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RESUMEN

En el presente trabajo se relaciona la interaccion: estereocilios de las células principales del epitelio - espermatozoide,
con el grado de f uncionalidad integral de la membrana plasmatica (RHE) y la evaluacién de madurez de la cromatina nuclear
(CROMAT) durante la maduracién postesticular del espermatozoide de macho cabrio.

Los estereocilios de las células principales, en el caput epididimario, orientan su extremo distal hacia el lumen donde se
encuentran los espermatozoides. En este segmento epididimario el aumento del grado de madurez de la membrana plasmatica
(29.6%) y la condensacién de la cromatina nuclear (26.7%) son relativamente bajos. En el limite entre caput y corpus los
extremos de los estereocilios, de forma globular, contactan con la superficie espermdtica, proceso que coincide con el
incremento del grado de madurez de la membrana plasmatica (48.9%) y de 1a condensacién de la cromatina nuclear (30.0%).

La inmadurez morfoldgica del espermatozoide expresada por la presencia de la gota citoplamitica y de vesiculas en su
extremo posterior del flagelo en caput y corpus. los valores encontrados paralaRHE (80.7%)y CROMAT (95.69%), enlacauda
del epididimo. asi como la ausencia de vesiculas globulares en los estereocilios de este segmento, apoyarian laidea de que la
maduracién postesticular del espermatozoide es consecuencia del intercambio de secreciones del epididimo, las que se dan por
la interaccién entre la superficie de las células epiteliales principales y de la célula espermatica.

) SUMMARY

The relationship between sperm epitelial cells stereocilia interaction with asses the functional integrity of the sperm
caprine membrane (RHE) and evaluation of nuclear condensation cromatin (CROMAT) have been studied during postesticular
sperm maturation.

Principal cells stereocilia of caput epididymis have form of vesicles in top distal, in the lumen there are many spermatozoa
which show low percentage of sperm membrane maturity (29.6%) and nuclear cromatin condensation (26.7%) .

Between caput and corpus stereocilia top distal contact with sperm membrane surface. In this zone there are 48.9% of
sperm membrane maturity and 30.0 % with cromatin condensed.

The sperm morphological inmaturaty expressed for cytoplasmatic droplet and vesicles in posterior tail, in caput and
corpus and porcentages (80.7%) for RHE and CROMAT (95.69%) in the epididymal cauda as soon as the absence of vesicles
in the stereocilia of cauda principal cells, suggests that sperm maturation postesticular is consecuence of interchanges of
epididymal fluids secretions of principal cells with sperm membrane surface.

INTRODUCCION plasmética (Burgos, 1989). El proceso de maduracion
espermdtica (Orgebin - Crist, 1969), requiere de
interacciones secuenciales con el fluido de las diferentes

regiones del epididimo.

El espermatozoide de mamifero al dejar la matriz
testicular, necesita intercambiar sustancias con las células
epiteliales para adquirir las condiciones que lo conduz-

can a ser capaz de fertilizar 10s OVOCitos. El epitelio epididimario de los mamiferos,

est4d compuesto, generalmente, de células princi-

El epididimo es un O6rgano crucial, puesto que pales, basales delinfocitos,macréfagosymonocitos

cuando el espermatozoide atraviesa este conducto logra
una serie de condiciones que modulan su condicién
fértil. Durante el transito epididimario, el gameto obtiene
motilidad progresiva, modifica su morfologia condensa
la cromatinanuclear y experimenta notables variaciones
en el contenido de las proteinas de la membrana

dispersos entre 1as células mencionadas (Robaire &
Hermo, 1988). Las células principales tienen como
funcion principal crear y mantener las caracteristi-
cas regionales del fluido epididimal (Aman, 1987).
Estas diferencias se expresan por ]la manera COmo
disponen las células epiteliales en los diferentes
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segmentos del epididimo. En carnero, la cantidad
de c€lulas principales que se encuentran en el
"caput" es mayor con respecto a las que se visualizan
en la cauda, mientras que la proporcién de las
c¢lulas basales es similar en todos los segmentos
del epididimo (Marengo & Amann, 1990).

El desplazamiento de la gota citoplasmatica que se
observa a partir del corpus y la formacién de asociacio-
nes de los espermatozoides tipo roseta (rata) o "roculaux”
(cobayo)que se incrementan hacia la cauda serian
indicadores importantes de la maduracion espermética
(Burgos, 1992).

Es evidente, que la interaccién epididimo - gameto
cumple un papel importante en la maduracién post-
testicular del espermatozoide. En el presente trabajo se
relaciona la interaccién: estereocilios de las células
principales y el espermatozoide, con el anélisis de la
integridad funcional de la membrana plasmdtica del
espermatozoide y la condensacién de la cromatina nu-
clear.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de los epididimos.

Los epididimos de macho cabrio se obtuvieron de
las colectas hechas en el centro de beneficio de Yerbateros
(Ate - Lima). Los ejemplares colectados fueron trans-
portados al laboratorio en la bolsa escrotal en un periodo
de 1 a 2 hrs. después de sacrificado el animal. Fueron
examinados 10 epididimos de macho cabrio con un peso
promedio de 12.3 gramos; se asumi6 que los epididimos
con un peso inferior a 10.5 gramos pertenecieron a
animales que eyacularon antes de ser sacrificados, por lo
que se descartaron.

Preparacién del epididimo para la microscopia de
barrido.

Se disectaron caput, corpus y cauda del epididimo
y cada uno de los segmentos fueron fijados por separado
en glutaraldehido 4% tamponado en buffer fosfato y
posfijados en tetréxido de osmio. Posteriormente las
muestras fueron deshidratadas en una serie creciente de
alcoholes y procesados convencionalmente para
microscopia electronica de barrido, mediante secado a
punto critico y sombreado con oro; de esta manera se
observaron al microscopio electronico de barrido marca
Jeol.

Evaluacion de la integridad funcional de la membrana
plasmdtica y evaluacién de la madurez nuclear.

Se trozaron pedazos de caput, corpus y cauda y se
prepararon de acuerdo a la técnica de Jeyendra et al.,
(1984). Para analizar la respuesta hiposmética de la
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membrana plasmdtica, se verifica el hinchamiento de la
cola del espermatozoide a través de un microscopio
Optico a400 x de magnificacion. Se cuentan 400 células
en 4 campos diferentes, considerdndose un resultado
normal cuando se visualiza el hinchamiento en el 60%
de las células espermaticas.

Para evaluar la condensacién de la cromatina nu-
clear se utiliz elmétodo de Terquen & Daudone (1983).
Se contaron 400 nicleos por ldmina a través de un
microscopio Optico a 1000 x de magnificacioén diferen-
cidndose nicleos condensados, parcialmente condensa-
dos y descondensados.

RESULTADOS

Andlisis de la ultraestructurade las diferentes regiones
del epididimo.

Las interacciones gameto - epitelio, pueden estu-
diarse en los diferentes segmentos del epididimo.

En el borde apical de las células principales del
caput epididimario se observan estereocilios de diferen-
tes longitudes (Fig. 1) cuyos extremos distales se pro-
yectan hacia el lumen (Fig. 2), asi como la presencia de
numerosos espermatozoides en la luz del tibulo.

Los estereocilios presentan en su extremo distal
forma de vesicula y se asocian estrechamente a los
espermatozoides en el limite de caput y corpus
epididimario (Fig. 3 y 4).

Cuando los espermatozoides se encuentran en
la cauda epididimaria la interaccién de los
espermatozoides con los estereocilios es evidente
(Fig. 5) y el contacto es a través del extremo distal
de estos, careciendo la mayoria de ellos de las
vesiculas observadas en caput y corpus del
epididimo. Asi mismo (Fig. 6), gran parte de los
espermatozoides estdn unidos cabeza-cabeza a tra-
v€s de estructuras tipo fibrillas que emergen de la
superficic de cada uno de ellos, semejando un
"roeulaux".

En el lumen del corpus epididimario se puede
observar espermatozoides inmaduros que presentan gota
citoplasmatica (Fig. 7), en cambio, la ausencia de la gota
citoplasmdtica en la cauda se expresa el estado de
madurez morfolégica (Fig. 8).

Andilisis de la integridad funcional de la membrana
plasmatica y la condensacién de la cromatina nuclear

del espermatozoide.

El andlisis de la integridad funcional de la mem-
brana plasmética indica el grado de madurez del
espermatozoide en los diferentes segmentos del



abrio. Se observa los estereocilios (ec) de diferentes longitudes que

Figura 1. Caput del epididimo de macho c
rincipales. Espermatozoides (esp) en el lumen. (1500 x).

emergen de la superficie del borde apical de las células p

Se observan estereocilios (ec) de diferentes longitudes en el borde apical de las células

Figura 2 Caputdel epididimario.
principales (4500x) ,
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onen los espermatozoides (esp) enellumeny lainteraccion
ia de las vesiculas globulares (vg). (2000 x).

o i i 2

Figura5. Cauda del epididimo. Se observala forma como se disp
con los estereocilios (ec), en el extremo de la mayoria de ellos se nota las ausenc

observa lainteraccion entre

ura 5. Cauda del epididimo. Los estereocilios, muchos de ellos sin vesiculaglobular (vg), s¢
la superficie de las cabezas de espermatozoides. (4500x).

Fig
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epididimo del macho cabrio.

Los valores de la reaccién hiposmética de la mem-
brana plasmética del espermatozoide (RHE +) se
incrementan desde el caput ala cauda epididimaria (tabla
No. 1y graficoNo. 1). Los porcentajes en caput (29.6%),
corpus (48.9) y cauda (80.7%), indican la progresion de
madurez durante el trénsito epididimario.

El grado de condensacién de cromatina es un buen
indicador para evaluar la madurez nuclear de la pobla-
cion espermdtica en los diferentes segmentos del
epididimo.

El porcentaje de espermatozoides condensados y
semicondensados en caput (26.7%), corpus (30.2%) y
cauda (95.69%) indican que la condensacién de la
cromatina nuclear ocurre en forma similar a la madurez
de la membrana plasmitica durante el trdnsito
epididimario. (tabla No. 2 y gréfico No. 2).

Figura 7. Espermatozoides inmaduros del corpus del epidic
protuberancias en la mitad posterior del  flagelo. (3000 x).
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TABLA. I PROMEDIO DE RHE EN EPIDIDIMO DE MACHO

CABRIO
Rognen'. nnE. R.H.E. -
epididimo
CAPUT 29.655 70.341
CUERPO 48.935 51.073
CAUDA 80.742 19.257

TABLA 2. CONDENSACION DE LA CROMATINA NUCLEAR EN
LAS REGIONES DEL EPIDIDIMO DE MACHO CABRI0.

Nucleos
Regiones
condensados parcjialme:) oy desioh
CAPUT 5.7 21.05 73.25
CUERPO 10.7 19.5 69.8
CAUDA 79.62 16.07 4.31

imo de macho cabrio. Se observa la gola citoplasmdtica (gc) y




Figura 8. Espermatozoide maduro provenenic de la cauda del epubidimo de macho cabrio. Se nota la ausencia de la gota

citoplasmatica (gc) y de las protuberancias en ¢l flagelo. (4500 x).

Grafico 1. Reaccion hiposmética (R.H.E.) de la membrana plasmatica
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Grafico 2. Condensacion de la cromatina
nuclear en epididimo
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DISCUSION

El epididimo de mamifero es una verdadera c4ma-
ra de maduracién del espermatozoide a través de la
secrecion de protefnas andr6genos dependiente, este
proceso se debe a una interaccién gameto - epididimaria
gobernada por este tipo de proteinas (Burgos eral., 1993).

Los estereocilios de las células principales, en el
caput epididimario de macho cabrio, orientan su extre-
mo distal de forma globular hacia el lumen donde se
encuentran los espermatozoides, disposicién que puede
relacionarse con la madurez de la membrana plasmatica
y la condensaci6n de la cromatina nuclear que en este
segmento son relativamente bajos (tabla No. 1). 1.os
valores encontrados tanto para la RHE y la prueba de
CROMAT son parecidos a los reportados Por Bustos -
Obregén (comunicacién personal) en el epididimo de
potro.

El caput del epididimo de rata contiene muchos
tioles que se oxidan a disulfuros durante el pasaje de
corpus a cauda, proceso que estd intimamente relaciona-
do con la adquisicién de la motilidad
espermatica.(Seligmanet al., 1992). Los espermatozoides
de macho cabrio empiezan a tener una motilidad soste-
nida (Gonziles - Figueroa et al., 1993) en corpus
epididimario y es precisamente en el limite entre caput
y corpus (Fig. No. 3) donde los extremos de los
estereocilios de forma globular, contactan con la super-
ficie espermética. Esta interaccién que aparece en esta
region, seria una prueba de que los cambios

50

morfofisiol6gicos en la célula espermdtica durante su
paso por el epididimo, se deben a factores extrinsecos.

Existen proteinas de membrana como la SP -10,
localizada dentro del acrosoma, (Herr ef. al., 1990); la
PH - 30 ubicada en la parte posterior de la cabeza, tiene
un papel fundamental en la fusion de los gametos
(Primakoff er al., 1987), las que estdn enmascaradas
hasta la region del corpus del epididimo y cuando los
espermatozoides contactan el epitelio con sus
estereocilios se hacen visibles (Burgos op. cit.). La
interaccion gameto - epididimario que se encuentra a
partir de corpus a cauda (Figs. 4,5 y 6), indicarfa que en
el epididimo de macho cabrio la madurez espermatica
estd regulada por este tipo de proceso. Es interesante
resaltar como los estereocilios en cauda carecen de
vesiculas en sus extremos distales por que seguramente
su contenido pudo integrarse a la membrana plasmética
en el corpus o a lo mejor en el segmento inicial de la
cauda.

Lainmadurezmorfol6gica del espermatozoide (Fig.

-No.7)expresada por la presenciade la gotacitoplasmética

y la presencia de vesiculas en su extremo posterior del
flagelo, asi como los valores para la RHE y CROMAT,
€n caput y corpus comparados con lo encontrado en
cauda, en el aspecto morfoldgico (Fig. No. 8) yenlo
fisiologico (tablas 1y 2), apoyarian la propuesta de que
la maduracion postesticular del espermatozoide es con-
secuencia del intercambio de secreciones del epididimo,
las que se dan por lainteraccion entre las células epiteliales
y la célula espermatica.
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