tobon, 2011). La pieza principal se encarga de proporcionar movilidad al
espermatozoide, estd constituida por vainas fibrosas que son dos columnas
longitudinales (dorsal/ventral) conectadas entre si, rodeando al axomena se
encuentra el citoesqueleto y fibras densas del exterior; las vainas fibrosas son
encargadas de ser estructuras para proteinas en las vias de sefializacion, por lo que
se les implica en la regulacién de la maduracién espermatica, motilidad, capacitacion,
hiperactivacion y reaccion acrosomal. La pieza terminal es la parte distal de la vaina
fiborosa y es donde los elementos micro tubulares del axonema terminan (Avilés,
2011).

1.7. Papel de los andrégenos en el epididimo

Cuando los espermatozoides abandonan el testiculo, aun no son capaces de fertilizar
al ovocito, esta capacidad la adquieren durante su paso por el epididimo, siendo
necesarios los androgenos. Hormonas responsables de mantener la estructura y
funcién del epididimo, ya que, son considerados reguladores primarios, es decir,
estan involucrados en respuestas fisioldgicas y de desarrollo, importantes para la
funcion reproductiva masculina (Robaire y Hamzeh, 2011; Seenundun y Robaire,
2007; Romano-Torres y cols., 2006). La préstata y las vesiculas seminales obtienen
los andrégenos del torrente circulatorio y linfatico; el epididimo recibe un aporte
adicional de andrégenos del testiculo a través del fluido testicular. Los andrégenos,
en el segmento inicial del cap del epididimo, son importantes para la actividad de
secrecion de proteinas y reabsorcion espermatica (Robaire cols., 2006; Rodriguez-
Tobon, 2011).

Cabe seialar los efectos de la orquidectomia sobre el epididimo. La

Orguidectomia disminuye ligeramente el peso de este Organo y afecta a los
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espermatozoides (pierden motilidad, asi como su capacidad de fertilizar y mueren),
debido a la pérdida de andrégenos, estrogenos y factores testiculares. También se
afecta el diametro luminal y la altura de la célula epitelial disminuyéndolos, el estroma
intertubular aumenta. Respecto a los diferentes tipos de células epiteliales, las mas
afectadas en cambios morfologicos son las células principales, ya que son
particularmente mas sensibles cuando se les priva de androgenos, sufren una
pérdida de microvellosidades apicales, asi como la acumulacion de lisosomas.
Ademas, se induce una onda de muerte celular apoptética que comienza en el
segmento inicial y después de varios dias termina en la cau. La apoptosis en el
segmento inicial parece ser causada por la pérdida de andrégenos y de
componentes luminales procedentes del testiculo. Asimismo, los receptores a
androgenos y la actividad de 5a-reductasa en el epididimo disminuyen (Robaire y
cols., 2006; Robaire y cols., 1981; Patrao y cols., 2009).

El reemplazo de T, a niveles suprafisiologicos restaura parcialmente el peso
del epididimo, posiblemente a que aproximadamente el 50% del peso epididimal se
debe a los espermatozoides y al liquido luminal y el otro 50% a las células
especializadas, epitelio, musculo y tejido conectivo. La explicacién de lo anterior es
que, los receptores a andrdgenos y la actividad de 5a-reductasa disminuyen, debido
a que los androgenos se encuentran ausentes o disminuidos (Robaire y cols., 1977;
Brooks, 1979; De Larminat y cols., 1978; Zhu y cols., 2000, citados en: Robaire y
cols., 2006). La restauracion de los niveles circulantes de T parece suficiente para
revertir los cambios regresivos en las regiones del epididimo: cap, cor y cau después
de la orquidectomia pero no en el segmento inicial, incluso cuando se administran

dosis suprafisiolégicas de T (Robaire y cols., 2006).
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2. ANTECEDENTES

Copular repetidamente hasta la saciedad sexual tiene costos conductuales y

fisiolégicos, la conducta sexual se inhibe y la expulsion seminal no ocurre.
2.1. Parametros seminales

Los parametros seminales incluyen: concentracion, movilidad, viabilidad y morfologia
esperméticas; asi como el tamafio y peso de tapdn seminal obtenido de la vagina
(detalles en Lucio y Tlachi-Lopez, 2008).

En condiciones de bioterio, la rata macho puede presentar varias series
eyaculatorias repetidamente con la misma o diferentes hembras (minimo 5;
Ferndndez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003 y maximo 18; Tlachi-Lopez y cols.,
2012). El eyaculado obtenido de la primera serie eyaculatoria presenta 13-20
millones de espermatozoides, 99-100% muestran morfologia normal, 61-67% estan
vivos y 70-87% de ellos muestran movilidad progresiva. El peso del tapon seminal
varia entre 100-120 mg y mide 11-13 mm de longitud y 4-5 mm de ancho (Lucio y
Tlachi-L6pez, 2008).

Los parametros seminales, particularmente la concentracién espermatica, asi
como el peso y tamafio del tapdn seminal disminuyen conforme el nUmero de series
eyaculatorias se incrementa. Esto se determind al permitir a los machos realizar 7
series eyaculatorias consecutivas con distintas hembras (Austin y Deswbury, 1986).
El eyaculado de la primera y segunda serie eyaculatoria presenta alrededor de 20
millones de espermatozoides, de la tercera a la quinta disminuye de forma gradual.
Sin embargo, la reduccion abrupta se obtiene en la sexta y séptima series,
conteniendo 2 y 1 millon de espermatozoides, respectivamente. El peso de los
tapones seminales también disminuye de 100 mg en la primera serie eyaculatoria a
40 mg en la séptima; el tapon seminal se reduce de 13 mm a solo 7 mm en su

longitud, el ancho se mantiene en 5 mm (Austin y Dewsbury, 1986). Nuestro grupo
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encontré que a los machos que se les permite realizar 8 series consecutivas expelen

un tapon diminuto y no hay espermatozoides en el Utero (Tlachi-Lopez y cols., 2012).
2.2. Restablecimiento de la conducta copulatoria

Se considera que la conducta copulatoria se ha restablecido cuando los valores de
los pardmetros copulatorios son similares a los valores de los parametros de los
machos controles (Larsson, 1956). Esto ocurre en general, a los 15 dias después de
la saciedad sexual. Se sefala también que la conducta copulatoria esta restablecida
cuando los machos realizan al menos 5 series eyaculatorias consecutivas, lo que
sucede a los 15 dias postsaciedad sexual y hasta 8 series a los 18-21 dias
postsaciedad sexual (Beach y Jordan, 1956). Cabe mencionar que inmediato a la
saciedad sexual, la mayoria de los machos puede realizar de 1 a 3 series
eyaculatorias (Hisao, 1969), a las 24 horas tras la saciedad sexual el 33% de los
machos copulan; a los 3 dias el 63% y a los 7 dias el 100%, aunque en cada caso
los machos realizan solamente una serie eyaculatoria de la cual ya no se restablecen
(Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003). Es importante sefialar que todos
estos porcentajes se basan exclusivamente en la ejecucion del patron motor de

eyaculacion sin considerar la evaluacion del eyaculado.

Se ha propuesto que los machos son sexualmente potentes cuando
fisiologicamente también lo son (Dewsbury, 1982). Esta idea es invalidada por la
evidencia de que los machos que realizan 6-8 series eyaculatorias tienen eyaculados
con pocos espermatozoides y tapones seminales pequefios (Austin y Dewbury,
1986). Los tapones seminales diminutos no cumplen la funcion de facilitar el
transporte espermatico transcervical. Las ratas macho que eyaculan repetidamente
dejan de expeler espermatozoides y aquellos que, alcanzan la saciedad sexual y
presentan el efecto Coolidge, tampoco eyaculan a pesar de presentar el patrén motor
de eyaculacion. Por lo tanto, aunque haya machos que desplieguen la conducta
copulatoria incluyendo el patrén eyaculatorio no significa que la expulsion del

eyaculado ocurra.
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Es importante recordar que la eyaculacibn comprende dos fases, emision y
expulsion. La emision seminal implica el cierre del cuello vesical, el transporte de los
espermatozoides desde la cau del epididimo por el vaso deferente hasta llegar a la
uretra prostatica y la confluencia de las distintas secreciones de las glandulas
sexuales accesorias. Tales secreciones glandulares constituyen el plasma seminal
que junto con los espermatozoides conforman el semen. La salida impelida de
semen por el meato urinario corresponde a la segunda fase de la expulsion seminal
(Clément y Giuliano, 2011).

Es comun considerar que la emision seminal debe preceder a la expulsion
seminal, es decir, que la estimulacién de la uretra prostatica producida por la
presencia de secreciones glandulares sexuales induce la segunda fase de la
eyaculacién. Sin embargo, la ausencia de las secreciones de las glandulas sexuales
accesorias -debido a la seccién de los nervios hipogastricos o la seccion del
conducto deferente-, no altera la conducta eyaculatoria de la rata macho (Larsson y
Swedin, 1971; McGlynn y Erpino, 1974). Incluso, la administracion de monosulfato de
guanetidina que evita la emision seminal, no altera la actividad de los musculos
bulboesponjosos, cuya contraccidn es requerida durante la expulsion seminal
(Holmes y Sachs, 1991). Este hallazgo indica que la estimulacién de la mucosa
uretral no es necesaria para la generacibn de los patrones motores ritmicos
asociados con la respuesta eyaculatoria durante la cépula (Holmes y Sachs, 1991).
Las ratas macho sexualmente saciadas pueden ser consideradas como un modelo
natural a la evidencia de que la aparicibn de emisién seminal no es critica para

ejecutar el patron motor de la eyaculacion.
2.3. Restablecimiento del eyaculado

El costo fisiolégico de la cépula repetida repercute en el eyaculado e implica la
disminucion drastica de las caracteristicas fisicas (color, solidez) del tapon seminal
aunado a la ausencia de espermatozoides. La repercusion de copular hasta la

saciedad sexual abole toda expulsion (Tlachi-Lopez y cols., 2012; Lucio y cols.,
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2014). Ambas situaciones implican el agotamiento de las secreciones de las
glandulas sexuales accesorias (Pesah y Kochva, 1975; Purvis y cols., 1986),
sumadas a la disminucién drastica de la concentracidn de espermatozoides en el
epididimo (Austin y Dewsbury, 1986; Toner y Adler, 1986; Tlachi-Lopez y cols.,
2012).

En un trabajo anterior encontramos que el eyaculado se restablece
gradualmente (Lucio y cols., 2014). A los 5 dias postsaciedad sexual, los machos
realizan el patron motor de eyaculacion sin lograr expeler nada. El eyaculado de esos
mismos machos probados a los 10 dias postsaciedad sexual consiste de un tapén
seminal con caracteristicas fisicas (peso y tamafo) similares a los de machos no
saciados sexualmente. Las caracteristicas fisicas restablecidas del tap6n indican que
las vesiculas seminales y las glandulas coagulantes ya estan recuperadas a los 10
dias postsaciedad. Sin embargo, la falta de adhesion del tapon a la vagina y al cérvix
evita el transporte espermatico transcervical, provocando que los espermatozoides
permanezcan en la vagina (Lucio y cols., 2014). En otro trabajo mostramos que la
adhesion del tapon seminal depende de las secreciones de la prostata (Tlachi-Lopez
y cols., 2011). Nuestros trabajos indican que la recuperaciéon de la secrecion
prostatica es mas lenta que el de las seminales y coagulantes. La recuperacion
completa de las secreciones de las glandulas accesorias (seminales, coagulantes y
prostata) ocurre a los 15 dias después de la saciedad sexual, cuando los tapones
seminales fuertemente adheridos a la vagina permiten el transporte de los
espermatozoides de la vagina a los cuernos uterinos. Sin embargo, lo que aun no se
restablece a los 15 dias postsaciedad es la concentracion espermatica ya que
representa una cuarta parte de la concentracion normal. i.e. alrededor de 6 millones
de espermatozoides en lugar de 20-25 millones (Lucio y cols., 2014). Como se
menciond estos machos realizaron una serie eyaculatoria a los 5, 10 y 15 dias
después de la saciedad sexual. Por lo que a otro grupo de machos les permitimos
realizar una serie eyaculatoria hasta los 15 dias postsaciedad, obteniendo mayor

concentracion espermatica (15 millones) (Lucio y cols., 2014). Nuestros trabajos
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anteriores indican que el plasma seminal, provisto por las distintas glandulas
sexuales accesorias, se recupera antes que la cuenta espermatica (Lucio y cols.,
2013).

2.4. Hallazgos histolégicos en testiculo y epididimo posterior a la saciedad

sexual.

El analisis histolégico preliminar de los testiculos de animales sexualmente saciados
mostro que los tubulos seminiferos presentaban descamado adluminal germinal a los
15 dias de reposo postsaciedad sexual (Fig. 4 A-B), en tanto que en los ejemplares
con 21 dias de reposo este descamado no se observé (mas detalles en Garcia-
Lorenzana y cols., 2014). Este descamado adluminal germinal, también lo han
observado en una especie estacional, durante la regresion testicular, el cual esta
constituido por grupos de células germinales vivas que ocupan la region luminal de
los tubulos seminiferos y que incluyen espermatocitos primarios postpaquiténicos,
espermatocitos secundarios y espermatidas (Fig. 4 C-D) (Dadhich y cols., 2013).

Figura 4. Descamado adluminal germinal
en testiculo. En rata Wistar, 15 dias
posteriores a la saciedad sexual (A-B)
(Garcia—Lorenzana et al., 2014).
Regresion testicular en Talpa occidentalis
(C-D) (Dadhich y cols., 2013). La luz de
algunos tdbulos seminiferos muestran
abundantes células redondas y restos
celulares (A-C). Ampliacion de los
recuadros en B-D, se muestran
espermatocitos y espermatidas redondas
en el lumen (H-E, barra en A=100 pm;
B=20 pm, C=25 ym y D=10 ym).

En cuanto a resultados que se han obtenido en el grupo de trabajo con
relacion al epididimo se realizé un andlisis cualitativo en el que se observé que en la
cau epididimaria se presenta disminucion espermatica en la luz del tubo de los

animales saciados sexualmente en los dias 2 y 6 postsaciedad sexual, comenzando
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a recuperarse a los 15 dias y terminando de recuperarse a los 21 dias (Fig. 5)
(Garcia-Lorenzana y cols., 2013).

Figura 5. Cauda del epididimo de rata Wistar. El * muestra el area luminal libre de
espermatozoides. A) control, B) 2, C) 6, D) 15y E) 21 dias después de la saciedad sexual.
Se observa como va aumentando la luz en el tubo epididimario en los dias 2-15 y esta
disminuye en el dia 21 (H-E; barras y aumento original: 100 um) (Garcia—Lorenzana y
cols., 2013).
Lo anterior podria ser una evidencia morfologica de la disminucion de T local
como lo muestra Dadhich y cols., (2013) indicando que a ello se debe el descamado

adluminal germinal.
2.5. Andrégenos en la saciedad sexual

A través de la interaccion con los receptores a andrégenos (RA) que se encuentran
en diferentes areas del cerebro, los andrégenos como la T y la 5a-dihidrotestosterona
estan involucrados en la regulacion del comportamiento reproductivo masculino

(Phillips-Farfann y Fernandez-Guasti, 2009).
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Las é&reas cerebrales afectadas por la saciedad sexual son: el nucleo
accumbens, el area predptica media (APOm) y el nacleo ventromedial hipotaldmico
(VMH). 24 h después de la saciedad sexual, estas areas mostraron reduccion en la
densidad de RA y también observaron que el apareamiento se redujo. A las 48 h
observaron una disminucion de estos receptores en el APOm y un 70% de los
machos presentaban inhibicion completa del comportamiento sexual; a las 72 h hay
un aumento de los RA en el APOm y una sobre expresion de estos receptores en el
nacleo del lecho de la estria terminalis (BST), nucleo septal lateral (SL) y la amigdala
medial (AMe), mientras que el 70% de los machos eyacularon una vez; a los 7 dias
los RA se recuperaron a niveles basales y el 100% de los machos eyacularon dos

veces (Romano-Torres y cols., 2006).

En cuanto a los niveles de T en suero asociados con la saciedad sexual se
triplicaron inmediatamente a la saciedad sexual y disminuyeron a niveles basales a
las 24, 48, 72 h y 7 dias posteriores a la saciedad sexual (Bonilla-Jaime y cols., 2006;
Romano-Torres y cols., 2006). Sin embargo, en testiculo y epididimo no se ha

determinado la concentraciéon de la T local.
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3. JUSTIFICACION

Los machos que presentan saciedad sexual han sido estudiados desde la
perspectiva conductual (Larsson 1956; Beach y Jordan, 1956), endocrinolégica y
farmacoldgica (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti 1994; Fernandez-Guasti y
Rodriguez-Manzo 2003), dejando al margen aspectos de la fisiologia del eyaculado.
Ha sido comun considerar que los machos que realizan la conducta eyaculatoria
expelen semen y los sexualmente saciados no han sido la excepcion. Dado que en la
literatura se indicaba que el eyaculado disminuye conforme se incrementa el nimero
de series eyaculatorias, nos resultaba extrafio suponer que los machos saciados
sexualmente tuvieran semen que expeler. En la literatura también se indica como
gradualmente se recupera la conducta copulatoria olvidandose de la recuperacion del
eyaculado. De ahi que nos diéramos a la tarea de analizar el eyaculado en distintos
dias después de la saciedad sexual. Uno de esos estudios realizado por Lucio y
cols., (2014), en donde analizan la copulacion sin presencia de expulsion seminal, a
consecuencia de la saciedad sexual y el efecto Coolidge, el andlisis incluyd las
caracteristicas del eyaculado en tres pruebas realizadas cada 5 dias después de la
saciedad sexual. Asi mismo, se determin6é cuando los animales fueron capaces de
inducir la prefiez. Encontraron que a los 5 dias postsaciedad sexual no hubo tapén
seminal adherido a las paredes vaginales ni espermatozoides en cuernos uterinos. A
los 10 dias hubo tapén seminal no adherido a las paredes vaginales aunque de
tamafo y peso similar al de los machos controles. Esta falta de adhesion evitd que
los espermatozoides llegaran al Utero, permaneciendo en la vagina. A los 15 dias
postsaciedad, el tapon seminal estaba adherido a la vagina y los espermatozoides en
el utero, aunque significativamente la cuenta fue menor (6.5 millones versus 20
millones para los machos controles). Dicha cuenta espermatica incrementé 15
millones cuando a los animales saciados se les mantuvo en abstinencia sexual
durante 15 dias. Ademas, los animales saciados que se mantuvieron en abstinencia
sexual y que después cohabitaron durante 15 dias con hembras fueron capaces de

inducir prefiez al 50% de ellas durante los primeros 5 dias, al 40% durante el resto
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del tiempo de cohabitacion. Todos estos hallazgos dirigieron nuestra atencion en
estudiar a los dos 6rganos directamente relacionados con la formacion, maduracion y
almacenamiento de los espermatozoides, el testiculo y el epididimo. Por lo tanto, en
esta propuesta de investigacion solo determinamos los cambios morfolégicos del
epididimo durante el periodo postsaciedad sexual hasta la recuperacién. También se
analizaron las caracteristicas de los espermatozoides de las diferentes regiones del
epididimo. De este modo, se hizo el seguimiento de la maduraciéon y el
almacenamiento de los espermatozoides antes de ser expelidos durante la

eyaculacion.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢El epididimo presenta cambios morfolégicos en el periodo postsaciedad sexual?
¢, Cudles son los cambios morfofuncionales que presenta el epididimo durante el
proceso de recuperacion de los parametros espermaticos postsaciedad sexual?
¢Cudles son las caracteristicas del epitelio epididimario en el periodo de
postsaciedad sexual? ¢Cuando se recupera la concentracion espermética en la

cauda epididimaria en los animales que presentaron saciedad sexual?
5. HIPOTESIS

Si la ausencia de espermatozoides provocada por la saciedad sexual depende del
epididimo, entonces la citologia del epitelio del conducto epididimario y algunos
pardmetros espermaticos estaran modificados en los primeros dias después de la
saciedad sexual y mostrara recuperacion conforme avanza el tiempo de reposo

postsaciedad sexual.
6. OBJETIVO GENERAL

Identificar los cambios en la morfologia epididimaria y determinar la concentracion

espermatica, durante los dias posteriores a la saciedad sexual de la rata.
7. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar el peso del epididimo de los grupos controles y posteriores a la

saciedad sexual.

2) Describir la citologia del epitelio epididimario en caput, corpus y cauda en grupos

controles y después de la saciedad sexual (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias).

3) Determinar los cambios en la viabilidad, morfologia y concentracion espermatica
en caput, corpus y cauda en grupos controles y después de la saciedad sexual (0, 4,
8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias).
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Disefio experimental

Rata Wistar - machos expertos sexualmente y
hembras ovx con estro inducido con estradiol (10 ug) y progesterona (2 mg)

Y
Pruebas copulatorias hasta la saciedad sexual

(n=3/grupo)
Y

2 2 N N R 2 2 2R

G“ﬁ“ﬁgﬁig‘m' Odias  4dias 8dias 12dias  16dias  20dias 24dias  28dias

eyaculatoria)

Obtencion yregionalizacion
de los epididimos (der o izq)

Parametros espemmaticos Técnica histoldgica de
rutina
Viabilidad espermatica: % de vivos y muertos ||
Concentracion espermatica: millones/ml Analisis cualitativo: citologia de las células
Morfologia espermatica: % de normales y anormales Analisis cuantitativo: tipo de epitelio, celular
y morfometria

8.2. Animales

Se utilizaron ratas Wistar (machos y hembras sexualmente maduras) del bioterio de
la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa. Se mantuvieron bajo condiciones
estandar (temperatura controlada de 20+2 °C y ciclo de 12/12 luz-oscuridad). El agua
y el alimento en “pellets” estuvo disponible ad libitum. El protocolo se realizé de
acuerdo con los Lineamientos de Manejo de los Animales de Bioterio y de la
Comision de Etica de la Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa (NOM-062-
Z00-1999).
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8.3. Pruebas copulatorias

Las pruebas consistieron en aquellas de entrenamiento copulatorio y las de saciedad
sexual. En ambas se usaron hembras ovariectomizadas a las que se les indujo
hormonalmente el estro, mediante la administracion subcutanea de 10 pg de
benzoato de estradiol y 2 mg de progesterona a las 48 h y 4 h antes de los
encuentros copulatorios, respectivamente. Las pruebas se realizaron durante la fase
oscura del ciclo de luz-oscuridad; dentro de un cilindro de plexiglas, se colocaron
durante 5 minutos al macho para su habituacion, posteriormente se introdujo a la

hembra receptiva.

Registro de parametros copulatorios: Latencia de monta (tiempo que
transcurre desde que se introduce a la hembra en el cilindro hasta que ocurre la
primera monta); latencia de intromisién (tiempo que transcurre desde que se
introduce a la hembra en el cilindro hasta que ocurre la primera intromision); latencia
de eyaculacion (tiempo que transcurre desde la primera intromision hasta que ocurre
la eyaculacion); numero de montas (cantidad de veces en las que el macho
despliega este patrén motor) y numero de intromisiones (cantidad de veces en las
que el macho despliega este patron motor). Cabe recordar que el conjunto de montas

e intromisiones que culminan con la eyaculacién constituyen una serie eyaculatoria.

Pruebas de entrenamiento: para adquirir experiencia sexual a los machos se
les permitid realizar cuatro pruebas copulatorias con hembras sexualmente
receptivas. Las pruebas terminaban a los 15 minutos, si el macho no realizaba nada
0 solo patrones de monta; a los 30 minutos después de la primera intromision o
cuando el macho presentaba el patron de eyaculacion. Fueron considerados como
machos sexualmente expertos aquellos que eyacularon en las cuatro pruebas en un

tiempo igual o menor a 15 minutos.
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8.4. Saciedad sexual

A los machos sexualmente expertos se les permitié realizar series copulatorias
repetidas hasta que mostraron saciedad sexual, es decir, cuando dejaron de realizar
montas o intromisiones en un lapso igual a 30 minutos posteriores a la Ultima
eyaculacion. También se registraron: numero de series eyaculatorias (cantidad de
series eyaculatorias realizadas para alcanzar la saciedad sexual) e intervalo post-
eyaculatorio (tiempo que transcurre entre la eyaculacién y la intromision de la

subsecuente serie eyaculatoria.
8.5. Recuperacion postsaciedad sexual

Una vez que los machos cumplieron el criterio de saciedad se mantuvieron en jaulas
individuales para su gradual recuperacion. Asi hubo grupos de machos a los que no
se les permitié la recuperacién, es decir, fueron sacrificados inmediato a la saciedad
y constituyeron el grupo de 0 dias. A otros machos de les permitié la recuperaciéon de
4,8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias. Cada grupo estuvo constituido por 3 machos. Ademas,
se consider6 machos control (a los que solo se les permitié realizar una serie

eyaculatoria; n=3).

Los machos controles se trabajaron antes de comenzar con los animales
postsaciedad sexual. En cuanto a los grupos experimentales, transcurridos los
distintos periodos de postsaciedad sexual, los machos fueron sometidos a pruebas
copulatorias de una serie eyaculatoria. Inmediatamente después, fueron dislocados

para obtener las muestras biolégicas.
8.6. Obtencion de muestras del epididimo

Los animales fueron sacrificados humanitariamente, de acuerdo con la NOM-033-
Z00-1995, inmediatamente después, fueron colocados en posicibn supina,
realizando una incision ventral desde la region terminal del esternén hasta la sinfisis
pubica, tanto en piel como en la pared muscular, para tener acceso amplio al aparato
reproductivo. Se localizaron los testiculos y adyacentes a estos se encontraron los
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epididimos, los cuales se extrajeron cuidadosamente con pinzas. Se pesaron
completos y por regidon (cap, cor y cau) en una balanza analitica, para analizar si
hubo alguna diferencia entre animales control vs saciados sexualmente. En seguida,
aleatoriamente un epididimo se disec6 para determinar los parametros espermaticos,
el otro epididimo se fijé, por inmersién en Bouin Dubosq y se proceso con la técnica
histoldgica. Los epididimos se disecaron regionalmente (cap, cor y cau), quitandoles

la grasa.
8.7. Determinacion de parametros espermaticos del epididimo

Cada una de las regiones epididimarias (cap, cor y cau) fueron depositadas en una
caja de cuatro pozos y se triturg, utilizando 500 pl de solucién Ringer a 34 °C,
después se mezclo la muestra epididimaria con medio Ringer y se dejé por unos
minutos agitando suavemente para provocar el vaciamiento de los espermatozoides
contenidos. La suspension se filtr6 con una malla de licra de diametro de trama de 20
um. Posteriormente, se enjuagé nuevamente con 500 pl de Ringer, para filtrar el
remante de material bioldgico. Los espermatozoides obtenidos fueron lavados por
centrifugacion, 500 veces la fuerza de gravedad, por 5 minutos, con dos repeticiones.
En cada centrifugacion, se elimind el sobrenadante y el boton de espermatozoides se
resuspendio en 1000 pl de Ringer.

Las muestras de espermatozoides lavados que se obtuvieron de cada una de
las tres regiones del epididimo con el procedimiento anterior, fueron evaluadas para
determinar su calidad en términos de viabilidad y su integridad morfolégica de
acuerdo con los criterios establecidos en el manual de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, 2012), adaptandose para espermatozoides de ratas (Téllez-Lépez y
cols., 2013).

La determinacion de la concentracion espermatica se realizé en una camara
de Neubauer; se adicioné una alicuota de 10 pl de espermatozoides (diluciéon 1:50)
en la camara, se dejo reposar por 1 minuto, y se observo en un microscopio fotdnico
para realizar el conteo.
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La determinacién de la viabilidad se realizé utilizando la tincion de Eosina-
Nigrosina. Se colocaron 10 pl de espermatozoides en un portaobjetos y se mezclaron
con una alicuota de 10 ul de la tincion. Se realizd un frotis y dejandolo secar al aire
se hizo el conteo de 100 espermatozoides. Los espermatozoides vivos fueron
aquellos que no mostraron coloracién, mientras que los muertos fueron los que si la

presentaron.

La determinacion de las anormalidades morfologicas se realiz6 tomando 10
ul de solucion fijadora (PAF 1%) y 10 ul de la muestra que se obtuvo de la extraccion
de espermatozoides, colocandolos en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
Posteriormente, se agitaron los tubos y se tomaron 10 pl, colocandolos en un
portaobjetos y realizando un frotis. Dejandolo secar por unos minutos, para realizar la
técnica de tincion de Papanicolau. Se hizo un conteo de las anormalidades en

cabeza, pieza media, flagelo y si presentaban gota citoplasmatica.
8.8. Técnica histologica y analisis morfométrico del epididimo

Los epididimos obtenidos se fijaron en Bouin Dubosq (para morfologia);
posteriormente se hicieron lavados para eliminar el exceso del fijador, con etanol del
70° Gay Lussac. Las regiones epididimarias se procesaron con etanol de diferentes
grados Gay Lussac (80°, 96° y anhidro) en donde se deshidrataron. Se aclararon con
OH-xileno y xileno, fueron infiltradas en parafina. El anterior procedimiento se realizé
en un procesador de tejidos (Leica, TP 1020). La inclusién final de cada regién se
realizé utilizando escuadras de Leukart. Se obtuvieron cortes longitudinales seriados
de 5 micrOmetros de espesor con un microtomo de rotacion (modelo Jung Histocut,
LEICA). La tincion para el estudio morfolégico fue la de Hematoxilina y Eosina (H-E),

con las regiones epididimarias fijadas con Bouin.

El andlisis histolégico se realizé con un microscopio Axioskop I, con camara
axioCamMRc5 y software Axiovision 4.8 (Carl Zeiss). El analisis morfométrico de los

conductos epididimarios por region comprendio el area epitelial, altura del epitelio,
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area del aglomerado de espermatozoides. También se hizo un conteo del tipo de
epitelio y de los tipos celulares de la siguiente manera:

Se revisaron catorce tubulos epididimarios en ocho cortes de dos laminillas (4
cortes por laminilla). El criterio de inclusién fue considerar solo los tubulos redondos,

aguellos alargados podrian tener variaciones mayores en el area.

El andlisis morfométrico de los conductos epididimarios por region (cap, cor y
cau) comprendi6 el area del epitelio (AE), area del aglomerado de espermatozoides

(AAs) y altura del epitelio.

Las areas del epitelio epididimario se obtuvieron mediante las siguientes

formulas:

AE = DB - DA DB= dominio basal DA= dominio apical

AAs= Area obtenida de la medicién en micrometros

Area luminal libre de espermatozoides (ALLE) = DA — AAs

Area luminal total (ALT)= AAs + ALLE

Altura = La suma de las cinco alturas que se tomaron en la circunferencia
del tubulo epididimario.

La diferenciacion numérica del tipo de epitelio se determiné mediante el

conteo de 14 campos de ocho cortes en dos laminillas.

La diferencia numérica del conteo de los diferentes tipos celulares se evalué
considerando las células que se encontraban en tres tubos epididimarios a lo largo

de cada una de las tres regiones (cap, cor y cau)
8.9. Andlisis estadistico

En el analisis histologico se hizo de los datos en bruto y se utilizé la U Mann-Whitney
para la morfometria y tipo celular para comparar cada grupo experimental con el
control. Para el tipo de epitelio y los parametros espermaticos se utilizé una ANOVA,

seguida de la post hoc Tukey-Kramer.
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9. RESULTADOS
9.1. Peso del epididimo

Los pesos de los epididimos fueron totales y por regiones caput (cap), corpus (cor) y
cauda (cau) posterior a la saciedad sexual. Los pesos total y cap del epididimo
aumentd significativamente (P<0.05) después de la saciedad sexual: peso total en
los dias 8, 12 y 16 (control=0.572+0.005 vs 0.753+0.007, 0.753+0.010 y 0.733+0.015
g; Fig. 6A) y del cap en los dias 0, 8, 12 y 16 (control=0.287+0.005 vs 0.392+0.014,
0.472+0.003, 0.453+0.005 y 0.365+0.029 g; Fig. 6B); en cor el peso disminuy6
significativamente (P<0.05) en el dia 4 (control=0.065+0.0008 vs 0.031+0.005 g; Fig.
6C); y en cau aumenté significativamente (P<0.05) en el dia 16 (control=0.219+0.003
vs 0.315+0.026 g, Fig. 6D).
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Figura 6. Peso del epididimo en
los dias posteriores a la saciedad
sexual. A) total, B) cap, C) cor y
D) cau. Los datos se expresan en
promediotee, ANOVA, Tukey-
Kramer, *P<0.05, n=3.



9.2. Histologia del epididimo
9.2.1. Andlisis cualitativo del epididimo

La tincion utilizada para el andlisis cualitativo fue la de Hematoxilina y Eosina (H-E)
que emplea colorantes que tifien todas las estructuras celulares (nucleo y
citoplasma) y tisulares (matriz extracelular). Se tifien selectivamente el nucleo con la
Hematoxilina, en tanto que el citoplasma y algunos elementos tisulares
extracitoplasmaticos (como la colagena) con la Eosina; lo que permite observar las
caracteristicas estructurales, de composicion quimica general y por tanto funcionales,
es decir, permite diferenciar los elementos celulares del resto de las estructuras del

tejido.

Se analizaron las tres regiones del epididimo: cap, cor y cau, tefiidas con H-E.
La tincion observada es de una tonalidad basdfila a acidéfila en grupos controles y en
los dias posteriores a la saciedad sexual en las tres regiones del epididimo, en los
diferentes tipos celulares que constituyen el epitelio (Figs. 7-9).

La tincion permitié distinguir cambios en la intensidad de la basofilia y la
acidofilia del nucleo y el citoplasma, respectivamente, entre el epitelio del grupo
control y de los dias posteriores a la saciedad sexual. En el cap el nucleo pasa de
basdfilio leve aintenso, en el caso del citoplasma va de aciddéfilo intenso a leve y
moderado, para después regresar a la tincion nuclear y citopladsmatica caracteristica
del grupo control (Fig. 7). En el cor la basofilia del nucleo y la acidofilia del citoplasma
pasan de leves, en el grupo control, a intensos en los primeros 16 dias posteriores a
la saciedad sexual, para volver a la tincién propia del control en los dias del 20 al 28
postsaciedad sexual (Fig. 8). En la cau se observo basofilia nuclear y acidofilia
citoplasmica intensa en el grupo control, mientras que en los dias del O al 16 se
aprecié mayor intensidad de la tincion, tanto baséfilia como acidéfilia; para pasar en
los dias 20 al 28 a basofilia y acidosilia caracteristicas del grupo control; no obstante

en el dia 8 se observaron regiones con células con basofilia y acidofilia leves (Fig. 9).
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En cuanto a otras caracteristicas en el epitelio epididimario, se observaron
prolongaciones citoplasmicas (estereovellosidades) en cada regién. En las tres
regiones (cap, cor y cau) del tejido de los grupos controles, las estereovellosidades
se encuentran en mayor cantidad. En tejido de los grupos postsaciedad sexual, en la
region del cap se presenta recuperacion de las estereovellosidades en el dia 28
posterior a la saciedad sexual (Fig. 7). En el cor, las estereovellosidades se
encuentran reducidas en cantidad y tamafio en los dias postsaciedad sexual (Fig. 8).
En la cau se observa ligera disminucion de las estereovellosidades, pero no se

pierden totalmente en los dias posteriores a la saciedad sexual (Fig. 9).
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Figura 7. Microfotografias de cortes transversales del caput del epididimo después de la saciedad
sexual. Se nota la basofilia y acidofilia en los diferentes tipos celulares. Los nUmeros representan
los dias posteriores a la saciedad sexual y las letras representan los tipos celulares. P: principales,
B: basales, A: apicales, C: claras y H: halo (H-E; barras y aumento original: 500 um y x400).
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Figura 8. Microfotografia de cortes transversales del corpus del epididimo después de la saciedad
sexual. Se nota la basofilia y acidofilia en los diferentes tipos celulares. Los nameros representan
los dias posteriores a la saciedad sexual y las letras representan los tipos celulares. P: principales,
B: basales, A: apicales, C: claras v H: halo (H-E; barras v aumento original: 500 um v x400).
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Figura 9. Microfotografia de cortes transversales de la cauda del epididimo después de la saciedad
sexual. Se nota la basofilia y acidofilia en los diferentes tipos celulares. Los nimeros representan
los dias posteriores a la saciedad sexual y las letras representan los tipos celulares. P: principales,
B: basales, A: apicales, C: claras y H: halo (H-E; barras y aumento original: 500 pm y x400).
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9.2.2. Andlisis cuantitativo del epididimo
9.2.2.1. Tipo celular

Nos enfocamos en cinco tipos celulares: principales, claras, apicales, basales y halo

de las tres regiones del epididimo (cap, cor y cau) (Tabla 1y 2).

A lo largo del conducto epididimario, el nimero de células principales,
disminuyo significativamente (P<0.05) en los dias 0 al 16 en cap y en los dias 0 al 20
en cor/cau. Las células claras, aumentaron significativamente (P<0.05) el dia 20 en
cor (Tabla 1). Las células basales disminuyeron significativamente (P<0.05) en cor
los dias 0 al 16, y en cau los dias 4, 12 y 16 posteriores a la saciedad sexual. En
cuanto a las células halo disminuyeron significativamente (P<0.05) en el dia 8 en
cap, los dias 0 al 28 en cor/cau posteriores a la saciedad sexual (Tabla 2).
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Tabla 1. Tipo celular del tubo epididimario de las tres regiones (cap, cor y cau) en los dias posteriores a la saciedad sexual.

TIPOCELULAR

Principales Claras Apicales
Caput Comus Cauda Caput Compus Cauda Caput Compus Cauda
Control 56.33+4 63 5500301 69.56+5 94 255:118 088035 6.11+1.38 41224119 124080 4224102
Dia postsaciedad
sexual
0 #3320 31 At AT 312240 98" 0772032 111030 286+108 400102 2115045 366+0.66
! 3680+ 24* 36.67+2 56" 37 441 86" 195:081 0774027 400+1.00 4554123 211052 2444066
8 4 56+ 74" 4000203 413341 65" 124054 1004037 37T 19 4554104 31042 2551041
12 31 441 46" P49 3033217 133:066 1224043 386+118 L1145 211064 2444062
16 3089+ 64" 3389+ 73" 36224257 166:076 1444017 4334117 544+1 84 3334055 2444062
2 5311871 B3R U207 233086 2444053 586+ 2 433+1.00 3951058 333089
A 067301 46.68+2.64 50.78:297 2334076 1.55:0.85 366+1.24 466095 3.11£0.58 366:0.72
26 53204465 5000194 530043 06 155:064  088+035 188+129 5.88+1.64 34072 2440114

Los datos se expresan en promediotee, U Mann-Whitney, *P<0.05. Control = macho con una serie eyaculatoria.
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Tabla 2. Tipo celular del tubo epididimario de las tres regiones (cap, cor y cau) en los dias posteriores a la saciedad sexual.

TIPOCELULAR

Basales Halo
Caput Comus Cauda Caput Comus Cauda
Control 134442 45 18.56+2.25 19.67+2.70 8.33+2.12 8.66+1.55 11.33£2.19
Dia postsaciedad
sexual
0 922+1.25 9.55:0.94* 14.00+1.05 4.88+1.09 I T3 3.66x0.76"
4 9.11+1.39 9.55+1.28" 10.00+1 83" 3.77+0.57 2.33:040" 2.22+0.54*
8 10.89+1 .54 114441817 13.00+2.02 31140 53" 1.77+0 40" 2.33+0.70*
12 11.33+1.02 10.89+1 417 11.2241 65" 333078 1.88+0 69 1.00+0 37"
16 8.66+0.86 922+0.84" 11671 .75" 355085 2.11+0 48" 1.55+0 24"
20 12.33+1 46 15114158 16.78+1.82 6.33+0.74 3.88+0.35" 2.88+051"
24 14.00+1 43 18.33+1.60 17 564153 422040 4 550 55" 3440 47"
28 12.11£1.79 17.33+1.22 13.11£1.74 411£1.14 3.11£0.45" 1.66+0.37*

Los datos se expresan en promediotee, U Mann-Whitney, *P<0.05. Control = macho con una serie eyaculatoria.
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9.2.2.2. Tipo de epitelio

En el grupo control se encontraron conductos epididimarios con diferentes tipos de
epitelio: simple cilindrico en cap/cau y simple cubico mediano en cor. Con
disminuciones significativas (P<0.05) el dia 8 en el cap (control=90.00+9.64 vs
45.00+7.23) y 12 en la cau (control=47.33+5.60 vs 21.67+4.91) (Tabla 3A). El tipo de
epitelio encontrado postsaciedad sexual, es un epitelio simple cubico mediano en el
cap y simple cubico bajo en el cor y cau. Con aumentos significativos (P<0.05) los
dias 12, 16 y 24 en la cau, 8, 16 y 20 en el cap (Tabla 3B).

Tabla 3. Nimero de conductos epididimarios con diferentes tipos de epitelio en las tres regiones
(cap, cor y cau) en los dias posteriores a la saciedad sexual.

A TIPO DE EPITELIO B TIPO DE EPITELIO

Simple cilindrico Simple ctbico Simple cibico bajo Simple ctbico
mediano mediano
Caput Cauda Comus Comus Cauda Caput
Control 9000:964  4733:560 | 58.00+6.11 Control 21.00+6.68 23334176 800+4 61
Dia postsaciedad Dia postsaciedad
sexual sexual
0 62001570 4733548 | 483341452 0 967e167 303172 | L267H770
4 6433+1304 20334425 | 433+668 4 93.00+24 38 16.00+6.24 1967+18 84
8 15004725 3100:850 | 3433202 8 69.33£2008  6867+1462 | 5733:966°
12 6567:2042  2167+491" | 3500+568 12 13331517 516778 | 5500+1361
16 100+1300 29334328 | 29671120 16 92674917 0067+656" | 4674809
2 33331917 45004665 | 4200321 20 33.00£3.05 1200608 42005 66"
L 61.00+1484  4500£378 | 56.33+6.36 24 33364 33N | 3133633
20 0000680  4700:624 | 9200901 28 33.00£7.00 3667202 36.67+6.00

Los datos se expresan en promediotee, ANOVA, Tukey-Kramer *P<0.05). Control= macho con
una serie eyaculatoria.
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El tipo de epitelio que se encontrd en las tres regiones del epididimo en los animales
controles varia por region, encontrandose en diferentes proporciones en los dias
posteriores a la saciedad sexual (Tabla 3). En el cap y la cau se encuentra un epitelio
simple cilindrico que en los dias posteriores a la saciedad sexual disminuye,
encontrando epitelio simple cubico mediano. En el cor se encontré epitelio simple
cubico mediano en el control, con tendencia a disminuir en los dias posteriores a la
saciedad sexual encontrando epitelio simple cubico bajo. En suma se aprecia que en
el mismo periodo de tiempo entre 8 y 16 dias de reposo postsaciedad varia el epitelio
de simple cilindrico a simple cubico, asi como de simple cubico mediano a simple

cubico bajo.
9.2.2.3. Morfometria

En las tres regiones del epididimo (cap, cor y cau) se observo tendencia al aumento
en el area luminal libre de espermatozoides en los dias 0, 4, 12 y 16 en el cap, 0-16
en el cor y la cau posterior a la saciedad sexual (Fig. 10-12A) y para corroborar lo
anterior se midieron: area luminal total, area del aglomerado de espermatozoides,
area luminal libre de espermatozoides (Figs. 10-12B), area del epitelio y la altura del
epitelio (Figs. 13-14).

En la regidon del cap, el area luminal total aument6 significativamente (P<0.05)
en los dias 8 y 16 (Control=54890+3337 vs 7725045052, 64480+3521 um?). También
aumentd (P<0.05) en el dia 8 el area del aglomerado de espermatozoides y
disminuy6 (P<0.05) en el dia 12 (Control=38920+2668 vs 52270+3811, 27330+2713
um?). El area luminal libre de espermatozoides aumenté (P<0.05) en el dia 8

(Control=15970+1003, 24980+2182 um?) (Fig. 10B).

En la region del cor se observé que el area luminal total aumenté (P<0.05) en
los dias 8 y 16 (Control=59130+1537 vs 66440+1921, 6913042687 pm?), sin
embargo, en el area del aglomerado de espermatozoides no se observaron
diferencias. En cuanto al area luminal libre de espermatozoides aumenté (P<0.05) en

los dias 8 y 16 (Control=18050+744.3 vs 23960+1277, 24740+1140 um?) (Fig. 11B).
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En la region de la cau se observé que el area luminal total disminuyé (P<0.05)
en el dia 0 (Control=71400+5697 vs 52910+2775 um?), con lo anterior también
disminuy6 (P<0.05) el area del aglomerado de espermatozoides en el dia 0
(Control=47930+4724 vs 2874042233 um?). Sin embargo, en cuanto al area luminal

libre de espermatozoides no se observaron diferencias (Fig. 12B).

En cuanto al area del epitelio disminuyé (P<0.05) en el dia 12 en el cap
(Control=25990+774.5 vs 22500+1046 um?), en los dias 20 y 24 aumenté (P<0.05)
en el cor (Control=20190+462.5 vs 22250+623.2, 225510+553.6 um?) y en los dias 0
aumenté, 8 y 20 disminuyé (P<0.05) en la cau (Control=26730+2153 vs
27190+808.8, 21190+466.1, 22110+935.3 um?) (Fig. 13).

La altura del tubo epididimario disminuyd significativamente (P<0.05) en los
dias 0 al 28 en el cap (Control=30.96+0.34 vs 26.82+0.31, 28.38+0.39, 26.43+0.38,
29.37+0.45, 26.74+0.33, 26.46+0.25, 25.96+0.34, 27.89+£0.31 um), en el cor aumento
los dias 4, 12 al 28 (Control=22.64+0.25 vs 24.09+0.33, 23.67+0.28, 23.89+0.34,
25.35+0.33, 25.08+0.29, 23.68+0.27 um) y en la cau también aumentd en el dia 0
(Control=26.32+0.53 vs 28.53+0.39 um) y disminuy6(P<0.05) en los dias 4 al 28
(Control=26.32+0.53 vs 23.24+0.36, 22.04+0.27, 22.32+0.40, 20.82+0.27,
20.80+0.29, 22.90+0.37, 22.29+0.38 um) (Fig. 14).
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Figura 10. Region del cap
del tubo epididimario de
rata Wistar, en los dias
posteriores a la saciedad
sexual. A) Microfotografias
de cortes transversales, los
nimeros indican los dias
después de la saciedad
sexual (H-E, barras vy
aumento original: 100um y
x100) B) Mediciones de las
areas: luminal total,
aglomerado de
espermatozoides y luminal
libre de espermatozoides.
Los datos se expresan en
promediotee, U Mann-
Whitney, *P<0.05.
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Figura 11. Region del cor
del tubo epididimario de rata
Wistar, en los dias
posteriores a la saciedad
sexual. A) Microfotografias
de cortes transversales, los
nimeros indican los dias
después de la saciedad
sexual (H-E, barras vy
aumento original: 100pm y
x100) B) Mediciones de las
areas: luminal total,
aglomerado de
espermatozoides y luminal
libre de espermatozoides.
Los datos se expresan en
promediotee, U Mann-
Whitney, *P<0.05.
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Figura 12. Regién de la cau
del tubo epididimario de rata
Wistar, en los dias
posteriores a la saciedad
sexual. A) Microfotografias
de cortes transversales, los
nameros indican los dias
después de la saciedad
sexual (H-E, barras vy
aumento original: 100pum vy
x100) B) Mediciones de las
areas: luminal total,
aglomerado de
espermatozoides y luminal
libre de espermatozoides.
Los datos se expresan en
promediotee, U Mann-
Whitney, *P<0.05.
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Figura 13. Mediciones del area del epitelio del tubo epididimario de las tres regiones (cap, cor
y cau) de rata Wistar en los dias posteriores a la saciedad sexual. Los datos se expresan en

promediotee, U Mann-Whitney, *P<0.05.
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9.3. Parametros espermaéticos del epididimo
9.3.1. Concentracidon espermética

En las tres regiones del epididimo hay una disminucién en la concentracion en los

dias posteriores de la saciedad sexual (Fig. 15).

Se observan disminuciones significativas (P<0.05) en la concentracién
espermatica en: el dia 0 (control=2.85x10%+1.801x10° vs 4.625x10"+1.442x10") (Fig.
15: cap), el dia 16 (control=4.5x10"+1.561x10" vs 3x10°+1.155x10°% (Fig. 15: cor) y
los dias 0, 4, 8 y 16 (control=4.875x10%+2.102x10® vs 2.675x10+1.209x10’,
7.625x10+1.85x107, 7.125x10°+2.818x10", 6.375x10+1.092x10") (Fig. 15: cau).
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Figura 15. Concentracion espermatica en las tres regiones del epididimo (cap, cor y cau). Los datos se
expresan en promediotee, ANOVA, Tukey-Kramer *P<0.05, n=3.
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9.3.2. Viabilidad espermaética

La viabilidad espermética se determin6é con eosina-nigrosina, los espermatozoides
vivos se muestran transparentes (Fig. 16A), mientras que los muertos se encuentran
tefidos (Fig. 16B). El porcentaje de espermatozoides vivos en las tres regiones del
epididimo disminuy6 significativamente (P<0.05) en los dias 0 al 16 postsaciedad
sexual en las regiones del cap (Control=67.67+2.90 vs 13.00+2.08, 31.00+1.73,
23.004£3.51, 30.33+0.88, 21.00+4.58), cor (Control=74.00+6.42 vs 13.00+1.00,
16.33+£9.77, 18.67+6.17, 28.33+1.45, 18.00+£10.41) y cau (Control=71.33£3.33 vs
15.33+1.45, 26.00+1.52, 23.00+8.18, 19.33+3.75, 28.33+3.18) (Fig. 17).
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Figura. 16. Microfotografias de espermatozoides. Vivos: A, muertos: B. De las tres regiones del
epididimo (Eosina-Nigrosina; barras y aumento original: 500 um y x400).
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Figura 17. Porcentaje de espermatozoides vivos en las tres regiones del epididimo (cap, cor y cau).
Los datos se expresan en promediotee, ANOVA, Tukey-Kramer *P<0.05, n=3.
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9.3.3. Morfologia espermatica

El conteo de células con anormalidades morfolégicas se hizo considerando la

cabeza, pieza media, flagelo de los espermatozoides e incluyé la presencia de gota

citoplasmatica (Fig. 18).

Figura. 18. Microfotografias de espermatozoides anormales en las tres regiones del epididimo. A:
normal, B: cabeza, C: pieza media y D: flagelo. (Tincion-Papanicolaou).

En las tres regiones del epididimo (cap, cor y cau) hubo disminuciones
significativas (P<0.05) en el porcentaje de espermatozoides normales en los dias 4 al
16 postsaciedad sexual en la region del cap (Control=54.33+3.38 vs 33.33%5.69,
19.00+3.46, 26.00+1.52, 26.00+3.60) y cau (65.33+6.48 vs 30.67+5.17, 29.33+3.75,
35.33+7.05, 34.00+4.16) (Figura 19) y en los dias 4, 8 y 16 postsaciedad sexual en el
cor (Control=60.33£2.90 vs 20.00+6.35, 27.00+£7.02, 24.00+8.50) (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de espermatozoides con morfologia normal en las tres regiones del epididimo
(cap, cor y cau). Los datos se expresan en(promediotee, ANOVA, Tukey-Kramer *P<0.05, n
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10. DISCUSION
10.1. Peso del epididimo

El peso del epididimo depende de factores hormonales y de elementos estructurales
(Brooks, 1983; Sullivan y cols., 2007; Setchell y cols., 1994; Cornwall, 2009). Puede
verse afectado cuando se le priva de andrégenos. Dadhich y cols., (2013) aportaron
informacion relevante en este sentido al estudiar la actividad reproductiva en el topo
Talpa occidentalis. Observaron que los testiculos y epididimos de machos
sexualmente inactivos estdn reducidos respecto a los observados en época
reproductiva. Lo cual lo asocian con una reduccion de RA intratesticulares, T sérica e
intratesticular. Esto contrasta con el aumento en el peso del epididimo posteriores de
la saciedad sexual (Figs. 5 A, B y D). El aumento observado en el dia O,
posiblemente se deba al efecto inicial del aumento de T en suero que esta asociado
con la saciedad sexual, este aumento de T disminuye a niveles basales 24 h
posteriores a la saciedad sexual y se mantuvo hasta los 7 dias (Bonilla-Jaime y cols.,
2006; Romano-Torres y cols., 2006). Al regresar a los niveles basales de T, el
aumento significativo del peso epididimario quizd se deba al fluido testicular
(incluyendo espermatozoides) propio de una espermatogénesis, que al parecer
continla normalmente (condiciébn que deberd comprobarse con el analisis de las
gonadas de los ejemplares de este disefio experimental). Esto representa la
evidencia de que el peso del epididimo es dependiente de la accién androgénica y
del fluido espermatico proveniente del testiculo.

Otras razones del aumento en el peso del epididimo, posiblemente se deba: a
la deficiencia de aromatasa que provoca una hiperplasia, probablemente al exceso
de andrdégenos circulantes o bien un aumento de los receptores a estrogeno alfa
(REa) que estan implicados en la inflamacion crénica (Vicenzo, 2016). También a
que la BHE se vea comprometida por alguna lesion (Gregory y Cry, 2014) o
disminucion de T y esto provoque que las uniones herméticas se vean

comprometidas y suceda un edema o un infiltrado.
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Por otro lado, Judd y cols., (1997) analizaron varios pardmetros para la
produccion de espermatozoides después de la vasectomia unilateral, entre ellos, el
peso del epididimo. Encontraron que el peso no varié entre animales intactos y con
vasectomia unilateral. En un estudio previo, Tlachi-Lépez y cols., (2012) no
encontraron cambios en el peso de la cau epididimaria de los animales sexualmente
saciados (control=232.7+£8.7, 249.2+8.7). Lo anterior es constante en los pesos
totales de los primeros dias 0-4 y en los ultimos dias 20-28, en cap 4, 20-28 dias, cor
0, 8-28 dias y cau 0-12, 20-28 dias.

10.2. Histologia del epididimo
10.2.1. Andlisis cualitativo del epididimo

El analisis cualitativo mostré6 que la basofilia nuclear cambia de eucromasia a
heterocromasia, de ligera a intensa en los diferentes tipos celulares (principales,
claras, basales, apicales y halo). Si la basofilia es tenue, caracteristica de un nucleo
eucromatico, es indicador de que los componentes que se tifien (cromosomas) no
estdn compactados, es decir, presentan su cromatina laxa y por tanto, se considera
un nudcleo activo, ya que la cromatina laxa permite la actividad de las enzimas
encargadas de la transcripcion del acido ribonucleico (ARN). Por otro lado, el
citoplasma muestra pequefas regiones con ligera basofilia, que se asocia a la
presencia de reticulo endoplasmico rugoso asi como &reas con neutrofilia
caracteristica de la zona ocupada por el aparato de Golgi. La anterior citologia
corresponde a la de células con actividad de sintesis proteica y de secrecion (Ross y
Pawlina, 2016; Robaire y cols., 2006).

A su vez, la basofilia intensa indica que los cromosomas de composicion
guimica acida estan compactados. Si las células presentan nucleo heterocromatico,
la transcripcion se encuentra disminuida por lo cual el nucleo de estas células se
considera inactivo. Ademas si el citoplasma no muestra zonas baséfilas ni neutréfilas
que se asocian con reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi,
respectivamente, la citologia presente es caracteristica de una célula poco activa o
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inactiva en cuanto a sintesis proteica y actividad secretora (Ross y Pawlina, 2016;
Robaire y cols., 2006).

Se ha documentado que después de la orquidectomia, la funcién secretora de
las células principales se modifica por la virtual desaparicion del reticulo
endoplasmico de su citoplasma apical, asi como la pérdida de microvellosidades
apicales, acumulacién de lisosomas, vesiculizacion, desaparicion de vesiculas del
apice celular y aumento de la endocitosis, asi como, el contenido del reticulo
endoplasmico liso se reduce drasticamente, mientras que la presencia del aparato de
Golgi es menos pronunciada (Robaire y Hinton, 2015). Esto es consistente con la
situacion hipotética de que la T intraepididimaria se encuentre disminuida, ya que se
debe considerar que estas células son andrégeno-dependientes, por lo que sila T se
encuentra en niveles normales las células deberian estar activas. Por lo tanto, el
tejido epitelial epididimario modifica su actividad en los dias post saciedad sexual, lo
gue hace suponer que la composicion del tejido y de las células ha sido alterada

quizas por la disminucién de T.
10.2.2. Andlisis cuantitativo del epididimo
10.2.2.1. Tipo celular

En el epitelio epididimario nuestra atenciéon se enfocé en las células principales,
claras, apicales, basales y halo, por su particular actividad en la maduracion
espermética (Reid y Cleland, 1957). Los diferentes tipos celulares estdn encargados
de la sintesis de andrdgenos y proteinas, asi como de los cambios en la maduracién
espermatica que ocurren durante el paso por el epididimo que tienen que ver con los
cambios morfoldgicos, bioquimicos vy fisiologicos de los espermatozoides (Cooper y
Yeung, 2006; Avilés, 2011; Cornwall, 2009).

Aguilera-Merlo y cols., (2005) estudiaron la actividad reproductiva de la
Viscacha (Lagostomus maximus maximus), encuentraron que durante la regresion

gonadal, hay una disminucién en la concentracion de T sérica, hormona luteinizante
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(LH), hormona foliculoestimulante (FSH) y receptores de prolactina. Observan que en
el porcentaje del tipo celular hubo un aumento y disminucion de las células claras en
cor y cau, respectivamente, y una disminucion de las células principales. Mostrando
que cor y cau son mas sensibles a variaciones. Por otro lado, Menad y cols., (2014)
realizaron tratamientos en Psammomys obesus en donde estudiaron los cambios
estacionales del ciclo reproductivo en varios trastornos metabdlicos para demostrar
la participacion de estrogenos y de los RA en funciones reproductivas. Uno de los
trastornos metabdlicos es la extraccion de los testiculos, lo cual provoco que la altura
de las células principales se encontraban disminuida y fueron mas numerosas,
ocupando todo el epitelio, las basales tuvieron una distribucién discontinua. El otro
trastorno es la ligadura de los conductos eferentes con implantes de testosterona,

encontraron células principales normales y células con una altura disminuida.

También hay estudios que muestran cambios morfolégicos en los diferentes
tipos celulares después de la orquidectomia, por ejemplo, las células principales son
mas susceptibles a los cambios en los niveles de andrégenos, ya que su funcion
secretora se altera y en contraste con los otros tipos de células epiteliales, que
parecen ser menos afectados (Delongeas y cols., 1987, citados en: Robaire cols.,
2006). Lo anterior explicaria las disminuciones significativas observadas en el
namero de ceélulas principales en las tres regiones del epididimo; en las células
basales en las regiones de cor y cau; las células halo en las tres regiones (Tabla 1),
ya gue estas células son susceptibles a la reduccion de T que podrian ocurre
inmediato a la saciedad sexual, afectando las uniones celulares que son

fundamentales en la conformacién de la BHE.
10.2.2.2. Tipo de epitelio

Innumerables estudios confirman la regionalizacion del epididimo en roedores con
base en el tipo de epitelio que presentan (Glover y Nicander, 1971; Hamilton, 1975;
Abe y cols., 1983).
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El tipo de epitelio en las tres regiones del epididimo fue diferentes en los
animales control vs animales postsaciedad sexual (Tabla 3). Estos hallazgos
coinciden con los datos morfométricos del area del epitelio epididimario que, también,
en este periodo llega a presentar disminucion significativa. Sin embargo, estos
cambios no se presentan de manera homogénea en las tres regiones del epididimo,
lo cual nos sugiere una actividad regionalmente diferenciada, que es de esperar, por
la funcion caracteristica de cada region. Lo anterior posiblemente se deba a
disminucién en la concentraciéon en los andrégenos. Ya que los androgenos son
importantes para el mantenimiento de las células principales que se encuentran en el
epitelio y que estas podrian estar disminuyendo en tamafio en los dias postsaciedad

sexual.

Por lo tanto, el tejido epitelial epididimario modifica su actividad en los dias
postsaciedad sexual, o que hace suponer que la composicion del tejido y de las

células ha sido afectada por una probable disminucion de T.
10.2.2.3. Morfometria

Aguilera-Merlo y cols., (2005) encontraron disminuida la T sérica durante la
regresion gonadal de Lagostomus maximus maximus. Observaron que en la cau
disminuye el diametro luminal y la altura epitelial, pero aumenta la altura de la lamina
propia. Otros tratamientos como los realizados por Menad y cols., (2014), explicados
anteriormente, observaron que la extraccion de los testiculos, provocaba que el
diametro del cap fuera pequefio y en el lumen no hubiera presencia de
espermatozoides. La ligadura de los conductos eferentes con implantes de T,
provocaba un epitelio reducido y estrecho, los espermatozoides se encontraban

ausentes.

También se ha documentado que después de la orquidectomia, se reducen los
pardmetros epididimarios como el didmetro luminal y la altura de las células
epiteliales, en cuanto al estroma intertubular este tiende a aumentar (Delongeas y
cols., 1987, citados en: Robaire y cols., 2006; Robaire y Hinton, 2015). En los
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estudios realizados por Hamzeh y Robaire, (2009) se consideraron diferentes
tratamientos después de la orquidectomia (un implante vacio y otro con testosterona)
versus control a lo largo de varios dias. Se encontr6 que el diametro del tubulo
disminuye en las regiones del cap y cor. Mientras que la altura del epitelio disminuye
en el segmento inicial/cap y cau y aumenta en cau. Lo anterior corrobora que la T

juega un papel importante en el desarrollo, mantenimiento y funciones epididimales.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos hacen pensar que la posible
disminucién inmediata de testosterona local afecta mas al tipo celular y a la altura en
las regiones del cap y cau. No obstante, en el cor aumenta la altura, probablemente
debido a que el testiculo mantiene la produccién de espermatozoides, los cuales
contintan su recorrido por el epididimo y requieren que el cor recupere su actividad

para mantener la maduracion espermatica.
10.3. Pardmetros espermaéticos del epididimo
10.3.1. Concentracién, viabilidad y morfologia espermatica

En algunos estudios han evaluado en el epididimo la concentracién espermatica,

movilidad y morfologia (revisado en: Lucio y cols., 2009).

Los parametros espermaticos como viabilidad, concentracion y morfologia son
dependientes de andrégenos. Se ha observado reduccion del 28.88% en viabilidad,
23.86% en concentracion y en motilidad un 26.49%, ademas de reduccién del
41,24% en los niveles de T en la sangre en animales obesos (Vigueras-Villasefior y
cols., 2011).

Con respecto a la concentracion espermatica Judd y cols., (1997) encontraron
gue no hay diferencias significativas en el cap y cor en los dos epididimos (derecho e
izquierdo), después de 12 h. En cuanto a la cau derecha e izquierda contenian una
concentracion similar, sin embargo, la concentracion se redujo hasta cierto punto,
con mayor actividad de apareamiento, es decir, después de 12 h. Por otra parte, hay
autores que han cuantificado de 152 a 230 millones y 440 millones, en el epididimo
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(Lamano-Carvalho y Kempinas, 1987; Robb y cols., 1978). Ahora bien la
concentracion de espermatozoides en la cau del epididimo en machos saciados
disminuyé significativamente de 550+80X10° en machos que eyacularon una vez a
309+62X10° en machos saciados sexualmente, esto representa sélo el 44% (Tlachi-
Lopez y cols., 2012). Lo anterior corrobora la disminucion encontrada en algunos
dias postsaciedad sexual (Fig. 15).

El tiempo de recorrido de los espermatozoides a través del epididimo es de
entre 8 y 12 dias en la rata como lo mencionan Sujarit y Pholpramool, (1985) y
Sommer y cols., (1996) respectivamente (revisado en: Robaire y cols., 2006), tiempo
gue se encuentra en el rango de los dias de reposo en los que se presenta un
aumento significativo del peso epididimario total y de la region del cap. Esta
correspondencia podria explicarse porque en la condicion de saciedad sexual la
concentracion de espermatozoides disminuye en las tres regiones del epididimo,
debido a la intensa demanda espermatica que representa esta condicion, pero si el
testiculo mantiene la continuidad de la espermatogénesis, el flujo esperméatico
restablece los niveles normales de concentracion espermatica en el rango de tiempo
antes sefialado. Es importante enfatizar que la mayor disminucion en la
concentracion se observa en la cau en los dias 0-8 y 16, posiblemente a que la
reabsorcion de espermatozoides que deberia ocurrir en el cap no esta sucediendo y

estan pasando por el cor hasta llegar a la cau en donde estan siendo eliminados.

En cuanto a la viabilidad espermatica, han encontrado en la cau un 75% en
grupos controles. En la morfologia han observado mayor porcentaje en
espermatozoides anormales (Téllez-Lépez y cols., 2013). La disminucién de estos
parametros, podrian deberse a un estado de privacion de andrégenos local o bien a
factores como los fluidos luminicos de origen testicular, lo que provocaria
espermatozoides inméviles, los cuales pierden la capacidad de fertilizar y mueren
(Robaire y cols., 2006).0Otra posible razén es que posterior a la saciedad sexual haya
una posible hipertrofia o hiperplasia y a que los diferentes tipos celulares, sobre todo
las células principales, que se relacionan con la maduracion espermatica (cambios
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morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos), se encuentren inactivas y tengan un efecto

en los espermatozoides.

La maduracién espermatica epididimaria se define como los cambios que
adquieren los espermatozoides, que son necesarios para que obtengan la capacidad
para fertilizar al ovocito (Cooper y Yeung, 2006), ya que esta ocurre desde el cap
hasta el final del cor, siendo la cau el lugar de almacenamiento (Marengo, 2008). La
cual podria verse afectada en los dias posteriores a la saciedad sexual. Sin embargo,
faltan mas estudios en los dos procesos esenciales en la maduracién espermatica

gue son: la glicosilacion y la fosforilacién.

No hay que dejar a un lado, que la regulacidon nerviosa como la que ocurre a
través de los péptidos neurohipofisarios (oxitocina y vasopresina) aumenta la
contractilidad epididimal, resultando en un aumento en el nudmero de
espermatozoides eyaculados (Robaire y Hinton, 2015). Asi como los nervios
colinérgicos parecen estar asociados con las células epiteliales y pueden influir en su
actividad secretora y reabsorcion del fluido (Kaleczyc, 1998; Kihara y cols., 1998;
Sjostrand, 1965, citados en: Setchell y Breed, 2006). Estos mecanismos podrian

estar afectados durante la condicién de saciedad sexual.

Finalmente, los cambios podrian estar ocurriendo desde el testiculo, ya que
desde ahi podrian venir las alteraciones. Por ejemplo, Dadhich y cols., (2013)
encontraron que en el topo Talpa occidentalis, los testiculos presentan abundantes
células redondas y restos celulares en el lumen de tabulos seminiferos de machos
con regresion testicular. Mientras que los epididimos estaban desprovistos de
espermatozoides, sin embargo, aparecieron espermatocitos primarios, secundarios y
espermatidas. A lo anterior se le conoce como descamado adluminal, el cual se
define como la asociacion de células germinales (espermatocitos y espermatidas)
liberadas del compartimiento cercano a la luz del tdbulo seminifero. También
observaron que los testiculos y epididimos de machos sexualmente inactivos estan

reducidos respecto a los de época reproductiva. Lo anterior lo asocian con la
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reduccion de T en suero y local. Por lo que los niveles de T normales son 25-125
veces mas que los presentes en el suero, es decir, aproximadamente 30 ng/ml
(Smith y Walker, 2014; Brooks, 1983).

Todo lo anterior podria explicar el aumento y disminucidn que presentan
algunos parametros histolégicos y en concentracion de espermatozoides, asi como

las disminuciones presentes en viabilidad y morfologia espermatica.
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11. CONCLUSION

Se detectaron cambios en los diferentes parametros analizados, desde el peso del
epididimo que se vio alterado (aumento o diminucion); la citologia de los tipos
celulares, en donde, se encontraron mas células inactivas. Se encontraron
disminuidos el nimero de las células principales, basales, halo y el aumento en las
células claras; y variacion de los diferentes tipos de epitelio de los conductos
epididimarios en algunos dias post saciedad sexual. En cuanto a la morfometria, el
parametro mas afectado fue la altura del epitelio. Finalmente los parametros
espermaticos tienen cambios en el porcentaje de viabilidad y morfologia
esperméticas. En cuanto a la concentracion, la cau es la mas afectada, en donde se
observé una disminucibn marcada, debido a que los espermatozoides no estan
siendo absorbidos en el cap y estan llegando a la region caudal y aqui es donde

estan siendo eliminados.

Los hallazgos encontrados en este trabajo, en las tres regiones del epididimo
muestran cambios en el periodo postsaciedad sexual, debido una dependencia a
varios factores: la testosterona, los RA, estrégenos, regulacion nerviosa, nervios

colinérgicos.
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12. Perspectivas

Nuestros resultados sugieren cambios en el epitelio epididimario y en los
espermatozoides. Pero faltan mas estudios para determinar qué es lo que esta

provocando estas variaciones.

1. Es claro que falta comprender que ocurre en los dias posteriores a la saciedad
sexual con los niveles de testosterona local, asi como los cambios en las
estructuras de las células que se encuentran en el tubo epididimario, y las
caracteristicas de cada una como: actividad (por sus afinidad tintérea), la
altura, el tamafo, los organelos que las conforman, la distribucion intracelular
de las vacuolas, la forma de los nucleos y la distribucion de la cromatina como

lo hicieron Reid y Cleland en 1957.

2. Asimismo identificar la capacidad proliferativa (hiperplasia) y de incremento en
su volumen citoplasmico (hipertrofia) en los dias posterior a la saciedad

sexual.

3. Determinar si ocurren cambios en la composicion del liquido luminal normal
(Hess et al., 2002). Ya que si hay cambios en el liquido luminal, posiblemente
la barrera hematoepididimaria este afectada y esto este provocando

alteraciones en el peso y a los demas parametros analizados.

4. ¢Qué ocurre con la maduracion espermética epididimaria? La cual podria
verse afectada en los dos procesos esenciales (glicosilacion y fosforilacion) en

los dias posteriores a la saciedad sexual.
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