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1. RESUMEN

Desde el punto de vista reproductivo es importante saber cémo se desarrollan los
organos que componen el tracto genital y qué factores los influyen. Un 6érgano
fundamental en la reproduccion es el epididimo, que protege, almacena y madura
los espermatozoides producidos en los testiculos. Para estudiar la histologia
regional, cuali y cuantitativa del desarrollo epididimario ovino, diez corderos no
mellizos, nacidos en setiembre, fueron castrados mensualmente, entre los 3 y los 6
meses de edad. Al momento de la castracidbn ambos testiculos y epididimos fueron
pesados, muestreados, fijados y cortados longitudinalmente en 2 mitades, de forma
gue en al menos una de ellas se observara todas las regiones histolégicas del
organo. Luego de procesados histolégicamente se obtuvieron cortes de 6 um de
espesor. Se obtuvo un corte de todo el 6rgano en sentido longitudinal y abarcando
todas sus regiones. Se confeccion6é un mapa topografico para el epididimo izquierdo
de cada animal, estableciendo la distribucidén y superficie ocupadas por cada region
histolégica, tomando como referencia las regiones anatdbmicas. Los mapas fueron
ordenados tanto por el peso corporal de los animales, como por los pesos
testiculares y epididimario. Utilizando los mismos mapas, se establecieron las
caracteristicas tipicas de cada regién, que posteriormente fueron evaluadas su
morfometria regional. Las variables histologicas que se midieron fueron la altura del
epitelio (HE), el diametro del conducto epididimario (DCE), el diametro de la luz del
conducto epididimario (DLC) y el espesor de la capa muscular lisa que rodea al
conducto (ECM) en las 7 regiones histologicas que se encuentran en el adulto y en
todos los animales. Al agrupar los datos en tres grupos (epididimos chicos,
medianos y grandes) segun su peso epididimario, el peso corporal fue distinto entre
grupos (mediatsem). Todas las variables histolégicas mostraron diferencias entre
los grupos de animales de epididimos chicos y grandes. Al estudiar la distribucién de
las regiones histolégicas se encontrd que las regiones histolégicas clasicas,
descritas para el carnero adulto, estan distribuidas en forma similar al adulto sé6lo en
animales con peso epididimario relativamente alto (mayor o igual a 4 g). En los
animales con epididimos mas livianos, se encontré regiones histoldgicas transitorias,
que aparecian y luego desaparecian en epididimos mas pesados. Por otra parte, la
distribucion de las regiones (tanto transitorias como definitivas) varia en muchos
casos de un individuo a otro, con cambios que acomparfiaban en términos generales
los cambios en los pesos epididimarios. En conclusién, esta es la primera vez que se
publica una descripcion detallada de la histologia cuantitativa del desarrollo
epididimario ovino y que se detecta la existencia de regiones histologicas
transitorias, asi como el desplazamiento de las regiones histolégicas hacia distal con
respecto a las regiones anatomicas a lo largo del desarrollo epididimario. Esto indica
que el desarrollo epididimario progresa de proximal a distal en el ovino.



1.1. SUMMARY

Studies regarding sheep physiology, histology and organ development have been
conducted for decades. From an animal breeding perspective, it is important to know
the development of the reproductive organs and their main influencing factors. The
epididymis is essential for reproduction, since it protects; stores and matures sperm
produced by the testes. In order to study both quali and quantitatively the regional
histology of ovine epididymal development, 10 single-born lambs born in September,
were castrated monthly, from a flock of 400 Corriedale mothers, between 3 and 6
months of age. At castration, both testes and epididymides were weighed, sampled,
fixated and cut longitudinally into two halves, so as to expose, at least in one of the
halves, all epididymal histological regions. After histological processing, 6-pym-thick
histological sections were obtained, comprising all histological epididymal regions
lengthwise. Topographical maps were elaborated for every lamb’s left epididymis,
determining the surface and distribution of every histological region, as compared to
anatomical regions. Maps were ordered according to body weight, as well as to
testicular and epididymal weights. By using these same maps, we described
morphometrically each region. The quantitative histological variables measured were
epithelium height (HE), diameter of epididymal duct (DCE), diameter of epididymal
duct lumen (DLC) and smooth muscle thickness surrounding the epididymal duct
(ECM) for all 7 histological regions which were found both in the adult epididymis and
in all developing epididymides. When resulting data were grouped (into small,
medium and big epididymides) according to epididymal weight, body weight differed
among groups (meantsem). All histological variables were different between small
and big epididymides groups. When studying histological regions distribution, we
found that classical histological regions, as described for adult ovine epididymides,
are located similarly to adult epididymides only in relatively heavy epididymides (< or
= 4 g).nin lambs with smaller epididymides, we found transitory histological regions,
which disappeared in bigger epididymides. Furthermore, histological regions
distribution (both transitory and permanent ones) varied frequently among lambs,
with changes which, in general terms, accompanied changes in epididymal weight. In
conclusion, this is the first report of a detailed description of the quantitative histology
of the ovine epididymal development and of the existence of transitory histological
regions, as well as the progressive displacement distally as compared to anatomical
regions, along the epididymal development. This strongly indicates that the ovine
epididymal development courses from proximal to distal.
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3. INTRODUCCION

Importancia de la especie ovina en nuestro pais.

La produccion ovina ha representado un sector importante en la produccion nacional
y ha posicionado a nuestro pais desde hace largo tiempo entre los principales
productores del mundo. En la década anterior el stock disminuyé marcadamente,
vinculado a la caida del precio internacional de la lana. En los ultimos afios se ha
podido ver una alentadora recuperacién. Posiblemente esta recuperacion esté
relacionada al rubro carnico. Segun el dltimo informe de INAC, Uruguay tiene varios
compradores entre los que se destacan China y Jordania, paises que han
aumentado fuertemente su consumo de carnes rojas. Un poco menos de la mitad de
las exportaciones tienen como destino el MERCOSUR, y con este destino también
han aumentado las exportaciones. Durante el afio 2013 el stock ovino fue de
8.190.000 animales (DICOSE, 2014).

Por otra parte, los ovinos son animales que se sobreponen a condiciones adversas
mucho mejor que otros animales de produccidon; sumado a esto, una importante
porcion de la superficie destinada a produccion agricola en nuestro pais no es
mejorable, y por lo tanto sigue siendo rentable en estas zonas la produccién de
ovinos.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA:

4.1. Morfologia macroscopica del epididimo

El epididimo es un Organo perteneciente al aparato reproductor masculino; en el
ovino se encuentra dentro de la bolsa escrotal junto al testiculo, unido a éste por el
mesoepididimo, que deriva del peritoneo (Horst, 2005). Aunque desde el punto de
vista macroscopico es un unico érgano subdividido en tres regiones (cabeza, cuerpo
y cola), desde el punto de vista histoldgico, el epididimo consta de siete regiones en
el caso del carnero (Nicander, 1958, ver fig. 1), las cuales tienen histologia y
funciones parcialmente distintas pero complementarias.

Epididimo

Cabeza I Cuerpo I Cola

Testiculo

Fig. 1. Esquema de las regiones anatomicas e histologicas
(indicadas con letra E mayuscula o numeros arabigos) del
epididimo ovino. Modificado a partir de Nicander (1958).

El epididimo aloja la porcion final de los conductillos eferentes (ubicados en la
porcion proximal de la cabeza del epididimo) y todo el conducto epididimario, un
conducto epitelial altamente enrollado que transcurre desde la cabeza del epididimo
hasta la cola, comunicando los conductillos eferentes con el conducto deferente.
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4.2. Desarrollo epididimario

Los o6rganos de la . :
S L . Tibulo ‘ Capsula
reproduccion se originan junto mesonéfrico Rr L Geloma
i Mesenterio s

con las estructuras exocrinas D | i
del mesodermo intermedio ' :
vinculadas al aparato urinario,
y en particular al mesonefros

Cresta gonadal

Surco

Conducto P e
paramesonéfrico

(rifién primitivo). En el techo eSeneliee.  cétutas gemincles
i primordiales Cordon sduies
del celoma se organiza la M e genecel

cresta urogenital, que corre | e
longitudinalmente al cuerpo )
del embrion. Esta cresta
urogenital se subdivide
longitudinalmente, con  uN | conducto mesoniico X
largo  borde lateral que
corresponde a la cresta Gonateto paramesenciico g
urinaria, y un corto vy Pl
relativamente grueso borde
medial, que corresponde a la
cresta genital. La cresta
urinaria dard origen al
pronefros a nivel del cuello del
embrion, y al largo
mesonefros a nivel toraxico y
abdominal craneal. Por otra
parte, la cresta genital sélo se
desarrolla a nivel de Ila

porcibn  abdominal  mas | Fig. 2: Esquema sobre el desarrollo epididimario
craneal. En cada embrion se | en etapas fetales. En Ay B esbozo gonadal
originan los esbozos de los | indiferenciado. En figuras C —F desarrollo

organos  reproductivos Y | testicular y epididimario (Noden, 1990).
persisten durante un tiempo

en el estadio indiferenciado de la organogénesis (estadio de la gbénada
indiferenciada). Luego aparecen caracteristicas especificas de cada sexo, asi como
la degeneracion de las estructuras inapropiadas. En el estadio indiferenciado (en el
cual no es posible distinguir, morfolégicamente, un embrién macho de uno hembra),
primero se desarrolla la cresta gonadal en la cara medial de cada mesonefros, en
embriones de 8 -9 mm de longitud en casi todas las especies de mamiferos
domeésticos. Este estadio se caracteriza por la formacidén de los cordones sexuales
primarios a nivel gonadal.

Tunica
albuginea

Conducto paramesoné-—§
frico en regresidn

Rete testis Tabulos

seminiferos

Conducto y tibulos
2 Mmesonéfricos degenerando

Conductillos sferentes A& )

- Testiculo
pididimo Tinica albuginea

Conducto
paramesonéfrico
en regresion

Tibulos mesonéfricos
en regresion

Conducto deferente
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El mesonefros regresa en sentido crdneo—caudal, pero en el macho los tubulos
mesonéfricos que quedan ubicados al lado de la gbnada, permanecen y forman los
conductillos eferentes. Por otra parte, una porcion de cada conducto mesonéfrico
permanece relacionada con el testiculo a través de los antedichos futuros
conductillos eferentes y forma el epididimo (ver fig. 2). Durante este proceso, la
porcion epididimaria del conducto mesonéfrico tiene un crecimiento longitudinal
acelerado y de esa forma, para alojarse en el espacio disponible, el ahora conducto
epididimario embrionario se va enrollando paulatinamente, mientras se organiza una
capsula de tejido conjuntivo y muscular liso en torno a esta porcién enrollada.

En embriones de ambos sexos se forman los conductos paramesonéfricos
(conductos de Miiller) en posicion lateral a los conductos mesonéfricos, pero en los
machos los conductos paramesonéfricos degeneran por efecto de la secrecién de la
hormona antiMilleriana secretada por las células de Sertoli inmaduras, cuando
comienza a funcionar la gonada. En un macho, los vestigios de estos conductos se
conocen como el “apéndice epididimario” (Zamboni y Upadhay, 1982).

En etapas post natales, se ha reportado que el epididimo se diferencia de la cabeza
a la cola en rata (Jiang y col., 1994) y en humanos (De Miguel y col., 1998), pero que
lo hace de la cola a la cabeza en toros (Abdel-Raouf, 1960), cerdos (Wrobel y
Fallenbacher, 1974) y carneros (Nilnophakoon, 1978). No se conoce explicacion
alguna de por qué existen diferencias tan notorias entre estas especies, en este
proceso de desarrollo.

4.3. Histologia epididimaria

El conducto epididimario presenta
una luz que esta revestida por un
epitelio seudoestratificado cilindrico

Epitelio

Células Halo

con estereocilias, en el que se Células
encuentran distintos tipos celulares Musculares
(ver fig. 3). Células

Basales

Unién estrecha

-Las _ células pnncpale_s Células Células Claras
(consideradas como el principal Apicales \
efector de las funciones Intersticio

epididimarias) son las mas

numerosas y se encuentran a lo
largo de todo el conducto
epididimario. Se caracterizan por
ser células cilindricas, con
estereocilias en su cara apical, muy

Fig.3: Esquema general que representa los
tipos celulares presentes en el epitelio
epididimario y su localizacion (Robaire y col.,
2006).
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activas en lo que respecta al transporte y secrecidbn de pequefias moléculas
organicas, sintesis proteica y absorcion de fluido, regulando la composicién y el pH
del liguido epididimario (Robaire y Hermo, 1988; Jones, 1999).

-Las células basales (presentes también a lo largo de todo el conducto
epididimario) se describen como chatas y semiesféricas, encontrandose en la base
del epitelio en contacto con la lamina basal. Su funcibn no esta claramente
establecida y esto se debe, en parte, a la falta de marcadores selectivos para su
estudio. Se cree que, por un lado, juegan un papel activo en la detoxificacion de los
productos de desecho del metabolismo de los espermatozoides (Veri y col., 1993) y
gue por otro, regulan la barrera hematoepididimaria, la cual impide que los
espermatozoides que transcurren por la luz del conducto epididimario sean atacados
por el sistema inmune (Martan, 1969; Leung y col., 2004).

-Las células en halo son linfocitos T (tanto CD4 como CD8): células pequefas, con
forma redondeada, citoplasma palido y nucleo denso (Flickinger y col., 1997). Se
encuentran a lo largo de todo el conducto epididimario y en varias posiciones dentro
del epitelio, pero nunca se extienden por toda la altura del epitelio, desde la lamina
basal hasta la superficie luminal (Robaire y Hermo, 1988).

-Las células claras tienen un gran actividad cenocitica y estan presente en todas
las regiones histolégicas del epididimo de varias especies. Su actividad cenocitica
es mayor cuando tienen adyacentes a células principales y es muy marcada en la
cola epididimaria. Tienen un rol importante en la acidificacion del fluido luminal
(Hermo y col., 1992). Estas células no se encuentran en el epididimo ovino, y sus
funciones son desempefadas por las células principales.

-Las células apicales estan ubicadas en la region apical del epitelio, se sabe que
tienen capacidad de endocitosis de diferentes sustancias de la luz del 6rgano y
producen enzimas proteoliticas. Se encuentran en regiones histoldgicas de cabeza 'y
cola en las ratas (Adamali y Hermo, 1996).

El conducto epididimario estd rodeado por una capa de musculo liso, que es
progresivamente mas ancha a medida que se avanza hacia la cola del epididimo.
Esta capa muscular es esencial para que ocurra el transporte de los
espermatozoides a lo largo del conducto epididimario (Hinton y Paladino, 1995). Las
células musculares lisas son ricas en receptores a la oxitocina. A nivel de la cola del
epididimo, la capa muscular es de gran importancia al momento de la eyaculacion.
El tejido intersticial del epididimo es un tejido conjuntivo relativamente celular.
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Existen descripciones de la microanatomia e histologia del epididimo en adultos de
diferentes especies, en donde estan presentes los conductillos eferentes en la
primer region de la cabeza y luego se describe un numero variable de regiones
histolégicas que se encuentran distribuidas a lo largo del 6rgano, y que terminan en
el conducto deferente (en humanos: Piomboni, 1997; conejos: Nicander, 1957,
bovinos y ovinos: Nicander, 1958)

Particularmente en los ovinos, existe una detallada descripcion morfologica del
epitelio, las esterocilias y su altura a lo largo de las regiones del epididimo adulto,
gue data de varias décadas (Nicander, 1958), asi como un estudio histol6gico
general con algunos datos de histologia cuantitativa sobre el desarrollo del epididimo
ovino (Nilnophakoon, 1978).

4.4. Histofisiologia epididimaria

El epididimo es un 6rgano esencial para la actividad reproductiva normal de los
vertebrados que practican la fertilizacion interna (Osman y Monzaly, 1976; Jones,
1998a; Cooper, 1999a). Cumple funciones de proteccién, transporte, maduracion y
almacenamiento de los espermatozoides (Turner, 1979; Amann, 1987; Robaire,
1988; Russel y col.,, 2007). El medio luminal es muy complejo, altamente
especializado, y cambia progresivamente a lo largo del conducto epididimario
(Hinton y Palladino, 1995). En especial, la maduracion de los espermatozoides
requiere del pasaje de estos gametos por las diferentes regiones del érgano y
requiere un determinado tiempo, implica que los espermatozoides adquieren
motilidad y habilidad fecundante (Blandau y Rumery, 1964; Cooper y Yeung, 1999b
y Cooper, 2007; Jones y col., 2007) por accion de moléculas (biocatalizadoras)
secretadas por regiones especializadas en el epitelio del epididimo, mientras que
algunas de las moléculas secretadas a nivel epididimario se encontraran dentro del
plasma seminal (Hermo y col.,, 1992; Amann y col., 1993). Existe una serie de
proteinas presentes en el lumen epididimario que son incorporadas por el
espermatozoide. Uno de los mecanismos propuestos para su incorporacion involucra
vesiculas llamadas epididimosomas. Los epididimosomas son particulas de
membrana proteica multilaminar con composicién lipidica. El mecanismo de
secrecion de estas vesiculas al lumen epididimario seria de tipo apécrino y como
parte de este proceso, se forman protrusiones en la membrana apical de las células
principales del epididimo, que contienen en su interior vesiculas del citoplasma de
estas células, de diversos tamafos. Una vez liberadas las protrusiones, se
fragmentan y se liberan las vesiculas al lumen del epididimo (Cornwall y Hann,
2009). Estas proteinas finalmente son integradas a la membrana del
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espermatozoide, mas frecuentemente en la regién acrosomal y la pieza media
espermética (Sullivan y col, 2007).

El epitelio epididimario segrega a la luz del conducto tanto sustancias tomadas del
torrente sanguineo como sustancias sintetizadas por dicho epitelio, y tiene una gran
capacidad de absorcién de distintas sustancias que se encuentran en el fluido
luminal (Moore y Bedford, 1979; Robaire y Viger, 1995). El almacenamiento de los
espermatozoides ocurre mayormente en la cola epididimaria (Brooks, 1983 y Jones,
1998b). Para realizar sus funciones, el epididimo mantiene un medio luminal
especializado, en el que se encuentran los espermatozoides, necesitando
andrégenos par dicha funcion (Robaire y Hamzeh, 2011).

A pesar de la importancia del epididimo para la reproduccion, se conoce muy poco
sobre su desarrollo postnatal y prepuberal o sobre el desarrollo de las regiones
histoldgicas de este 6rgano en los ovinos.
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Justificacion de las técnicas histolégicas descript ivas y cuantitativas a utilizar

La histologia descriptiva cualitativa estandarizada adecuadamente, es muy util para
describir topograficamente las regiones del epididimo. Por otra parte, con la
histologia cuantitativa es posible medir con precision y evaluar estadisticamente
eventuales diferencias entre tejidos pertenecientes a distintos grupos experimentales
(Russel, 1995). Actualmente existen paquetes informaticos que automatizan gran
parte del trabajo. Utilizando técnicas morfométricas similares, se estudio el
desarrollo y la diferenciacién del epididimo desde etapas fetales hasta la etapa
adulta en humanos (De Miguel y col., 1998) y en ratas (Jiang y col., 1994), especie
en la que incluso existen estudios morfométricos detallados sobre el desarrollo
epididimario utilizando paquetes informéticos de andlisis de imagenes (Limanowski y
col., 2001). Por otra parte, existe una cierta vinculacion entre la altura de los epitelios
y su actividad secretora, demostrada para el epitelio epididimario del chimpancé
(Smithwick y Young, 2001). Esto es un aspecto interesante, que permitira utilizar la
morfologia cuantitativa del epitelio epididimario como referencia general del estado
de actividad del mismo.

A lo largo de este trabajo fue necesario combinar métodos cuali y cuantitativos para
hacer una descripcion detallada y precisa de los cambios que ocurren durante el
desarrollo post natal epididimario ovino.
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5. HIPOTESIS

5.1. El epididimo ovino se diferencia de cabeza a cola y presenta a lo largo
del desarrollo las mismas regiones histologicas que en el adulto.

5.2. Es posible describir la morfometria del epididimo ovino de los 3 a los 6
meses de edad para cada region histologica.

6. OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar las caracteristicas histolégicas durante el desarrollo del epididimo ovino.
bbjetivos particulares:

1. Describir la ubicacion topografica de las regiones histologicas del epididimo
a lo largo de su desarrollo, desde los 3 hasta los 6 meces de edad.

2. Describir la morfometria del epididimo ovino de los 3 a los 6 meses de edad
para cada region histologica.

17



7. MATERIALES Y METODOS

Localizacién, animales y disefio experimental

Los procedimientos a campo del experimento fueron llevados a cabo en el
establecimiento del Sr. Adhemar Negrin, ubicado en Paso Antolin, ruta 22, km 163,
Colonia, Uruguay. Diez corderos gestados Unicos, nacidos en primavera (setiembre),
fueron castrados mensualmente, a partir de un rebafo de 400 ovejas Corriedale,
entre los 3 y los 6 meses de edad de los mismos utilizando 40 animales en total (ver
figura 4). Los animales que se utlizaron nacieron en el mes de setiembre,
cumpliendo los 6 meses de edad en febrero del siguiente afio. A lo largo del verano
transcurrio una fuerte sequia lloviendo el 58% del total en un periodo normal. Todos
los animales fueron pesados mensualmente y al momento de tomar la muestra. Al
momento de la castracion ambos testiculos y epididimos fueron pesados y

T I T T T

Parto

3° mes 4° mes 5° mes 6 mes
n=10 n=10 n=10 n=10
Noviembre Diciembre Enero Febrero

Fig. 4: Esquema general del disefio experimental

muestreados.

Procesamiento histolégico

Los epididimos fueron disecados, pesados, y cortados longitudinalmente en 2
mitades, de forma que en al menos una de ellas se observara todas las regiones
histologicas del 6rgano. Cada una de las muestras fue fijada por inmersion en
solucion fijadora de Bouin durante unas 24 horas y luego almacenada en etanol 70°.

Teniendo en cuenta que este Grgano tiene, en el ovino, una longitud mayor a la de
los vidrios porta objeto, se dividid los epididimos y se los proces6 en diferentes
bloques. Se fue registrando los extremos de cada submuestra de forma tal que se
pudo hacer un gran mosaico entre todas sus partes. Las muestras fueron
deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol (70°, 95° y 100°),
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sumergidas en cloroformo en campana de gases e incluidas en parafina para
obtener bloques montados en casettes plasticos.

De estos bloques se obtuvieron cortes histolégicos de 6 ym de espesor y por lo tanto
se obtuvo un corte de todo el 6rgano en sentido longitudinal y abarcando todas sus
regiones. Se coloreé con hematoxilina y eosina un juego de cortes correspondientes
a cada animal.

Andlisis topografico descriptivo de las regiones histolégicas

Se confecciondé un mapa topografico para el epididimo izquierdo de cada animal,
estableciendo la distribucion y superficie ocupadas por cada region histoldgica,
tomando como referencia las regiones anatémicas (ver figura 5).

Una vez obtenidos los mapas, los mismos fueron ordenados tanto por el peso
corporal de los animales, como por el peso testicular y el peso epididimario,
buscando alguna correlacion entre la topografia y estas variables anatémicas.

Por otra parte, utilizando los mismos mapas, pudimos establecer las caracteristicas
tipicas de cada region, que posteriormente fueron medidas (morfometria regional).

Fig. 5: Ejemplo de mapa que esquematiza las regiones histolégicas y su
distribucion a lo largo de un epididimo ovino adulto. Las regiones: E, 1, 2, 3y el
principio de la 4 se encuentran en la cabeza. Las regiones 4 y 5 estan en el
cuerpo y la regién 6 en la cola.

Analisis morfométrico de las regiones histolégicas tipicas

Las variables histolégicas que se midieron fueron la altura del epitelio (AE), el
diametro del conducto epididimario (DCE), el diametro de la luz del conducto
epididimario (DLC) y el espesor de la capa muscular lisa que rodea al conducto
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(ECM) en las 7 regiones histoldgicas que se encuentran en el adulto (ver figura 5) y
en todos los animales. No se midi6 dichas variables en las regiones transitorias que
fueron detectadas en algun momento del desarrollo, en alguno de los epididimos.
Las mediciones fueron hechas sobre imagenes digitales obtenidas de los
preparados, utilizando un sistema compuesto por microscopio o6ptico (Olympus
BX50, Tokio, Japdn) conectado a una video camara (SSC-C158P, Tokio, Jap6n) y a
una computadora que contenia el programa Image Pro Plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, MA, USA).

Figura 6: A: medicion a modo de ejemplo del diametro del conducto epididimario
con lineas negras y con lineas rojas punteadas, del didmetro de la luz del
conducto. B: medicion a modo de ejemplo del espesor de la capa muscular lisa.

- i y
R~ Y

Se capturaron imagenes de 30 cortes transversales de conducto epididimario
(considerando corte transversal aquel en el cual la medicidbn de dos diametros
perpendiculares entre si, arrojo menos de 10% de diferencia) para cada region (ver
figura 6). EI DCE y el DLC fueron medidos sobre imagenes tomadas a 100x. La AE
y el ECM fueron determinadas en imagenes tomadas a mayor aumento (400x) y
ampliadas al 200% (para aumentar la precision de la medicion) en 4 puntos
aproximadamente (ver figura 6).

Andlisis estadistico

Todos los datos correspondientes a los pesos corporal, testicular y epididimario, asi
como al analisis morfométrico, fueron expresados como media + SEM. Los datos
correspondientes al peso corporal, a las 7 regiones epididimarias de los corderos de
una misma edad, y de cada regién entre corderos de distintas edades, fueron
analizados por ANOVA, vy las diferencias significativas (P<0.05) entre cada regién o
edad fueron identificadas por comparaciones mdultiples (test de las menores
diferencias cuadraticas de Fisher).
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8. RESULTADOS

Cuando los datos fueron analizados por fecha de muestreo, el peso corporal no
aumentd durante el experimento (mediatsem): noviembre 16,9 + 1,3 kg, diciembre
17,2 + 1,6 kg, enero 19,0 + 3,3 kg y febrero 19,1 + 3,3 kg. Lo mismo ocurrié con el
peso testicular (Tabla 1). Los valores correspondientes al peso epididimario y a las
variables histolégicas cuantitativas pueden verse en la Tabla 1.

Por el contrario, al agrupar los datos en tres grupos segun su peso epididimario, los
resultados fueron los siguientes: el peso corporal fue distinto entre grupos
(mediatsem): epididimos chicos 16,3 + 1,4 kg, epididimos medianos 18,5 + 3,1 kg y
epididimos grandes 20,3 * 3,2 kg. Los valores correspondientes al peso
epididimario y a las variables histoldgicas cuantitativas pueden verse en la tabla 2.
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Tabla 1. Peso testicular y epididimario y variables histolégicas cuantitativas de
epididimos de corderos pre y post puberales analizados por fecha de muestreo.
Dentro de una misma fila, valores no acompafados por un mismo literal son
diferentes (P<0,05).

Noviembre Diciembre Enero Febrero
Peso testicular (g)
10,349,8 3,6+0,7 11+8,6 11,944,0
Diametro conducto epididimario (pm)
Region E  96,6t17,5ab  80,748,3a  103,9+17,8b  110,5+26,3b
Regién 1 132,3+39,5ab 102,4+8,3a 141,0+24,2b 130,4+15,0ab
Region 3 132,2+19,5ab 111,9+13,8a 145,7+39,5b 146,1+14,9b
Region 4  148,4+48,1 127,7+7,1 158,4+44,9 136,0+28,0
Regién 5 210,2+33,0a 185,0+9,1ab 188,6+41,1ab 169,3+10,0b
Region 6 284,5+74,0ab 229,5+15,8a 2696+62,7ab 317,1+81,3b
Altura epitelio epididimario (um)
Regiéon E  50,0+2,9ab 45,2+7,0b 51,1+6,7ab 58,5+10,6b
Regién 1 106,0+59,3a  30,5#4,3b  50,3+12,9ab  49,8+20,5ab
Region 3 123,1+9,7a 30,545,5¢c  53,5%£19,9ab  55,8+17,9b
Region 4 59,1+19,0 53,1+9,1 72,4+28,1 58,1+26,3
Region5 111,3+19,3a 97,6+3,4ab  91,6+10,9b 86,0£8,1b
Region 6  103,0+6,2a  102,1+7,7a  71,7+14,6b 66,8+£17,6b
Noviembre Diciembre Enero Febrero
Peso epididimario (g)
3,0+1,82 0,9+0,4b 2,4+1,5ab 3,1+1,1a
Diametro luz conducto epididimario (um)
Regién E 46,6+15,4 35,5+3,2 52,7+13,6 51,9+25,0
Region1l  86,6+11,9a 72,0£9,2a 90,7+£17,8b 80,6+8,8ab
Region 3 90,9+£12,9 81,5+11,0 92,2425,2 90,3+27,0
Regién 4 89,2+32,7 74,5+7,8 86,0+17,8 77,917,8
Region 5 98,9£33,2 87,4+7,2 97,0£36,0 83,316,1
Region 6 181,5+75,7ab 127,4+14,6a 197,9+74,1ab 250,3192,7b
Espesor musculo liso (um)
Region 1 15,8+1,9a 15,2+2,9a 16,2+3,2a 19,4+3,2a
Region 3 20,9+3,3 21,148,2 16,4+1,3 20,612,9
Regién 4 20,7129 18,6+2,4 18,1+2,2 18,3+1,0
Region 5 20,0+1,1a 21,0£2,4 23,0£3,3 24,9+1,9b
Regiébn 6  62,7+5,5ab 59,045,1a 61,0+8,1a 69,5+6,0b
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Tabla 2. Peso testicular y epididimario y variables histolégicas cuantitativas de
epididimos de corderos pre y post puberales analizados seguin su peso epididimario.
Dentro de una misma fila, valores no acompafados por un mismo literal son

diferentes (P<0,05).

Epids, Chicos Epids, Medios Epids, Gdes,
Peso testicular (g)

3,5+0,8a 8,415,1b 18,0+7,3c
Diametro conducto epididimario (um)
Regién E 80,0+7,3a 106,0+21,9b 109,7+112,4b
Region 1 109,1+12,9a 126,2+21,6ab 149,8+36,7b
Regién 3 114,8+13,6a 136,4+23,2ab 154,1+35,5b
Region 4 126,1+8,8a 141,8+37,0ab 167,4+45,3b
Region 5 183,4+11,7a 177,8+21,6a 215,4+44,5b
Regién 6 232,0+18,4a 269,5+73,5a 336,6+45,7b
Altura epitelio epididimario (um)

Region E 45,615,8a 53,349,2ab 55,345,8b
Region 1 30,146,8a 58,7+28,2ab 93,2459,9b
Regién 3 45,3+32,8 60,0+£30,7ab 96,4+43,0b
Region 4 54,348,3 61,2+26,8 69,6+23,4
Regién 5 98,1+10,0 95,4+9,8 96,2+26,0
Region 6 98,5+17,9a 84,5+18,9ab 71,4426,5b

Epids, Chicos Epids, Medios Epids, Gdes,

Peso epididimario (Q)
0,9+0,2a 2,1+0,5b 4,6+0,6C
Diametro luz conducto epididimario (um)
Region E 34,414 5a 52,7+17,0b 54,4+17,9b
Region 1 77,0£11,3 81,9+14,4 90,7+14,8
Regién 3 82,1+14,1 93,1+21,0 88,4+23,1
Region 4 71,8+9,3a 80,7+13,5ab 97,8+27,6b
Region 5 85,344,82 82,4+14,62 119,3+36,0b
Region 6 133,5+17,5a 185,04£87,22 265,2+42,2b
Espesor musculo liso (um)

Region 1 15,1+£2,7 17,5429 16,7+2,1
Region 3 21,846,4 17,54+3,3 20,9+4,4
Regién 4 17,7£1,6 19,1+2,3 20,2+2,8
Region 5 21,8+2,0 22,143,2 23,0£3,7
Regién 6 57,6+4,7a 66,1+7,3b 63,315,7ab
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Al estudiar la distribucion de las regiones histolégicas se encontré que las regiones
histologicas clasicas, descritas para el carnero adulto, estan distribuidas en forma
similar al adulto sélo en animales con peso epididimario relativamente alto (mayor o
igual a 4 g). En los animales con epididimos mas livianos, y al ordenar los mismos
segun su peso epididimario, se encontré regiones histolégicas transitorias, que
aparecian y luego desaparecian en epididimos mas pesados. Por otra parte, la
distribucion de las regiones (tanto las transitorias como las definitivas) vario en
muchos casos de un individuo a otro, con cambios que acompafiaron en términos
generales los cambios en los pesos epididimarios. En la figura 6 se muestran varios
ejemplos de ello, comparados con la distribucion histolégica del epididimo adulto y
con el rango de pesos hallados en carneros Corriedale jévenes en el Uruguay
(Castrillejo y col., 1995). En la figura 7 se muestra en imagenes las diferencias entre
regiones transitorias y definitivas en animales prepuberes comparadas con las
regiones histologicas del adulto.
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Fig. 7. Mapa esquematico de la distribucion de las regiones histologicas en epididimos ovinos de peso creciente (PE=peso
epididimario), muestreados entre los 90 y 180 dias de edad. Obsérvese la existencia de tres regiones transitorias (resaltadas en
color gris 0 negro) en la porcion distal del cuerpo y en la cola epididimarias, asi como el progresivo desplazamiento de varias
regiones histoldgicas hacia distal. El altimo esquema corresponde a la distribucion de las regiones histologicas en el carnero adulto

y no a material estudiado en el presente experimento.
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Figura 8: las imagenes ilustran las regiones histolégicas que se encuentran en la
cola de epididimos del grupo con peso epididimario medio, imagenes A, B, Cy
D. Las imagenes E y F muestran en el mismo sector las caracteristicas
histologicas de un epididimo adulto. En las imagenes A y B la linea punteada
marca el limite entre regiones histoldgicas. La imagen C muestra la region 6, la
imagen D muestra region en transicion similar a region 6. La imagen E muestra la
region 5 y la imagen F la region 6, ambas en el adulto, a titulo comparativo.
Nétese el progresivo aumento en el diametro de la luz del conducto epididimario
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9. DISCUSION
Datos cuantitativos, por mes y por peso epididimari o]

La nutricion afecta el desarrollo puberal de los ovinos (Dunn, 1955), y en esta
especie la entrada en la pubertad depende mas del peso corporal que de la edad del
animal (Bronson & Rissman, 1986). El presente experimento fue realizado a campo,
y las condiciones de sequia retrasaron el desarrollo corporal, y reproductivo. Esto,
agregado a las diferencias en dias en la fecha de nacimiento entre los animales,
explica por qué no se observd aumento de peso corporal ni testicular durante el
experimento, y por qué el peso epididimario cayé de noviembre a diciembre para
luego volver en febrero a los valores de principios del experimento. Es teniendo en
cuenta los efectos de la sequia que adquiere mas logica el analisis de los pesos y de
la morfologia cuantitativa, clasificando a los individuos en grupos por peso
epididimario.

Distribucion de las regiones histologicas.

La distribucion de las regiones histoldgicas varié de tal manera que las mismas
maduraban de cabeza a cola, tanto en su aspecto histolégico como en su ubicacion
con respecto a la anatomia macroscopica del érgano.

Al mismo tiempo, en cuerpo y cola aparecieron regiones histologicas claramente
distintas a las regiones histolégicas del adulto, y que no se encuentran en el mismo.
Estas regiones tendieron a desplazarse hacia caudal, si se las seguia en su
ubicacion en epididimos progresivamente mas pesados, antes de desaparecer. El
hecho de que las regiones transitorias hayan sido encontradas so6lo en porcion distal
de cuerpo y en cola podria significar que el fendbmeno que hemos encontrado es
exclusivo de estas regiones del érgano, pero no podemos descartar que en
epididimos de menor peso e incluso de menor edad haya existido regiones
transitorias mas proximales, ya desaparecidas en los epididimos estudiados (en el
presente experimento se estudiaron epididimos provenientes de animales que tenian
de 3 a 6 meses de edad).

Es dificil explicar por qué aparecen regiones transitorias en base a la informacién
originada en el presente trabajo. El desplazamiento de la region se puede explicar
por el transito de la misma a lo largo del 6rgano (eso requeriria estudiar este 6rgano
desde el nacimiento y combinandolo con muestreos mas seguidos en el tiempo y
con cortes seriados de todo el epididimo). Tal vez, el desplazamiento de las regiones
histolégicas transitorias hacia distal, asi como el avance general del desarrollo
epididimario de proximal a distal pueda explicarse porque el desarrollo epididimario
requiere de testosterona en altas concentraciones (Rulli y col., 1997). La
testosterona llega al epididimo no solo por via sanguinea sino principalmente por via
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luminal, transportada por la proteina ligadora de andrégenos (ABP). Esta ABP es
sintetizada por la célula de Sertoli en el testiculo, liga a ese nivel moléculas de
testosterona, y luego transporta esta hormona, en altas concentraciones, a lo largo
de las vias genitales masculinas (French y Ritzen, 1978; Robaire, 2006). Es posible
que la mayor cercania de las porciones proximales del conducto epididimario al
testiculo explique, a través de la exposicion a concentraciones mayores y/o mas
tempranas de testosterona, el desarrollo mas precoz.

Existe un trabajo muy antiguo (Reid y Cleland, 1957) que describe la existencia de
mayor numero de zonas y subzonas durante el desarrollo del epididimo de ratas que
cuando las ratas son adultas, pero hasta donde sabemos ese es el unico trabajo que
menciona previamente la existencia de regiones histoldgicas transitorias durante el
desarrollo epididimario. En cuanto a la razén de por qué nunca antes se detecté la
existencia de regiones transitorias ni el desplazamiento relativo de las regiones
definitivas en epididimos ovinos, tal vez sea atribuible a que los anteriores estudios
histolégicos del desarrollo epididimario ovino (Nilnophakoon, 1978) se limitaron a
muestrear este oOrgano en regiones prefijadas anatdmicamente, a partir de la
extrapolacion de la histologia del adulto con relacion a la ubicacién anatémica. Esto
implica asumir que la distribucion anatomica de las regiones histolégicas no cambia,
lo cual sin dudas dificulta detectar cualquier cambio que no se ajuste a dicha
asuncion.

Al cortar longitudinalmente todo el érgano, se pudo observar las diferentes regiones
(definitivas y transitorias) y la superficie que ocupaban y de esta forma aumentar la
precision topografica del analisis. Esto no explica por qué Nilnophakoon (1978)
concluyd (a nuestro criterio, erroneamente) que el desarrollo era de cola a cabeza
(es decir, de distal a proximal). Sin embargo, se podria explicar esta conclusion
considerando la combinacion de la metodologia para seleccionar la region a medir,
sumado a la imposibilidad de utilizar metodologia digital con alta precision y la
ausencia de analisis estadistico al que fueron sometidas las mediciones obtenidas
en el trabajo antedicho: directamente se promedi6 las medidas observadas en cada
region de cada epididimo, pero para tal fin se utiliz6 un nimero muy bajo de
animales (1, 2 o 3 animales, segun el grupo). Es decir, que algunas descripciones
gue aparecen estan fundadas no sélo en un procedimiento de muestreo segun
regiones anatomicas sino también en un solo animal.

28



8. CONCLUSIONES

En conclusion, esta es la primera vez que se publica una descripcion detallada de la
histologia cuantitativa del desarrollo epididimario ovino apoyada en un estudio
estadistico, y que se detecta la existencia de regiones histolégicas transitorias, asi
como el desplazamiento de las regiones histolégicas hacia distal con respecto a las
regiones anatémicas a lo largo del desarrollo epididimario. Esto indica que el
desarrollo epididimario progresa de proximal a distal en el ovino.
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