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CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DEL TESTICULO Y
EPIDIDIMO EQUINO ASOCIADOS A LA PUBERTAD

RESUMEN

Durante la pubertad, en el testiculo y en el epididimo equino ocurren numerosos cam-
bios macroscopicos y microscopicos. A pesar de su importancia, la informacion actual
sobre estos cambios en el equino es escasa. El objetivo de este estudio fue realizar un
analisis sistematico y detallado de 18 tejidos peripuberales y 55 tejidos postpuberales
para la determinacién de una serie de caracteristicas macroscépicas y microscopicas
del testiculo y del epididimo equino. El analisis histolégico realizado sobre el testiculo
y el epididimo equino corroboro la clasificacion peripuberal y postpuberal establecida
en este estudio. A partir de los resultados obtenidos, se determiné que los testiculos y
epididimos postpuberales presentan mayor desarrollo anatémico e histolégico que teji-
dos peripuberales (p<0,05). Los cambios macroscopicos mas evidentes fueron el mayor
peso, volumen y tamafio de los tejidos postpuberales (p<0,05). Ademas los testiculos
postpuberales presentaron una pigmentacién oscura del parénquima testicular (78%),
mientras que los testiculos peripuberales presentaron una pigmentacion clara (89%;
p<0,05). Los cambios microscopicos mas relevantes de los testiculos postpuberales fue
el mayor desarrollo de la linea germinal (p<0,05). En cuanto al epididimo, las modifica-
ciones mas importantes entre tejidos peripuberales y postpuberales se observaron en
relacidon a las caracteristicas del epitelio y del tejido muscular (p<0,05). Al comparar en-
tre los segmentos epididimarios, el cauda fue el segmento que presenté mayor desarro-
llo del conducto, del lumen y del tejido muscular en comparacién con el segmento caput
y corpus (p<0,05). Los resultados de este estudio establecen la primera caracterizacion
macroscoépica y microscopica detallada del testiculo y epididimo puberal equino, resul-
tados que contribuyen a la comprension de los procesos que llevan a la adquisicién de
potencial fecundante. Estudios complementarios enfocados al analisis de transcriptos y
proteinas permitiran, en el futuro, profundizar en las bases moleculares que llevan a los
cambios identificados y descriptos en esta investigacién.
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MACROSCOPIC AND MICROSCOPIC PUBERTAL CHARACTERISTICS OF EQUINE
TESTES AND EPIDIDYMIS

ABSTRACT

During puberty, several macroscopic and microscopic changes occur in the testis and
epididymis. Despite its relevance, the literature is scarce on information about this cha-
racteristics in stallion testis and epididymis around puberty. The aim of this study was
to perform a systematic and detailed analysis of 18 peripubertal and 55 postpubertal
tissues to determine a set of macroscopic and microscopic parameters in the testis and
epididymis of both groups. The histological analysis of the testis and epididymis corrobo-
rated the peripuberal and postpubertal classification performed on this study. The results
of this study revealed that postpubertal testis and epididymis have higher anatomical and
histological development than peripubertal tissues (p<0.05). The most relevant macros-
copic changes were the higher weight, volume and size of postpubertal tissues (p<0.05).
The postpubertal testicular parenchyma showed dark pigmentation (78%) while the pe-
ripubertal testicles presented clear parenchyma pigmentation (89%, p<0.05). The most
relevant microscopic changes in postpubertal testes were the higher development of the
germline (p<0.05). In relation to the epididymis, the most evident microscopic changes
between postpubertal and peripubertal were observed in the epithelium and muscle tis-
sue characteristics (p<0.05). When comparing between epididymal segments, the cau-
da was the segment that presented more development of the duct, lumen and muscle
tissue compared to the caput and corpus segments (p<0.05). This study reports the first
detailed characterization of macroscopic and microscopic characteristics of the equine
testis and epididymis around puberty. Findings here reported will contribute to the un-
derstanding of the processes related to the acquisition of the stallion fertilizing potential.
Complementary studies focused on the analysis of transcripts and proteins from both
tissues, will help to understand the molecular basis of the testicular and epididymal chan-
ges identified and described in this research.
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. INTRODUCCION

1. La especie equina como modelo de reproduccién en el mundo

La industria equina ha experimentado un crecimiento importante en los ultimos afios
debido al incremento del conocimiento sobre reproduccién, lo cual que ha mejorando las
tasas de prefiez y el nimero de crias por afio. En la actualidad existen aproximadamen-
te 58,9 millones de caballos en el mundo. Estados Unidos es el pais con el mayor nume-
ro de caballos, correspondiente aproximadamente a un quinto de la poblacion mundial
equina (FAO, 2014). Esto genera un impacto global de $102 millones de dolares por afio
(American Horse Council Foundation's, 2005).

Los equinos son utilizados como animales de compafia, mas que un animales de pro-
duccioén, principalmente para eventos recreacionales, sociales y deportivos, a pesar que
un gran numero de ellos siguen siendo utilizados como medio de transporte, como he-
rramienta de trabajo y para consumo humano. Para lograr los objetivos propuestos para
cada disciplina en particular, es necesario seleccionar a cada progenitor por su genética
para obtener un producto con las competencias suficientes para ser econémicamente
rentable (American Horse Council Foundation's, 2005). Para lograr estos objetivos, se
han desarrollado una variedad de técnicas de reproduccion asisitida para optimizar los
resultados de fertilidad en el equino (Heninger, 2011), donde las tasas de éxito que se
obtengan dependeran del estatus reproductivo tanto de la yegua como del padrillo.

Por mas de 20 afios numerosos estudios han sido dirigidos al testiculo y epididimo
equino con la finalidad de comprender las causas de la infertilidad y subfertilidad (Bouin
y Ancel, 1905; Nishikawa, 1955; Fawcett et al, 1973; Johnson y Neaves, 1981; John-
son y Thompson, 1983; Naden et al, 1990; Johnson et al, 1991a; Johnson et al, 1991b;
Johnson et al, 1994; Clemmons et al., 1995; Mendes, 2012). El adecuado desarrollo y
funcionalidad del testiculo y del epididimo, es esencial para un rendimiento reproductivo
exitoso. El testiculo es el 6rgano mas importante del sistema reproductor del macho
debido a que es donde se producen las células germinales (espermatozoides) y es la
fuente principal de hormonas masculinas (estrégenos, testosterona e inhibina) (Senger,
2012). Por su parte, el epididimo proporciona el melieu de maduracién de los esperma-
tozoides donde adquiriran la motilidad progresiva y la capacidad de reconocer y unirse
al ovocito (Amann, 2011b).

Segun los objetivos de este trabajo, este estudio se focalizard en el testiculo y el
epididimo, los dos tejidos mas relevantes en el aparato reproductor mascutino.
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2. El testiculo equino

El testiculo es la gdnada masculina y su funcion principal es la espermatogénesis y es-
teroidogénesis. Ademas, el testiculo produce una gran variedad de proteinas necesarias
para el adecuado desarrollo de la espermatogénesis (Senger, 2012). En el padrillo los
testiculos son alargados, planos lateralmente y se posicionan horizontalmente al cuerpo
del animal. Los testiculos de equinos adultos miden entre 8 a 14 cm de largo, 5 a 8 cm
de ancho y pesan 225 g (Amann, 2011a). El tamafio y peso del testiculo varia considera-
blemente segun edad, peso vivo y estacionalidad (Nishikawa, 1955; Johnson y Neaves,
1981; Johnson y Thompson, 1983; Johnson et al, 1991a; Johnson et al, 1991b; Johnson
et al, 1994; Clemmons et al, 1995; Heninger, 2011).

El testiculo esta compuesto por una regién capsular y una region no capsular. La region
capsular esta compuesta de tejido conectivo que recubre y protege al érgano, corres-
pondiente a la tunica albuginea y tunica vaginal visceral (Figura [1). Las proyecciones
de tejido conectivo se extienden desde la tunica albuginea hacia el parénquima testicu-
lar dividiendo al testiculo en I6bulos. La region no capsular corresponde al parénquima
testicular que esta compuesto por los tubulos seminiferos y el tejido intersticial (Amann,
2011a; Figura 12).

Figura I1. Testiculo equino adulto de 10 cm de largo. Vista lateral de la regién capsular. Pp: plexo
pampiniforme, Mc: musculo cremaster, Tvp: tanica vaginal parietal, Ce: cola del epididimo, Cd:
conducto deferente, Ta: tunica albuginea, Tvv: tinica vaginal visceral, Lpt: ligamento propio del
testiculo, Lce: ligamento de la cola del epididimo. Fuente: gentileza Dr. Marcelo Miragaya.

11
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Piel dei escroto

I Tanica abuglinea J Tanica vaginal parietal
Cauda del epiddimo {rosa) y visceral (bianca)

Figura 12. llustracion del parénquima testicular equino. Corte transversal de la regién no cap-
sular, imagen ilustrativa. ST. tubulo seminifero, LC: células de Leydig, T: lumen tubular. Fuente:
Senger PL., 2012,

Los tubulos seminiferos son el lugar especifico donde ocurre la espermatogénesis; estan
compuestos por las células germinales, que daran origen a los espermatozoides, y las
células de sostén, denominadas células de Sertoli. El tejido intersticial esta compuesto
por las células de Leydig, los vasos linfaticos, los vasos sanguineos y los nervios, y
constituyen el sitio de irrigacién e inervacién del testiculo y en el que ocurre la esteroi-
dogénesis (Senger, 2012). Los tubulos seminiferos estan rodeados por la lamina basal,
los fibroblastos y las céluas mioides. Las células de Sertoli se unen mediante enlaces de
alta complejidad dando lugar a la barrera hemato-testicular, que divide el epitelio semi-
nifero en dos regiones, la region basal y la regién adluminal (Amann, 2011a; Figura I3).

Dentro de las células germinales, las espermatogonias son las células mas inmaduras
de la linea germinal y se ubican en contacto con la membrana basal. Estas correspon-
den a células pequefias, ovoides o esféricas y con nucleos de grado variable de conden-
sacion. Los espermatocitos primarios son generados por la mitosis de las esperma-
togonias; son mas voluminosos que las espermatogonias y se encuentran en una capa
mas interna de la regién basal, sin tomar contacto con [a [amina basal. Los espermato-
citos secundarios son células de menor tamafo que los espermatocitos primarios y se
encuentran ubicados mds hacia la luz del tubulo seminifero. Rara vez son observadas
en preparados histologicos debido a su rapida meiosis y dan lugar a células haploides
denomindas espermatidas. Las espermatidas redondas son células con nucleos es-
féricos y pdlidos que se encuentran en estadios tempranos de la meiosis; estas células

12
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se encuentran ubicadas en la region adluminal del epitelio seminifero tomando contacto
con la luz del tubulo. Las espermatidas alargadas son células con nucleos pequerios,
alargados y oscuros y presentan colas largas que se proyectan a la luz del tubulo semi-
nifero. Las espermatidas alargadas que finalizan el proceso de diferenciacion celular y
son liberadas al lumen tubular se denominan espermatozoides. Las células germinales
se distribuyen en distintas combinacidnes en el tubulo seminifero y en los segmentos del
tubulo seminifero, observando diferentes estadios de espermatogénesis a lo largo del
tubulo seminifero(Jiménez y Ruibal, 2004; Figura I3).

Las células de Sertoli se encuentran en menor nimero que las células germinales y
son las encargadas de regular la espermatogénesis (Amann, 2011a; Senger, 2012).
Estas células se caracterizan por presentar nucleos palidos, ovoides o triangulares y
nucléolos prominentes. El citoplasma se extiende desde la membrana basal hasta la
region luminal del tubulo seminifero. La membrana plasmatica de los bordes laterales y
apicales de estas células se invaginan, en forma de cavidades para alojar a las células
germinales, tomando estrecho contacto con éstas dltimas (Jiménez y Ruibal, 2004; Fi-
gura I3).

Las células de Leydig son células con nucleo esférico y citplasma acidéfilo (Jiménez
y Ruibal, 2004) y son las responsables de la producccién de esteroides (testosterona
y estrogenos) (Senger, 2012). El testiculo equino produce grandes cantidades de este-
roides debido al elevado numero de células de Leydig presentes en el tejido intersticial
(Fawcett et al, 1973). Los esteroides testiculares son utilizados por las células de Sertoli
durante la espermatogénesis. Las concentraciones de esteroides que no son utilizadas
por el testiculo son liberadas a la circulacién sistémica para contribuir a otras funcio-
nes reproductivas como el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y el
comportamiento sexual (Johnson y Neaves, 1981; Johnson et al, 1991a; Johnson et al,
1991b; Johnson et al, 1994; Figura 13).

13



Francisca Andrea Ebel Barrera, MV

;4*\ 4‘- : ) ..-' - - - '." 3 |'
s sangulneo 0 :31 wra 'ﬂ,

Figura 13. llustracién de los componentes del parénquima testicular equino. Componentes del
tubulo seminifero y tejido intersticial (panel izquierdo) y mayor aumento de la composicion celular
del tejido intersticial (panel derecho). Fuente: Amann RP., 2011a.

Los espermatozoides abandonan el testiculo a través de los conductos eferentes hacia
el epididimo, donde seran madurados y almacenados hasta su eyaculaciéon (Amann,
2011a; Senger, 2012).

3. El epididimo equino

El epididimo es un conducto largo, tortuoso y enrrollado que comunica los conductos
eferentes con el conducto deferente (Amann, 2011a; Senger, 2012). Se encuentra ad-
herido firmemente al testiculo mediante el tejido conectivo, razdn por la cual recibe su
nombre del griego “unido al testiculo” (Robaire e Hinton, 2015). En el equino, el epidi-
dimo se localiza en la regidén dorsomedial del testiculo y su didmetro varia de 70 a 500
pm, mide 80 m de largo (Amann, 2011b), y pesa entre 20 y 50 g en animales adultos
(Nishikawa, 1955).

Desde el punto de vista anatémico y funcional, el epididimo de los mamiferos esta com-
puesto por cuatro segmentos: segmento inicial, caput (cabeza), corpus (cuerpo) y cauda
(cola) en orden desde el testiculo (Benoit, 1926, Abe et al, 1984). Sin embargo, a pesar
de que el segmento inicial se ha reportado en varios mamiferos como el humano, rata,
ratdn, perro, toro, carnero, entre otros, en el equino, este segmento aun no ha sido
descripto (Jiménez y Ruibal, 2004; Amann, 2011a; Senger, 2012).
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En el padrillo, el segmento caput es flacido con forma de “J” y se encuentra unido firme-
mente al testiculo. El segmento corpus es una estructura cilindrica débilmente unida a la
superficie dorsal del testiculo. El segmento cauda es largo, bulboso y débilmente unido
al polo caudal del testiculo (Amann, 2011a; Figura 14).

Conducto deferente

Corpus del epididimo

Figura 4. llustracion esquematica de la vista lateral del epididimo equino. Fuente: Amann RP.,
2011a.

La principal funcion del epididimo es la “maduracion espermatica’, donde los esper-
matozoides inmaduros producidos por el testiculo, que son inméviles e incapaces de
fecundar ovocitos, son transformados en espermatozoides maduros con capacidad de
moverse progresivamente (Senger, 2012; Robaire e Hinton, 2015). El epididimo ademas
participa en otras funciones como transporte, concentracién, proteccién y almacena-
miento de los espermatozoides. Bajo condiciones normales, la adquisicidén de estas fun-
ciones es completada en la regién proximal del cauda del epididimo. La mayoria de los
aspectos de la funciéon del epididimo no han sido estudiados en el padrillo, no obstante,
son posibles de homologar segun los estudios realizados en otras especies mamiferas
(Amann, 2011b).

En los mamiferos, cada segmento del epididimo esta organizado en iébulos separados
por septos de tejido conectivo, donde cada Iébulo posee una funcidn y expresion génica
y proteica diferente (Herrera-Luna et al, 2015). Cada segmento del epididimo posee un
microambiente luminal especifico altamente especializado generado por la secrecién y
absorcion activa a través del lumen epididimario y de la barrera hemato-epididimaria.
En cada segmento epididimario el espermatozoide ademas puede interactuar de forma
bioquimica y fisiologica con este tejido, y consecuentemente, desarrollar funciones cri-
ticas y diferentes en cada segmento (Turner et al, 2007). De esta forma, la reabsorcion
de los fluidos secretados por el testiculo ocurre en el segmento proximal del epididimo,
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y el desarrollo de la capacidad fecundante, adquisién de movimiento progresivo y el al-
macenamiento espermatico, ocurren en los segmentos distales del epididimo (Amann,
2011a; Senger, 2012).

En la mayoria de los mamiferos, los espermatozoides del segmento caput son inférti-
les y su recién capacidad fertil es adquirida durante su paso por el segmento corpus.
Asi, los principales cambios asociados a la maduracién espermatica en el epididimo de
mamiferos ocurren principalmente en el segmento corpus. Las modificaciones esper-
maticas asociadas a la adquisicién de capacidad fecundante son multiples y ocurren a
nivel de: 1) acrosoma: adquisicion de receptores especificos para el reconocimiento de
la zona pellucida y unién al ovocito, modificando la tasa de fecundacién de ovocitos de
un 4% en el segmento caput a un 88% en el segmento cauda; 2) nucleo: estabilizacién
de la cromatina mediante puentes disulfuro, previniendo la descondensacion de ésta
necesaria para la formacién de los pronucleos en el cigoto;, 3) membrana plasmatica:
reorganizacién molecular de la arquitectura lipidica y proteica induciendo nuevas propie-
dades antigénicas de la membrana, y 4) flagelo: estabilizacién estructural de las fibras
densas mediante puentes disulfuro para una mayor rigidez de la cola en el movimiento
progresivo. Probablemente el cambio espermatico mas evidente a través del lumen del
epididimo es el desarrollo de motilidad progresiva. Los espermatozoides del segmento
caput presentan solo un 3% de motilidad progresiva en comparaciéon con los esperma-
tozoides del segmento cauda que presentan 60% de motilidad progresiva en medios de
cultivo apropiados. Estos cambios permiten potenciar el movimiento flagelar, la habili-
dad de reconocer, unirse y penetrar al ovocito y la resistencia espermatica, necesarios
para el almacenaje de éstos en el epididimo, el transporte al sitio de la fecundacién, asi
como la fecundacion (Aman, 2011b; Robaire e Hinton, 2015).

Algunos estudios sefialan que los cambios espermaticos que ocurren en el epididimo
no solo son fundamentales para la fecundacion sino también para el inicio del desarrollo
embrionario (Amann, 2011b). De esta forma, cuando los espermatozoides del corpus de
carneros son utilizados para fecundar ovocitos de ovejas in vitro, el clivaje se ve afectado
y el desarrollo embrionario no ocurre, sugiriendo que los espermatozoides deben finali-
zar su transito por el epididimo para adquirir la capacidad fecundante. En consecuencia,
espermatozoides presentes en la regién distal del segmento caput presentan 1% en la
habilidad de fecundacian in vitro del ovocito, mientras que en la regién proximal y distal
del segmento cauda y del eyaculado los espermatozoides presentan 250%, 275% y
75-100% de habilidad de fecundacién, variando segun la especie (Orgebin-Crist, 1967;
Kimura y Yanagimachi, 1995).

El segmento cauda epididimario es el sitio de reservorio espermatico previo a la eyacu-
lacion, almacenando un contenido espermatico sobre 5000 millones de espermatozoi-
des por mL (Nishikawa, 1955), suficiente para mas de 10 eyaculaciones correspondien-
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te al 61-67% del total de los espermatozoides presentes en el epididimo (Naden et al,
1990; Amann, 2011b). En este segmento, los espermatozoides finalizan su maduracion
y pueden permanecer por varias semanas sin afectar su fertilidad. El mantenimiento de
la viabilidad espermatica es posible debido a mecanismos involucrados en la estabiliza-
cién de la membrana plasmatica y la remocién de la gota citoplasmatica (Robaire e Hin-
ton, 2015). La ausencia de motilidad en el segmento cauda se debe al bajo pH, escaso
oxigeno disponible, baja temperatura y proteinas que inhiben la motilidad espermatica
como la inmobilina presente en roedores. La capacidad de almacenamiento disminuye
distalmente y los espermatozoides del conducto deferente sélo pueden permanecer fér-
tiles por algunos dias. Esto se debe que en la region distal de los conductos extragona-
dales existe reabsorcién y fagocitosis de espermatozoides (Carr et al, 1985).

Debido a que los espermatozoides son inmaoviles previo a la eyaculacion, el transporte
de éstos a través del epididimo depende de contracciones ritmicas peristalticas de la
musculatura lisa circular que rodea el epididimo, la cual es mas intensa en el segmento
cauda debido al mayor desarrollo muscular a este nivel (Amann, 2011b). Esto se debe
a las caracteristicas tisulares propias de cada segmento epididimario. De este modo,
estudios realizados en mamiferos como la rata cortapasto, el canguro y el murciélago,
han evidenciado que el grosor de la musculatura lisa y el diametro del epididimo aumen-
ta mientras que el grosor de su epitelio disminuye en su recorrido desde el segmento
caput hacia el segmento cauda, favoreciendo la funcionalidad propia de cada segmento
(Adebayo y Olurode, 2010; Danmaigoro et al, 2014; Khamas et al 2014).

Todos los procesos que se desarrollan en el epididimo estan regulados principalmente
por la expresién de genes dependientes de andrégenos. El epididimo recibe andrége-
nos testiculares a través de vasos sanguineos y linfaticos que comunican el testiculo
con el epididimo (Amann, 2011b). Las concentraciones de andrégenos en el epididimo
son 5 a 50 veces mas elevadas que en la sangre, y pueden estar libres, conjugados (sul-
fatos), o dependiendo de la especie, unidos a proteinas ligadoras de androgenos (ABP).
En el segmento caput, los andrégenos provienen del fluido testicular y pueden ejercer su
accion como molécula libre o unida a ABP, a diferencia del corpus y el cauda, donde los
androgenos provienen del torrente sanguineo y ejercen su accién como molécula libre.
Ademas de los andrégenos, existen otras moléculas que poseen roles regulatorios es-
pecificos en el epididimo, como los estrégenos, retinoides y factores de origen testicular
como factores de crecimiento (Robaire e Hinton, 2015).

En términos histolégicos, el epididimo estd compuesto por el lumen, la mucosa y el
intersticio. La mucosa estd compuesta por el epitelio y la lamina basal. El epitelio del
epididimo consiste en una capa simple de células cilindricas pseudoestratificadas con
esterocilias. Las células epiteliales estan en contacto directo con la lamina basal y par-
ticipan activamente en la maduracién espermatica. La lamina basal esta rodeada por el
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intersticio que contiene el tejido conectivo laxo, fibroblastos, células musculares lisas,
una red capilar y fibras nerviosas. Las células musculares lisas forman una capa delga-
da a nivel del segmento caput y corpus, y una capa gruesa a nivel del segmento cauda
epididimario. En el epididimo equino, el epitelio del segmento cauda del epididimo se
pliega formando proyecciones hacia el lumen tubular de forma similar a las veliosidades
(Benoit, 1926; Jiménez y Ruibal, 2004; Hedger, 2015).

En la mayoria de especies existen tres tipos celulares descritos en el epitelio del epi-
didimo de la mayoria de especies: 1) células principales, 2) células basales, y 3)
células de halo o linfocitos intraepiteliales (Jiménez y Ruibal, 2004; Hedger, 2015). Es-
tas células regulan la secrecion, absorcién y transporte de iones, moléculas organicas
pequefas, proteinas y glicoproteinas. Sin embargo, el perfil proteico del fluido luminal
varia a lo largo del epididimo segun la secrecion de polipéptidos de cada segmento de
acuerdo a la funcionalidad y actividad propia del epitelio epididimal. De esta forma, para
que los espermatozoides alcancen una adecuada maduracion deben pasar por todos
los segmentos del epididimo (Turner et al, 2007, Figura 15).

Lumen

Mucosa

_ Cé&hula principal

Cétula del halo
Células mioides

Célula basal
Uniones estrechas

" Célula clara

Intersticio, tgjido conectivo,
tejido muscular lisoy
capilares

Figura I5. Representacion esquematica del epitelio del epididimo. Fuente: Hedger MP., 2015,

Las células principales son las células mas abundantes del epitelio (85%) y correspon-
den a células columnares altas con largos esterocilios en el borde apical, un elaborado
aparato de Golgi y numerosas vesiculas, cuerpos densos y mitocondrias necesarias
para las funciones de absorcidn y secrecidén propias del epididimo (Jiménez y Ruibal,
2004). Estas células son muy activas y su funcidén es la reabsorcién pasiva de iones
mediante bomba sodio-cloro dependiente de agua, reabsorcién activa de iones sodio y
cloro y la secrecion de macromoléculas importantes para la maduracion espermatica.
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Ademas estas células poseen la capacidad de incorporar andrégenos provenientes del
lumen del epididimo y de la circulacion sistémica (Holland y Orgebin-Crist, 1988; Turner
et al, 2007, Xu et al, 2010).

Las células basales corresponden a células redondas u ovoides que se encuentran
entre las células principales en contacto directo con la Iamina basal. Afios atras se las
consideraban Unicamente células precursoras de las células principales (Jiménez y Rui-
bal, 2004). Sin embargo, revisiones realizadas en la actualidad han reportado la relacién
de estas células con procesos de inmunidad y secrecion de diversas moléculas (Robaire
e Hinton, 2015).

Las células del halo estan encargadas de mantener el pH del fluido luminal mediante
la secrecion de iones de hidrégeno, y se ha postulado que también estarian involucra-
das en la endocitosis de espermatozoides degenerados y macromoléculas (Robaire e
Hinton, 2015).

4. La pubertad en el equino

El término “pubertad’ ha sido dificil de definir en la mayoria de las especies animales,
incluyendo al equino. La pubertad es un proceso dinamico que permite la generacion de
la descendencia. Se caracteriza por la maduracion de los érganos reproductivos y geni-
tales externos, desencadenado por la liberacidon de la hormona hipotalamica “Hormona
Liberadora de Gonadotropinas” (GnRH, siglas en inglés de “Gonadotropin Releasing
Hormone”) y la activacién del eje hipotalamo-hipéfisis-génadal (Heninger, 2011).

En términos histoldgicos, la pubertad en el macho comienza con el inicio a la espermato-
génesis y la diferenciacién de las células de Sertoli en el testiculo (Heninger, 2011). Los
machos equinos adquieren la pubertad entre los 11,5 y 24 meses de edad segun inicio
de la espermatogénesis, peso y tamano testicular, presencia de espermatozoides en el
cauda del epididimo y en el eyaculado, y pigmentacién del parénquima testicular, entre
otras propiedades (Skinner y Bowen, 1968, Naden et al, 1990; Clemmons et ai, 1995).
En términos practicos, en el padrillo la pubertad inicia con la aparicién de los primeros
espermatozoides en el eyaculado (Skinner y Bowen, 1968) y/o con el primer eyaculado
que contenga 215 millones de espermatozoides con 210% de motilidad (Naden et al,
1990).

El inicio de la pubertad puede variar segun la raza, la nutricion, la fecha de nacimiento, la
epoca del afo y los criterios utilizados para definir la pubertad (Skinner y Bowen, 1968;
Naden et al, 1990; Heninger, 2011). Asimismo, los factores de jerarquia, la libido, las res-
tricciones ambientales, el contacto con el ser humano y las anormalidades anatémicas
pueden influir en la expresion de la pubertad, dificultando su identificacién (Heninger,
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2011). Entre los factores involucrados en este evento, se ha establecido que el tamafo
y peso testicular pueden ser utilizados como herramientas Utiles para determinar la pu-
bertad en el equino. Se ha observado que estos parametros pueden identificar pubertad
con mayor exactitud que la propia edad del animal, debido a |a directa correlacién entre
el tamario y peso testicular y el desarrollo de los tubulos seminiferos, y en consecuencia,
con la produccion diaria de espermatozoides (Nishikawa, 1955; Blanchard et al, 2001).

4.1 Etapas de la pubertad en el equino
Segun Heninger (2011), la pubertad en el equino se divide en cuatro etapas:

- Etapa 1: desarrollo embrionario de los érganos sexuales masculinos. Esta etapa invo-
lucra los eventos que ocurren desde el estado embrionario hasta el nacimiento.

- Etapa 2: desarrollo y crecimiento del potrillo (quietud reproductiva). Esta etapa involu-
cra los eventos que ocurren desde el nacimiento hasta los 9 a 10 meses de edad.

- Etapa 3: eventos iniciales del desarrollo reproductivo (espermarquia, funcién endocri-
na, libido). Esta etapa se inicia la pubertad como tal y corresponde a los eventos que
ocurren desde los 12-13 meses hasta los 24-26 meses de edad.

- Etapa 4: maduracién sexual y eficiencia reproductiva (espermatogénesis y comporta-
miento sexual). Esta etapa involucra los eventos postpuberales que ocurren desde los
18 a 24 meses hasta los 4 a 5 afios de edad.

Esta clasificacién esta basada principalmente en el desarrollo puberal testicular del pa-
drillo y no involucra el desarrollo puberal del epididimo. La informacion del desarrollo
puberal del epididimo sera afadida de forma adicional, segun la informacion reportada
por Nishikawa en el afio 1955.

4.1.1 Etapa 1: desarrollo embrionario de los 6érganos sexuales masculinos

Durante esta etapa, las células primordiales migran para colonizar el anillo genital de
las gonadas fetales indiferenciadas y las células primordiales se dividen y diferencian
en gonocitos permitiendo a su vez la diferenciacion de éstos en las células de Sertol
y células de Leydig (Heninger, 2011). Al nacimiento, el testiculo pesa entre 5y 15 g,
similar al peso durante el estadio fetal (Bouin y Ancel, 1905; Nishikawa, 1955), y solo
presenta células de soporte indiferenciadas (células de Sertoli tempranas), gonocitos
(espermatogonias tempranas) y células intersticiales (células de Leydig indiferenciadas,
macréfagos gigantes, fibroblastos y células mioides). En las etapas embrionaria y fetal
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la mayor parte del testiculo esta compuesto por células intersticiales (Johnson y Nea-
ves, 1981; Clemmons et al, 1995).

4.1.2 Etapa 2: desarrollo y crecimiento del potrillo (quietud reproductiva)

Durante este periodo se prioriza el desarrollo y crecimiento biolégico del potrillo. La
actividad testicular se encuentra relativamente detenida (quiescencia gonadal) debido a
la limitada secrecién de gonadotrofinas y baja esteroidogénesis (Naden et al, 1990; He-
ninger, 2011), y por ende, el peso testicular se mantiene relativamente constante desde
el nacimiento hasta los 9 a 10 meses de edad, alcanzando los 20 a 30 g de peso (Bouin
y Ancel, 1905; Nishikawa, 1955).

Al nacimiento, el epididimo posee forma esférica y se encuentra unido principalmente
a la region dorso-craneal del testiculo. Después del nacimiento, el epididimo se alarga
gradualmente hacia la regién dorso-caudal del testiculo debido al acortamiento del liga-
mento de la cola del epididimo. Durante este periodo el epididimo pesa entre 1,5a12g
y mide entre 5 a 12 cm de largo. El contenido del epididimo es acuoso semi-transparen-
te y no presenta espermatozoides (Nishikawa, 1955).

4.1.3 Etapa 3: Eventos iniciales del desarrollo reproductivo (espermarquia, funcion en-
docrina, libido)

Durante este periodo se inicia la produccién de las primeras espermatogonias a partir de
la divisiéon de los gonocitos, diferenciacién de las células de soporte a células de Sertoli,
formacion del lumen de los tubulos seminiferos y barrera hemato-testicular (Heninger,
2011), y disminucién del numero de células de Leydig y macréfagos fetales por reempla-
zo de éstas por células germinales (Clemmons et al, 1995).

Entre los 10 y 12 meses de edad, el testiculo alcanza los 30 a 40 g de peso (Bouin y
Ancel, 1905). A partir de los 12-13 meses de edad, el peso testicular aumenta gradual-
mente a 50 a 90 g debido al inicio de la pubertad e incremento del desarrollo testicular
(Nishikawa, 1955). Entre los 2 a 3 afios de edad cuando se alcanza la pubertad, el tes-
ticulo equino pesa entre 110 y 190 g (Johnson y Neaves, 1981; Johnson y Thompson,
1983; Johnson et al, 1991a; Johnson et al, 1991b; Johnson et al, 1994; Heninger, 2011).

4.1.3.1 Inicio de la funcién endocrina reproductiva

La liberacién de GnRH por parte del hipotalamo da inicio a los primeros cambios en-
docrinos en la pubertad (Senger, 2012). El aumento de la secrecién y liberacion de
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GnRH aumenta a su vez la frecuencia y amplitud de los pulsos de las gonadotrofinas
(LH y FSH), sin aumento en las concentraciones plasmaticas basales de testosterona.
Las concentraciones de testosterona son detectables por primera vez a los 8 meses de
edad y se mantienen en niveles basales hasta los 18 a 20 meses de vida, donde au-
mentan dramaticamente (Naden et al, 1990). La liberacién gonadotrofinas y esteroides
son necesarias para el desarrollo y maduracion de los tejidos reproductivos e influyen en
la funcidn testicular y epididimaria (Herrera-Luna, et al 2015). Las elevadas concentra-
ciones de LH sin aumento de las concentraciones de testosterona, sugiere un rol en el
desarrollo reproductivo temprano previo a la pubertad, como por ejemplo, la maduracién
de las células de Leydig y en el aumento de las concentraciones de FSH, facilitando la
iniciacién de la espermatogénesis (Naden et al, 1990). Se ha sugerido que las gonado-
trofinas participan mediante mecanismos autocrinos y paracrinos, y estan asociados a
cambios en la expresion génica en la iniciacion del desarrollo testicular durante la puber-
tad debido a la cercania de los sitios de iniciacion de la espermatogénesis a las zonas
vasculares en el parénquima testicular (Heninger, 2011).

Ademas se ha evidenciado que durante la pubertad, no solo existe liberacién de las
hormonas reproductivas, si no que también, existe una modificacién en la expresion
de los receptores de estas hormonas reproductivas en el testiculo y epididimo equino
(Herrera-Luna et al, 2015).

4.1.3.2 Inicio de la espermatogénesis

En la espermatogénesis del padrillo existen ocho etapas (1 a VIII) y seis tipos de células
germinales (espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios,
espermatidas redondas, espermatidas elongadas y espermatozoides). Las etapas mas
tempranas presentan células germinales mas inmaduras y estan ubicadas proximas a la
membrana basal, mientras que las etapas mas avanzadas presentan células germinales
mas diferenciadas que se encuentran ubicadas préximas al lumen tubular (Heninger,
2005).

En el padrillo, la espermatogénesis se inicia entre los 12 y 18 meses de edad con la
diferenciacidn de espermatogonias a espermatocitos, correspondiente a la “etapa I”. El
proceso de la gametogésis finaliza entre los 24 a 36 meses de edad con la diferencia-
cion completa de la linea de células germinales y la normalizacion de la funcién epitelial
germinal, correspondiente a la “etapa VIII" (Bouin y Ancel, 1905; Naden et al, 1990; He-
ninger, 2005; Heninger, 2011; Moustafa et al, 2015, Figura 16). Alos 13 meses de edad,
aparecen los primeros espermatozoides en el eyaculado (Skinner y Bowen, 1968), que
constituyen espermatozoides provenientes del 3% de los tubulos seminiferos. A medida
que avanza la puberad, aumenta la espermatogénesis y con ello el niumero de esperma-
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tozoides en el eyaculado, encontrandose a los 23 meses de edad, el 86% de los tubulos
seminiferos con espermatozoides (Nishikawa, 1955).
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Figura 16. Etapas del epitelio seminifero equino y los tipos de células germinales. Etapas del

epitelio seminifero del | a VII. Ay B: espermatogonias, P1: espermatocitos primarios, P: esper-

matocitos en paquiteno, L: espermatocitos en leptoteno, Z: espermatocitos en zigoteno, SS:

espermatocitos secundarios, A, , A,., Sa 'y Sb: espermatidas redondas, Sc y Sd: espermatidas

elongadas, Sz: espermatozoides maduros, MF: figuras meiéticas, Rb: cuerpos residuales. Fuen-
te: Heninger NL., 2005.

4.1.3.3 Formacion del lumen de los tubulos seminiferos

Entre los 9 a 14 meses de edad se inicia la formacién del lumen de los tibulos semini-
feros (Clemmons et al, 1995) y finaliza a los 18 meses de edad (Moustafa et al, 2015).
Esto ocurre debido a la secrecién unidireccional de fluido por las células de Sertoli du-
rante la formacion de la barrera hemato-testicular, generando pequeras vacuolas en el
lumen de los tubulos seminiferos, que finalmente formaran los ductos que transporta-
ran a los espermatozoides maduros desde estos tubulos hacia el epididimo (Heninger,
2005; Heninger, 2011).

Existe una puntuacién del lumen tubular durante el inicio de la espermatogénesis en
padrillos realizada por Heninger, (2005), quién desarrollé una clasificacion en relacion al
epitelio seminifero con siete etapas (LS-1 a LS-7; Figura 17). Los testiculos de equinos
prepuberales se encuentran en la etapa LS-1 (sin vacuolas intraluminales), los testi-
culos de equinos puberales se encuentran entre la etapa LS-2 y LS-6 (lumen tubular
en formacion), y los testiculos de equinos postpuberales se encuentran en etapa LS-7
(formacién del lumen tubular completa).
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Figura I7. Clasificacion del epitelio seminifero equino durante la iniciacion de la espermatogéne-
sis basado en el puntaje del lumen tubular (LS 1 a 7). Escala 40um. Fuente: Heninger NL., 2005.

4.1.3.4 Diferenciacion de las células de Sertoli y formacioén de la barrera hemato-testicular

La barrera hemato-testicular esta formada por uniones estrechas entre las células de
Sertoli diferenciadas que permiten el aislamiento inmunolégico de los compartimentos
testiculares donde ocurre la espermatogénesis. Durante la pubertad las células de Ser-
toli se diferencian y maduran generando cambios vasculares importantes que aumen-
tan la permeabilidad celular y el flujo sanguineo desde el compartimento vascular al
compartimento intersticial del testiculo, favoreciendo el inicio de la espermatogénesis,
formacién de la barrera hemato-testicular coincide con la completa formacion del lumen
tubular mientras que el inicio de la diferenciacién de las células germinales precede la
formacién de esta barrera (Heninger, 2005).

4.1.3.5 Modificacion de la pigmentacion del parénquima testicular y disminucion del na-
mero de células intersticiales (células de Leydig y macréfagos)

En los équidos la iniciacién de la espermatogénesis y la formacion del lumen de los
tubulos seminiferos sigue un patrén regional desde el centro hacia |a periferia del pa-
rénquima testicular. Hasta la fecha, el equino es el unico mamifero en el cual se ha
descripto este patrén de desarrollo testicular y fue observado por primera vez el afio
1905 por Bouin y Ancel. Este patron se genera simultdneamente desde dos sectores
diferentes: 1) desde la region central del testiculo alrededor de la vena central y medias-
tino, y 2) desde el polo dorsal del testiculo préximo al epididimo. El desarrollo de estos
eventos avanza hacia caudal generando periféricamente un anillo en forma de “herra-
dura de caballo” (Heninger, 2011; Figura 18). Este patron sugiere que debe existir algun
mecanismo de control local y paracrino en los tubulos seminiferos para la iniciacién de
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la espermatogénesis (Clemmons et al, 1995), probablemente, de origen sanguineo por
la proximidad de los sitios de iniciacion de la espermatogénesis a vasos sanguineos
(Fawcett et al, 1973; Heninger, 2005; Heninger, 2011).
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Figure 18. Representacion esquematica del desarrollo de la pigmentacion del parénquima testi-
cular. Corte transversal. TN: localizacion del epididimo y polo dorsal del testiculo, CV: vena cen-
tral del testiculo. El tamario testicular aumenta desde 8 g a 50 g desde (a) a (e), respectivamente.
Fuente: Heninger NL., 2011.

Desde la vida fetal a los 12-18 meses de edad, el parénquima testicular de equinos es
de coloracion oscura debido al elevado niumero de macréfagos gigantes (que contienen
granulos de lipofucsina, células pigmentadas) y células de Leydig fetales en el inters-
ticio testicular. Con el inicio de la pubertad, las células de Leydig fetales y macrofagos
fetales son reemplazados por células germinales, aumenta la densidad de los tabulos
seminiferos y se forma el lumen tubular, observando un parénquima testicular cada vez
mas claro. Asi, desde 12-18 meses hasta los 23 meses de edad, el color del parénquima
testicular es mixto y, por ende, dificil de clasificar. A los 24 meses de edad se alcanza
la pubertad y la pigmentacién del parénquima testicular es completamente clara debido
ala completacién de la espermatogénesis y finalizacion del desarrollo del los tubulos se-
miniferos y lumen tubular (Bouin y Ancel, 1905; Clemmons et al, 1995; Heninger, 2005;
Heninger, 2011).

Posterior a la pubertad (2 a 3 afios de edad) la coloracién del parénquima testicular
se oscurece gradualmente con la edad debido al aumento del numero y tamafio de
granulos de lipofucsina en las células de Leydig. Los testiculos de animales adultos (4
a 5 afos de edad) y, aun mas los equinos de edad avanzada (13 a 20 anos de edad),
presentan mayor numero y volumen de células de Leydig por testiculo que los animales
puberes (Johnson y Neaves, 1981), alcanzando entre el 20 y 60% del volumen testicular
en animales adultos (Fawcett et al, 1973). De este modo, si bien existe una asociacién
entre actividad testicular y pigmentacién del parénquima testicular (Clemmons et al,
1995), la pigmentacién oscura del parénquima testicular no necesariamente indica inac-
tividad testicular(Johnson y Neaves, 1981).

4.1.3.6 Cambios puberales asociados al epididimo

Con el inicio de la pubertad aparecen los primeros espermatozoides en el lumen del
cauda del epidididimo. A los 13 meses de edad, cuando se inicia la pubertad, el cauda
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del epididimo contiene 157 miliones de espermatozoides por mL donde el 50% de éstos
poseen anormalidades morfolégicas, mientras que a los 23 meses de edad, cuando
finaliza la pubertad, el cauda del epididimo contiene 4527 millones de espermatozoides
por mL, donde soio el 20-30% de éstos poseen anormalidades morfolégicas. Asi, el con-
tenido del epididimo al inicio de la pubertad es de coloracion blanco levemente lechoso
y al finalizar la pubertad es color blanco amarillento, debido a la elevada concentracion
espermatica (Nishikawa, 1955).

La presencia de espermatozoides en el epididimo incrementa el calibre del lumen del
epididimo y altura de las celulas epiteliales, lo que incrementa el peso y tamafio del epi-
didimo. Asi, al inicio de la pubertad el epididimo pesa entre 11 y 16 gramos y mide 12 a
13 cm de largo, y al completar la pubertad, alcanza los 19 y 22 gramos de peso y mide
15 cm de largo. El epididimo en animales adultos puede alcanzar hasta 50 gramos de
peso. Cabe destacar, que el peso del epididimo aumenta gradualmente desde el naci-
miento hasta el inicio de la pubertad, una vez iniciada la pubertad, el peso del epididimo
es muy variable y no sigue un patrén determinado (Nishikawa, 1955).

4.1.4 Etapa 4. maduracion sexual y eficiencia reproductiva (espermatogénesis y com-
portamiento sexual)

Esta etapa corresponde a los eventos postpuberales que ocurren durante la adquisiéon
de la madurez sexual y maxima capacidad reproductiva (Johnson y Neaves, 1981; Jo-
hnson y Thompson, 1983; Johnson et al, 1994; Naden et al, 1990; Heninger, 2011).

Es importante destacar que el concepto de “pubertad’ es diferente al concepto de “ma-
durez sexual’ o también denominada “adultez”. La “pubertad” corresponde a un evento
temprano que ocurre entre los 11,5 y 24 meses de edad, mientras que la “madurez
sexual’ corresponde a un evento postpuberal que ocurre entre los 4 y 5 afios de edad
(Johnson y Thompson, 1983; Naden et al, 1990; Johnson et al, 1991b; Johnson et al,
1994; Heninger, 2011).

El aumento del tamafio y peso testicular son las caracteristicas reproductivas mas
evidentes una vez alcanzada la pubertad, y aumenta significativamente con la edad.
Entre los 2 a 3 afios de edad, el testiculo equino pesa entre 110 y 190 g y sigue
aumentando gradualmente hasta los 4 a 5 afios de edad llegando a los 270 g de peso.
Equinos adultos de edades entre 6 a 20 afios pueden presentar testiculos de 280 a 400
g de peso (Johnson y Neaves, 1981, Johnson y Thompson, 1983; Johnson et al, 1994;
Heninger, 2011). El tamafio y peso testicular son muy variables en cada padrillo debido
a que, estan influenciados por diversos factores como la raza, el peso vivo, la edad,
la estacionalidad, entre otros (Johnson y Neaves, 1981; Johnson y Thompson, 1983;
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Johnson et al, 1991a; Johnson et al, 1991b; Johnson et al, 1994; Clemmons et al, 1995;
Heninger, 2011).

Los equinos de edad avanzada (>13 afios de edad) poseen testiculos de mayor peso
que equinos adultos (4-5 afios de edad), y éstos ultimos a su vez poseen testiculos mas
pesados que equinos puberes. Este incremento se debe a: 1) el aumento en el niumero
y volumen de las células de Leydig que reemplazan los componentes intersticiales del
testiculo, 2) aumento del diametro y tamafio de los tubulos seminiferos, 3) aumento del
numero y tipo de las células germinales, 4) aumento en el nimero de células de Sertoli,
y 5) aumento de las concentraciones plasmaticas de FSH, LH y testosterona (Johnson y
Neaves, 1981; Johnson y Thompson, 1983; Johnson et al, 1991a; Johnson et al, 1994:
Clemmons et al, 1995). El volumen de las células de Leydig y el tamafio de los tubulos
seminiferos continian aumentando hasta edades avanzadas (20 afios) (Johnson y Nea-
ves, 1981) mientras que el numero de células germinales y de células de Sertoli sélo
aumenta hasta alcanzar la madurez sexual (4 a 5 afios) (Johnson y Thompson, 1983;
Johnson et al, 1991a; Johnson et al, 1994).

En el caso del epididimo, el cambio mas evidente después de la pubertad es el aumento
de la concentracion espermatica del cauda del epididimo, observando que el cauda de
epididimos de padrillos de 2 afios de edad contienen 4900 millones de espermatozoides
por mL y el cauda de epididimos de padrillos mayores de 4 afios de edad contienen
sobre 6000 millones de espermatozoides por mL. El largo y el peso del epididimo se
mantiene constante después de la pubertad (Nishikawa, 1955).

A pesar de la importancia directa del testiculo y del epididimo en la fertilidad, los estu-
dios sobre los cambios puberales de estos érganos son limitados en el equino. Hasta
la fecha existen pocos trabajos relacionados a los cambios puberales del testiculo y
epididimo equino, donde la mayoria estan enfocados al testiculo mas que al epididimo
equino (Bouin y Ancel, 1905; Nishikawa, 1955; Skinner y Bowen, 1968; Naden et al,
1990; Blanchard et al, 2001; Heninger, 2005). Sumado a lo anterior, la mayoria de los
articulos cientificos relacionados a las caracteristicas testiculares y epididimales en Ia
especie equina han sido realizados en animales postpuberales mayores a 2 afios de
edad (Johnson y Neaves, 1981; Johnson y Thompson, 1983; Johnson et al, 1991a; Jo-
hnson et al, 1991b; Johnson et al, 1994; Clemmons et al, 1995).

La evaluacién detallada de los 6rganos reproductivos es de gran importancia para com-
prender la biologia reproductiva del padrillo alrededor de la pubertad y para identificar
parametros sensibles y precisos que permitan evaluar el estadio puberal. Definir las
caracteristicas puberales del testiculo y epididimo equino permitira establecer la capaci-
dad reproductiva del animal, optimizar los protocolos reproductivos, mejorar los manejos
reproductivos en sistemas de reproduccion asistida e identificar alteraciones reproducti-
vas que comprometan la fertilidad del padrillo.
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El objetivo de este estudio fue realizar un analisis sistematico y detallado del testiculo y
epididimo equino en tejidos peripuberales y postpuberales para determinar un conjunto
de caracteristicas macroscépicas y microscopicas en ambos grupos de estudio. Algunas
de las evaluaciones histolégicas fueron extendidas a tejidos de testiculo y epididimo de
equinos prepuberales. Los resultados de este estudio contribuiran a la comprension de
los cambios macroscopicos y microscopicos que ocurren en la gbnada masculina y en
el epididimo durante la pubertad.
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II. HIPOTESIS

+ Existen diferencias anatémicas e histologicas en el testiculo y epididimo entre
equinos peripuberales y postpuberales.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

» Determinar y comparar |as caracteristicas macroscépicas y microscopicas de tes-
ticulos y epididimos peripuberales y postpuberales.

Objetivos especificos

« Determinar las caracteristicas anatémicas y morfométricas de testiculos y epididi-
mos peripuberales y postpuberales.

« Determinar las caracteristicas histoldgicas e histomorfométricas de testiculos y
epididimos peripuberales y postpuberales.

« Comparar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de testiculos y epidi-
dimos peripuberales y postpuberales.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales
1.1 Reactivos de laboratorio

Todos los reactivos de laboratorio utilizados para la realizacion de los estudios presen-
tados fueron de la marca Sigma Chemical Co (St. Louis, MI, Estados Unidos).

1.2 Tejidos

Se obtuvieron un total de 77 testiculos y epididimos equinos adquiridos a partir de un
matadero comercial para equinos en la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina, du-
rante enero y febrero de 2015. Los tejidos fueron recolectados inmediatamente post-fae-
nay colocados en cajas refrigeradas con hielo. Luego de ser lavados con agua destilada
para eliminar el exceso de sangre, fueron envueltos individualmente en bolsas plasticas
transparentes y se mantuvieron en cajas de refrigeracion hasta su evaluacién y procesa-
miento. La evaluacién de los tejidos se realiz6 dentro de las primeras 5 horas post-faena.

Los testiculos y epididimos equinos obtenidos fueron clasificados en tejidos provenien-
tes de animales peripuberales y postpuberales segun los valores testiculares de peso,
tamafio y volumen establecidos para equinos por Johnson y Thompson (1983), Love
et al (1990), Clemmons et al (1995) y Mendes (2012), debido a que se desconocia la
edad de los animales faenados, se consideraron muestras provenientes de animales
peripuberales (n=18) aquellos tejidos en los cuales el testiculo present6 entre 26y 70 g
de peso, <8 cm de largo, <4,5 de ancho, <5 cm de alto y <100 mL de volumen. Por su
parte, se consideraron muestras provenientes de animales postpuberales (n=55) aque-
llos tejidos en los cuales el testiculo presentd >70 g de peso, 28 cm de largo, 24,5 cm de
ancho, 25 cm de alto y 2100 mL de volumen (Tabla M1). Ademas se obtuvieron 4 tejidos
prepuberales los cuales fueron utilizados como referencia histolégica. Como comple-
menteo, se utilizo el criterio de presencia de espermatozoides en el cauda del epididimo
para diferenciar cortes de tejidos peripuberales o postpuberales de tejidos prepuberales,
segun lo descrito por Nishikawa (1955). En caso que no se cumplieran todos los crite-
rios establecidos, predominaron las variables de peso y volumen testicular como criterio
para la decision de clasificacién.
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Tabla M1. Criterios establecidos para clasificar el estadio puberal de los tejidos.

‘ ‘ . Tamaiio testicular (¢cm) ) Volumen

} Grupos n | Peso testicular (g) Largo | Ancﬂo Alto testicular (cm?)
Peripuberales | 18 | 26-70 | <8 | <45 <5 <100

 Postpuberales | 55 | >70 28 | 245 | 25 | 2100

Adaptado de Johnson y Thompson (1983), Love et al (1990), Clemmons et al (1995) y Mendes (2012).

Se realizé la diseccidén de la cubierta externa remanente del testiculo, tunica vaginal,
tejido conectivo, plexo pampiniforme y musculo cremaster. El epididimo fue removido
del testiculo para eliminar el tejido conectivo, capsula y conducto deferente. Se tomaron
muestras de 1 cm?® de tejido testicular y epididimario para evaluar la histologia. En el
caso del testiculo se obtuvieron tres muestras de la regién central del testiculo. En el
caso del epididimo se obtuvieron tres muestras por segmento: caput, corpus, y cauda.
Se obtuvieron ademas muestras de tejido del “segmento inicial”, si bien la asignacién de
este tejido no pudo ser constatada como certera en todos los casos, dada la ausencia de
limites anatémicos definidos de la misma. Las muestras obtenidas fueron almacenadas
en solucion de formol buffer al 10% a temperatura ambiente, respetando la relacién de
volumen de tejido a formol de 1:20.

2. Métodos
2.1. Evaluacion macroscopica
2.1.1 Evaluacién anatémica

En todos los tejidos evaluados, se realizé una breve descripcién anatémica de las ca-
racteristicas del testiculo y los segmentos del epididimo (segmento inicial, caput, corpus
y cauda). Se determiné la pigmentacién del parénquima testicular segun el sistema de
puntuacién establecido por Johnson y Neaves (1981) para testiculo equino, siendo 1
pigmentacion clara y 5 pigmentaciéon muy oscura (Tabla M2, Figura M1).

Tabla M2. Puntuacién segun pigmentacion del parénquima testicular.

Puntuacion Pigmentacion del parénquima te;ticular
1 Claro
2 Medio claro
3 Medio oscuro
N 4 Oscuro
5 Muy oscuro

Clasificacion establecida por Johnson y Neaves (1981).
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1 2 3 4 5
Figura M1. Imagenes representativas de la puntuacién segun pigmentacién del parénquima tes-
ticular.

2.1.2 Evaluacién morfométrica

Se determind el peso, tamafio y volumen de cada testiculo y de su respectivo epididimo.
Conjuntamente, se calculé el tamafio y volumen individualmente para cada segmento
del epididimo. Se calcul6 la relacién entre peso epididimal y testicular, y la razén entre
tamafo epididimal y testicular.Para el calculo de la relacién entre tamafio epididimal y
testicular se utilizé el volumen como medida de dimension.

El peso (g) fue evaluado empleando una balanza digital (Acculab V-350). Las dimen-
siones de los tejidos fueron determinadas mediante una regla calibre. Se determiné el
largo, ancho y alto (cm) de cada testiculo y de cada segmento del epididimo. El volu-
men (cm?) fue calculado segun la forma geométrica del tejido. En el caso del testiculo,
el volumen fue calculado segun la formula para equinos descripta por Love et al (1990)
(Tabla M3).

Tabla M3. Férmulas utilizadas para el calculo de volumen de cada tejido segun forma geométrica.

Tejido Forma geométrica Férmula volumen
Testiculo Elipse 0,5233*largo*ancho*alto’
Segmento inicial Elipse 4/3m*(largo/2)*(ancho/2)*(alto/2)
Caput del epididimo Elipse 4/3m*(largo/2)*(ancho/2)*(alto/2)
Corpus del epididimo Cilindro T*r*h
Cauda del epididimo Esfera 4/3mr*r8

"Love et al (1990).

2.2 Evaluaciéon microscopica

De las 77 muestras de testiculos y epididimos equinos obtenidos, nueve fueron selec-
cionadas de forma dirigida para los estudios de histologia. Se seleccionaron tres epidi-
dimos correspondientes a los testiculos de menor peso y tamafio (n=3, tejidos prepube-
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rales), tres epididimos correspondientes a los testiculos de peso entre 26 y 70 g (n=3,
tejidos prepuberales)y tres epididimos correspondientes a los testiculos de mayor peso
y tamario (n=3, tejidos postpuberales). Estos fueron diseccionados en cuatro cortes se-
parando e identificando sus cuatro segmentos (segmento inicial, caput, corpusy cauda).

Los cortes de epididimo fueron fijados para histologia en solucién de formol buffer al
10%, deshidratados en aicoholes ascendentes, aclarados en xilol e impregnados en
parafina. A partir de los tejidos incluidos, se obtuvieron cortes de 4,5 uym de grosor, los
cuales fueron montados en portaobjetos y tefiidos con hematoxilina-eosina (H/E). La
visualizacién y medicién de los diferentes parametros en los cortes histolégicos fueron
realizados bajo microscopio de campo claro (Nikon Eclipse E800) a diferentes aumentos
(objetivos a 2X y a 60X de magnificacién y ocular de 10X) mediante el programa de pro-
cesamiento de imagen digital “Imaged”. Las imagenes histolégicas fueron capturadas
mediante el programa Nikon ACT-2U.

2.2.1 Evaluacién histolégica

Se realiz6 una breve descripcion histolégica del testiculo y los segmentos del epididimo
(segmento inicial, caput, corpus y cauda) segun se detalla a continuacion:

2.2.2 Evaluacion histomorfométrica

Se realizaron las siguientes mediciones: a) diametro del conducto; b) dimensiones del
lumen (didmetro, area, perimetro); c) dimensiones del epitelio (altura, largo de los es-
terocilios, y diametro de las células principales y basales; y d) dimensiones del tejido
muscular (grosor y el numero de capas celulares).

Las mismas fueron calculadas segun se indica a continuacion:

a. El diametro del conducto corresponde al promedio de dos mediciones trazadas
perpendicularmente en duplicado para cada corte.

b. El diametro del lumen corresponde al promedio de dos mediciones trazadas per-
pendicularmente en duplicado desde la zona apical del epitelio sin considerar los
esterocilios.

c. El areay perimetro del lumen fueron calculados a partir de la férmula establecida
por el programa “ImageJ” segun forma del tejido medido.

d. La altura del epitelio corresponde a la altura desde la membrana basal hasta la
zona apical de la mucosa sin considerar los esterocilios.
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e. Ellargo de los esterocilios corresponde a la medicién desde la zona apical hasta el
extremo superior de cada esterocilio en particular.

f. El diametro de las células principales y basales corresponde al promedio de dos
mediciones trazadas perpendicularmente en duplicado.

g. El grosor del tejido muscular corresponde a la medicién desde la ultima capa mus-
cular hasta la membrana basal.

h. El numero de capas celulares corresponde al conteo de cada linea celular alrede-
dor del conducto.

Todos los valores obtenidos corresponden al promedio de un minimo de 10 mediciones
por corte por muestra (Figura M2).

Figura M2. Medidas realizadas para la evaluacién histomorfométrica. Seccion histolégica de
corpus epididimario tefiido con Hematoxilina-Eosina (100X y 600X). (a) diametro del conducto.
(b) diametro del lumen. (c) dimensiones del epitelio: (c1) altura, (¢2) largo de los esterocilios, (c3)
diametro células principales, (c4) diametro células basales. (d) dimensiones del tejido muscular:
d1-grosor; d2-numero de capas celulares.

3. Analisis estadistico

Los datos fueron almacenados y tabulados en una planilla Excel® (Microsoft Office
2010®) y analizados mediante el programa estadistico GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software). Se realizé analisis descriptivo de los datos de las variables estudiadas y se
comprobd la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para datos
cuantitativos de distribucion simétrica se utilizé media y desviacién estandar (DE) y para
datos cuantitativos de distribucién no simétrica se utilizé mediana y rango intercuarti
(Q3-Q1).
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Para determinar las diferencias en el peso testicular, el peso epididimario, el volumen
testicular, las dimensiones testiculares y las dimensiones epididimarias entre tejidos pe-
ripuberales y postpuberales se utilizo el test “t” de Student.

Para determinar las diferencias en la razén entre peso epidididimo/testiculo, la razén en-
tre volumen epididimo/testiculo, el volumen epididimario, las dimensiones del conducto,
las dimensiones del lumen, las dimensiones del epitelio y las dimensiones del tejido
muscular entre tejidos peripuberales y postpuberales se utilizd el test de Mann-Whitney.

Para determinar las diferencias en la pigmentacidn del parénquima testicular entre teji-
dos peripuberales y postpuberales se utilizé el test de Chi-cuadrado.

Para determinar las diferencias entre el peso testicular y el peso epididimario categori-
zados segun peso testicular entre tejidos peripuberales y postpuberales se utilizd el test
de ANOVA de una via y el test de Tukey para comparaciones multiples.

Para determinar las diferencias entre la razén peso epidididimo/testiculo, categorizados
segun peso testicular entre tejidos peripuberales y postpuberales y las comparaciones
entre los segmentos del epididimo, se utilizo el test de Kruskall Wallis y el test de Dunn
para comparaciones multiples.

Para determinar la correlacién entre el peso testicular y epididimario se utilizo el test de
correlacion de Pearson, donde r>0,7 indicd correlaciéon fuerte, r=0,3 a 0,7 correlacion
moderada y r<0,3 correlacion débil.

Para determinar la correlacidén entre el peso testicular y la razén peso epididimo/testi-
culo, y entre el peso epididimario y la razén peso epididimo/testiculo se utilizé el test de
correlacion de Spearman, donde r>0,7 indicé correlacidn fuerte, r=0,3 a 0,7 correlacion
moderada y r<0,3 correlacién débil.

Se determiné un nivel de confianza del 95% considerandose diferencia estadisticamen-
te significativa un valor p<0,05.
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V. RESULTADOS

1. Evaluacion macroscépica
1.1 Descripcion y evaluacion anatémica
1.1.1 Hallazgos en el testiculo

La observacion directa de los testiculos postpuberales reveld que eran mas planos
lateralmente y de mayor tamafio, peso y consistencia que los testiculos peripuberales.
De forma similar, el grosor de la tunica albuginea y tunica vaginal visceral fue mayor en
los testiculos postpuberales. Los vasos sanguineos de los testiculos postpuberales se
observaron con mayor desarrollo, grado de ramificacién y calibre, y menor tortuosidad
que los vasos sanguineos de los testiculos prepuberales (Figura R1).

2N
o

e —

Figura R1. Imagenes representativas registradas de testiculo peripuberal (A) y postpuberal (B).
Las imagenes fueron capturadas a la misma distancia.

Segun los criterios descriptos en Materiales y Métodos, los testiculos postpuberales
presentaron una pigmentacion del parénquima testicular mas oscura mientras que los
testiculos peripuberales presentaron pigmentacion del parénquima testicular mas clara
(p<0,0001). Como resultado de este analisis se estimd que el 78% de los testiculos
postpuberales presentaron un parénquima de pigmentacién oscura (puntaje 3, 4 o0 5),
mientras que el 89% de los testiculos peripuberales presentaron un parénquima de pig-
mentacién clara (puntaje 1 0 2). Los 2 testiculos peripuberales con pigmentacién oscura
(11%) correspondieron a testiculos de 38,6 y 39,7 g de peso testicular y parénquimas
testiculares con puntajes de pigmentacion 3 (medio oscuro). No se observaron testicu-
los peripuberales con parénquimas de pigmentacién oscura o muy oscura (puntaje 4 o
5; Tabla R1, Figura R2).
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Tabla R1. Determinacion del puntaje de pigmentacion del parénquima de testiculos peripubera-
les y postpuberales.

Puntaje de | Testiculos
pigmentacion | Coloracién | Peripuberales | Postpuberales
del parénquima
parénquima testicular n % n %
testicular _
- Claro o medio ) R
1 0 2 (Claro) claro 16 89 12 22
Medio oscuro,
3,405 .
(Oscuro) oscuro o muy 2 " 43 78
oscuro
e Total | 18 55

*Diferencias estadisticamente significativas entre columnas (p<0,05).

Figura R2. Imagenes representativas de la pigmentacion del parénquima de testiculos peripube-
rales (A) y postpuberales (B). A: puntaje de pigmentacion 2. B: puntaje de pigmentacion 5. Las
imagenes fueron capturadas a la misma distancia.

1.1.2 Hallazgos en el epididimo

Tanto en los epididimos peripuberales como los postpuberales los segmentos caput,
corpus y cauda fueron facilmente distinguibles. Por el contrario, el “segmento inicial” no
fue distinguible a simple vista, por lo que para su analisis se asumié que el mismo co-
rrespondia a la regidn inicial del epididimo. La observacion directa de los tejidos revelo
gue los epididimos postpuberales presentaron mayor tamafio, consistencia y conductos
de mayor calibre y tortuosidad que epididimos peripuberales. La capsula y serosa de la
tunica vaginal de los epididimos postpuberales se observaron de mayor grosor que la
de los epididimos peripuberales (Figura R3).
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_ — 9 " - g
Figura R3. Imagenes representativas de epididimo peripuberal (A) y postpuberal (B). Las image-
nes fueron capturadas a la misma distancia.

1.2 Evaluacion morfométrica
1.2.1 Hallazgos en el peso

El valor promedio (y desvio estandar entre los valores) del peso tanto de los testiculos
como de los epididimos postpuberales fue mayor que el peso de testiculos y epididimos
peripuberales (p<0,0001). El valor promedio (y desvio entre los valores) del peso de los
testiculos peripuberales y postpuberales fue 48,45 + 12,25 gy 149,47 + 47,67 g, res-
pectivamente. Por su parte, el valor promedio (y desvio estandar entre los valores) de
los pesos de los epididimos peripuberales y postpuberales fue 12,56 + 3,60 gy 22,89 +
6,51 g, respectivamente. La razén entre peso epididimal y testicular fue mayor en teji-
dos peripuberales (p<0,0001), determinandose que el peso del epididimo represent? el
24% del peso testicular en tejidos peripuberales y el 14% del peso testicular en tejidos
postpuberales (Tabla R2, Figura R4).

Tabla R2. Peso testicutar y epididimal y razén peso epididimo/testiculo de tejidos peripuberales
y postpuberales.

Variables Peripuberales | Postpuberales
Peso testiculo (g) (mediatDE) | 48,45+ 12,252 | 149,47 £ 47,67
Peso epididimo (g) (mediatDE) 12,56 + 3,60° 22,89 + 6,514

Razén peso epididimo/testiculo 0,24 0,14
(mediana (Q1-Q3)) (0,22-0,32)° (0,12-0,20)

DE= desviacién estandar. Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices entre columnas
indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura R4. Peso testicular y peso epididimario de tejidos peripuberales y postpuberales. Grafico
de barras expresado en mediatDE. DE= desviacién estandar. Diferentes superindices entre co-
lumnas indican diferencias significativas (p<0,05).

Se evidencioé una correlacién significativa y positiva entre el peso del epididimo y el peso
testicular (r=0,71; p<0,0001; Figura R5). Se observé un aumento gradual en el peso
del epididimo hasta los 110-150 g de peso testicular, alcanzando el doble del peso que
epididimos de testiculos de 26-50 g de peso. Sobre los 110 g de peso testicular el peso
epididimario se mantiene constante. Ei epididimo de mayor peso evaluado pesé 38 gy
correspondia a un testiculo de 255 g de peso (Tabla R3, Figura R6).

Por otra parte, se determiné que la razén entre el peso del epididimo y del testiculo se
correlaciona negativamente con el peso testicular y epididimario. Sin embargo, la co-
rrelacidn entre la razén de los pesos de los tejidos reprouductivos sélo fue significativa
para el peso testicular (peso testicular: r=-0,62; p<0,0001; peso epididimario: r=-0,05;
p=0,6591; Figura R5). Entre los 26 y 50 g de peso testicular el peso del epididimo co-
rresponde al 30% del peso testicular, desde los 51 a 150 g de peso testicular el peso
del epididimo se mantiene constante y representa el 20% del peso testicular, y sobre
los 150 g de peso testicular el peso del epididimo representa el 10% del peso testicular
(Tabla R3, Figura R6).
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Tabla R3. Peso testicular, peso epididimario y relacion peso epididimo-testiculo, segun subgru-

pos establecidos por intervalos de peso testicular.
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int | Peripuberales Postpuberales
ntervalo peso B} K T 74 Ta10. -
testicular (n) 26-50 g 51-70¢g 71-109¢g | 110-150¢g 2151 g
_ ~ (n=10) (n=8) (n=16) (n=14) (n=25)
Peso testicular (g) 39,28 59,91 95,64 133,4 192,74
(media + DE) + 7,06° +545° | £10,37° +12,03° + 30,38¢
Peso e{’gi;‘idi'“a' 11,24 14,23 17,43 25,30 25,05
a ab b (] (4
(media t DE) + 3,62 + 3,00 | + 4,99 + 6,86 +4,86
. B |
R
Tazon Peso 0,30° 0,20° 020® | 0,20% 0,10°
epididimo/testiculo | (0,20-0,40) | (0,20-0,28) | (0,20-0,20) | (0,10-0,20) | (0,10-0,10)
(mediana (Q1-Q3)) | |

DE= desviacion estandar. Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices entre columnas
indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura R5. Graficas para el analisis de correlacidon de los valores de peso testicular y epididi-
mario (r=0,71; p<0,0001), razén peso epididimol/testiculo y peso testicular (r=-0,62; p<0,0001), y
razén peso epididimo/testiculo y peso epididimal (r=-0,05; p=0,6591).
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Figura R6. Peso testicular y epididimario segun subgrupos establecidos por intervalos de peso
testicular. Grafico de barras expresados en mediatDE. DE= desviacion estandar. Diferentes su-
perindices entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

1.2.2 Hallazgos en las dimensiones
1.2.2.1 Hallazgos en el tamario

Los testiculos postpuberales presentaron mayor longitud, ancho y altura que los testicu-
los peripuberales (p<0,0001). El segmento caput de epididimos postpuberales presento
mayor altura que epididimos peripuberales (p=0,0029). El segmento corpus de epidi-
dimos postpuberales presentd mayor longitud y ancho que epididimos peripuberales
(p=0,0001 y p<0,0001, respectivamente). De forma similar al testiculo, los epididimos
postpuberales presentaron un segmento cauda de mayor longitud, altura y ancho que
los epididimos peripuberales (p=0,0021; p=0,0020 y p<0,0001, respectivamente). Tanto
el tamafio testicular como el tamario epididimario fue mayor en los tejidos postpuberales
en comparacion con los tejidos peripuberales (p<0,0001; Tabla 4).
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Tabla R4. Tamafo testicular y epididimario de tejidos peripuberales y postpuberales.
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Dlrr;z?es‘;?ar;?E()c m) Peripuberales | Postpuberales
Largo 6,49 £ 0,81° 9,03 £ 1,09°
Testiculo Ancho 419 + 0,62° 5,41+ 0,68¢
Alto 2,95+0,77¢ 4,13 £ 0,68

Epididimo

Largo 2,29 +0,48° 2,52 + 0,68¢
Caput Ancho 1,53 £0,39" 1,73+ 0,35
Alto 0,52+ 0,14 0,73+0,3%
Largo 8,13 +2,63¢ 11,03 £ 2,42
Corpus Ancho 1,24 £ 0,28 0,92 + 0,240
Alto 0,42 £0,19° 0,51+ 0,25°
Largo 2,34 £ 0,44° 2,79 £ 0,529
Cauda Ancho 1,65+0,37 1,99 £ 0,38
Alto 0,85+ 0,31 1,31+ 0,36¢

DE= desviacion estandar. Diferentes superindices entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

1.2.2.2 Hallazgos en el volumen

Tanto el volumen testicular como el volumen epididimario fue mayor en los tejidos pos-
tpuberales respecto de los peripuberales (p<0,0001; Tabla R5, Figura R7). Los testicu-
los peripuberales y postpuberales presentaron volumenes de 43,81 + 17,08 cm3y 107,55
+ 32,18 cm®, respectivamente. Por su parte, los epididimos peripuberales y postpube-
rales presentaron volumenes de 9,25 + 3,72 cm®y 19,99 t 8,45 cm?, respectivamente.
Las diferencias observadas también fueron evidenciadas en el volumen del epididimo
cuando fue analizado por segmento. Asi, el volumen del caput, corpusy cauda del epidi-
dimo fue mayor en epididimos postpuberales (p=0,0216; p<0,0001 y p=0,0005, respecti-
vamente; Tabla R5, Figura R8). La razon entre el volumen del epididimo y del testiculo
fue similar entre tejidos peripuberales y postpuberales, donde el volumen del epididimo
representa el 21% del volumen testicular en tejidos peripuberales y el 18% del volumen
testicular en tejidos postpuberales (p=0,2453; Tabla R5).
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Tabla R5. Volumen testicular y epididimario de tejidos peripuberales y postpuberales de equino.

Volumen (cm?) Peripuberales Postpuberales
Testiculo
43,81 £ 17,08° 107,55 £ 32,18°
(mediatDE) 38 /08 07,55 £ 32,
Epididimo . s
(mediaDE) 925+372 19,99 + 8,45
Caput
0,82 (0,66-1,09)° 1 0,96-2,15)
(mediana (Q1-Q3)) 82(0,66-1,09) 350, 19)
Corpus
5,29 (3,12-7,64)° 11,18 (8,67-19,67)"
(mediana (Q1-Q3)) 29 ) ( 7
Cauda , :
2 1,77- : 4 7
(mediana (Q1-Q3)) ,58 (1,77-3,06) ,20 (2,70-6,19)
Razén volumen
Epididimo/testiculo 0,21 (0,18-0,31)« 0,18 (0,13-0,27)%
(mediana (Q1-Q3))

DE= desviacion estandar. Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices entre columnas
indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura R7. Volumen testicular y volumen epididimal de tejidos peripuberales y postpuberales.
Grafico de barras expresados en mediatDE. DE= desviacion estandar. *Diferencias estadistica-

mente significativas entre barras (p<0,05).
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Figura R8. Volumen epididimario por segmento de tejidos peripuberales y postpuberales. Dia-
grama de cajas y bigotes (Box-Plot) expresados enmediana (Q1-Q3). Q1-Q3= rango entre cuartil
1y cuartil 3. *Diferencias estadisticamente significativas entre cajas (p<0,09).
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2. Evaluacion microscoépica
2.1 Evaluacion histoldgica

Los analisis presentados en esta seccion incluyeron, ademas de la evaluacién de los
tejidos peripuberales y postpuberales, los cuatro tejidos colectados clasificados como
prepuberales.

2.1.1 Hallazgos en el testiculo

Los testiculos prepuberales (n=4) mostraron Iébulos y tabulos seminiferos con escaso
desarrollo (Figura R9 A1) y presencia de un epitelio seminifero inactivo formado por una
delgada capa de espermatogonias y células de Sertoli. La mayoria de los tubulos no
presentaron vacuolas, sin embargo, en algunos de ellos se pudo observar la formacién
de pequenas vacuolas en el centro indicando la formacién inicial del lumen tubular. En
el tejido intersticial se observaron algunas células de Leydig inactivas (Figura R9 A2).

En los testiculos peripuberales (n=18) el epitelio seminifero presenté un mayor desa-
rrollo que los testiculos prepuberales, observandose una serie germinal compuesta por
espermatogonias, espermatocitos primarios y espermatidas redondas intercaladas (Fi-
gura R9 B1). En |a base de los tubulos se hallaron células de Sertoli intercaladas entre
las espermatogonias. Los tubulos presentaron lumen completamente formado. En el
intersticio del tejido seminifero se observaron un mayor numero de células de Leydig
que en los testiculos prepuberales y escaso numero de macréfagos (Figura R9 B2).

En los testiculos postpuberales (n=55) el epitelio seminifero presentd una serie germinal
completa con diferentes etapas de proliferacién celular (de | a VIIl} y tubulos con lumen
completamente formado (Figura R9 C1). Es asi que se observaron espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas redondas y espermatidas elongadas. Una evidente en-
voltura de tejido conectivo denso rodea a los tubulos seminiferos, correspondiente al in-
tersticio, en los cuales se hallaron numerosos macréfagos y un gran numero de células
de Leydig activas. Cabe destacar que en todos los cortes testiculares se observa gran
numero de vasos sanguineos y escaso numero de vasos linfaticos (Figura R9 C2).

Las espermatogonias se observaron sobre la membrana basal del tibulo como células
pequefias ovoides o esféricas con un nucleo de gran tamafio y densamente tefiido. Los
espermatocitos primarios se observaron distribuidos de manera dispersa hacia la luz
del tubulo sin contacto con la membrana basal como células mas voluminosas que las
espermatogonias, con nucleo esférico de ubicacion central en el citoplasma y citoplas-
ma visible. Las espermatidas redondas se encontraron ubicadas en proximidad de la luz
tubular como células de menor tamafio que los espermatocitos y con un nucleo palido y
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esférico y citoplasma visible. Las espermatidas elongadas correspondieron a las células
de mayor proximidad a la luz tubular, con un nucleo alargado y oscuro, sin citoplasma
visible y con largas colas proyectadas a la luz tubular. Las células de Sertoli se detecta-
ron en el epitelio seminifero en contacto con las células germinales pero en menor nu-
mero que estas Ultimas, se evidenciaron por su nucleo vesicular, irregular y palido y un
evidente nucléolo densamente tefiido, y por la forma triangular del citoplasma de tincién
moderada que se proyecta desde la membrana basal hacia la luz tubular. Las células de
Leydig o intersticiales se observaron de forma redonda, nucleo esférico, laxo y despla-
zado vy citoplasma acidéfilo. Las caracteristicas celulares descritas anteriormente en el
testiculo se muestran en la Figura R9 C2.

Las imagenes de la descripcion histologica de los testiculos equinos prepuberales (A),
peripuberales (B) y postpuberales (C) se muestra en la Figura R9.

Figura R9. Cortes transversales de testiculos equinos prepuberales (A), peripuberales (B) y
postuberales (C). Tincién H/E. Aumento 50x (1) y 400x (2). A1: Iébulos (Ib) delimitados por tejido
conectivo (Tc) muy vascularizado (Vs) en cuyo interior se alojan los tubulos seminiferos (Ts). En
algunos de los tubulos se observa la formacion de pequefias vacuolas en el centro del tabulo.
A2: en los tubulos seminiferos (Ts) se visualizan las primeras expresiones celulares del epitelio
seminifero, principalmente espermatogonias (esg) entre las que se intercalan células de Sertoli
(CS). Entre los tubulos seminiferos (Ts) se observan algunas células de Leydig inactivas (CL). En
el centro de los thbulos seminiferos se puede apreciar la vacuolizacion del tubulo (vac) indicando
la formacion inicial del lumen tubular (Lt). B1: tubulos seminiferos (Ts) con desarrollo del epitelio
seminifero, lo que conlleva a una disminucién del espacio intertubular (Ei) y condensacion de
los septos. B2: en el epitelio seminifero (Es) se visualizan diferentes tipos de células germinales
(espermatogonias (esg), espermatocitos primarios (EcP) y espermatidas redondas (EdaR)) y de
sostén (células de Sertoli (CS)). C1: tubulos seminiferos (Ts) con gran desarrollo del epitelio se-
minifero, una evidente envoltura de tejido conectivo denso (Ted) rodea a los tubulos seminiferos.
C2: tubulo seminifero con células germinales (espermatogonias (esg), espermatocitos primarios
(EcP) y espermatidas redondas (EdaR) y espermatidas elongadas (EdaE)) y de sostén (células
de Sertoli (CS)). En la envoltura conectiva peritubular (Tc) se observan numerosos macrofagos
(mf) con pigmentacién parda en su interior y células de Leydig activas (CL).
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2.1.2 Hallazgos en el epididimo

El analisis histologico realizado en los epididimos prepuberales, peripuberales y postpu-
berales revelé que las muestras de tejido asignadas como “segmento inicial” obtenidas
a partir de la region mas proximal del epididimo correspondian segun la morfologia his-
tologica al conducto eferente o caput del epididimo, por lo que no fueron analizadas en
detalle como los demas segmentos epididimarios (Figura R10).

Figura R10. Cortes transversales de epididimo equino peripuberal. “Segmento inicial” corres-
pondiente a conducto eferente (A) o caput (B) del epididimo equino. Tincion H/E. Aumento 100x
(1) y 400x (2).

Todas las muestras de epididimo evaluadas presentaron epitelio cilindrico pseudoes-
tratificado con esterocilios. Se observaron 3 tipos celulares en el epitelio epididimario:
células principales, basales y del halo. Las células principales fueron las células mas
abundantes del epitelio y se observaron como células cilindricas, nucleo ovalado dis-
puestas sobre la membrana basal y un citoplasma que compone la mayor parte de la
célula, que se extiende hacia la luz ductal. La regién apical de las células principales
posee esterocilios que sobresalen hacia el lumen tubular correspondiente a las microve-
llosidades del epitelio. Las células basales presentaron forma ovalada o piramidal y se
observaron proximas a la membrana basal. El nlcleo ocup6 la mayor parte de la célula
y el citoplasma se motré escaso. Las células del halo se localizaron en la regiéon mas
proxima a la membrana basal y se caracterizaron por presentar nucleo ovalado, escaso
citoplasma y un halo blanco circundando a la célula. Por debajo del epitelio se observé
una delgada capa de lamina propia compuesta por tejido conectivo laxo. La misma se
observé rodeada por tejido muscular que aumenta de grosor desde el segmento caput al
segmento cauda. El conducto esta rodeado por tejido conectivo peritubular. En la Figura
R11 se muestran imagenes que ilustran las descripciones presentadas.

47



Francisca Andrea Ebel Barrera, MV

Figura R11. Cortes transversales de epididimo equino. Segmentos caput (A), corpus (B) y cauda
(C). Tincién H/E. Aumento 400x. lu: lumen del conducto; ep: epitelio, Tm: tejido muscular; Te:
tejido conectivo,; est: esterocilios; Cp: células principales; Ch: células basales; Ch: células del
halo.

Los cortes histologicos de los diferentes segmentos de epididimos postpuberales evi-
denciaron mayor desarrollo del epitelio y del tejido muscular y una mayor organizacion
celular y desarrollo tisular en comparacion con los cortes histolégicos de los diferentes
segmentos de epididimos prepuberales y peripuberales (Figura R12 Ay B). El segmen-
to caput y el segmento corpus, en ambos grupos,presentaron gran desarrollo del epitelio
y esterocilios, mientras que el segmento cauda presentd un mayor desarrollo del tejido
muscular circular y marcada tortuosidad de la luz ductal. Esta caracteristica fue mas
evidente en los epididimos postpuberales (Figura R12 C). Ademas, se observo alta vas-
cularizacién entre los cortes transversales del conducto en ambos grupos. En la Figura
R12 se muestran imagenes que ilustran las descripciones presentadas.
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Figura R12. Cortes transversales del epididimo de equinos prepuberales (A), peripuberales (B) y
postpuberales (C). Segmentos caput, corpusy cauda. Tincién H/E. Aumento 100x (1) y 400x (2).
lu: lumen del conducto; ep: epitelio; Tm: tejido muscular; Te: tejido conectivo; est: esterocilios;
Ic: infiltrado celular; Vs: vaso sanguineo; Fe: fluido espermatico.

El contenido del lumen tubular de los segmentos epididimarios de tejidos postpuberales
presenté gran concentracion de espermatozoides asociados a un niumero importante de
células inflamatorias y vesiculas intraluminales (Figura R13 A y B). Ademas se eviden-
cié una alta interaccion entre los esterocilios del epitelio y los espermatozoides (Figura
R13 C), y entre los espermatozoides y las vesiculas intraluminales (Figura R13 D) pre-
sentes en el lumen tubular. En el caso de los epididimos peripuberales se observé gran
concentracién de vesiculas intraluminales y escasos espermatozoides (Figura R13 E).
No se observo contenido luminal en ninguno de los segmentos epididimarios de tejidos
prepuberales (Figura R13 F). En la Figura R13 se muestran imagenes que ilustran las
descripciones presentadas.
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Figura R13. Cortes transversales del lumen de epididimos equinos prepuberales, peripuberales
y postpuberales. Tincién H/E. Aumento 100x, 400x y 600x. A: presencia de espermatozoides
(esp), células inflamatorias (Cinf) y vacuolas intraluminales (vac) en el fluido espermatico del
lumen del caput de epidididimo postpuberal (400x).B: presencia de células inflamatorias (Cinf)
en contacto con espermatozoides (esp) en el lumen del caput de epididimo postpuberal (600x).
C: interaccién entre esterocilios y espermatozoides (fecha negra) en el lumen del cauda de epi-
didimos postpuberales (400x). D: interaccion entre vesiculas intraluminales y espermatozoides
(flecha verde) en el lumen del cauda de epididimos postpuberales (600x). E: presencia de vesi-
culas intraluminales (vac) en el lumen del corpus de epididimo peripuberal (600x). F:cauda de
epididimo prepuberal sin contenido luminal (100x). lu: lumen del conducto; ep: epitelio; Tm: teji-
do muscular; Tc: tejido conectivo; est: esterocilios; Vs: vaso sanguineo; Fe: fluido espermatico.

2.2 Evaluacién histomorfométrica
2.2.1 Hallazgos en el diametro del conducto

El segmento corpus de epididimos postpuberales presenté mayor diametro del conduc-
to que el segmento corpus de epididimos peripuberales (p<0,0001). No se observaron
diferencias significativas en el didametro del conducto del segmento caput ni del segmen-
to cauda entre los grupos (p=0,3735 y p=0,8611,; respectivamente).

Al comparar entre los segmentos de cada epididimo se observaron diferencias signifi-
cativas entre todos segmentos del epididimo tanto en los tejidos postpuberales como
en los tejidos peripuberales (p<0,0001 y p=0,0001; respectivamente). Como resultado
se determind que el segmento cauda fue el que presentd mayor diametro del conducto
mientras el segmento caput fue el que presentdé menor diametro del conducto (Tabla
R6, Figura R14).

51




Francisca Andrea Ebel Bamrera, MV

Tabla R6. Diametro del conducto de epididimos de equinos peripuberales y postpuberales.

Diametro del conducto (pm)

(mediana (Q1__03» Epididimos peripuberales Epididimos postpuberales

Caput 233,24 (202,37 - 289,38)* | 255,59 (202,37 - 308,06)*

Corpus | 334,04 (307,97 - 360,83) | 433,79 (378,96 - 475,78)"
1369,36 1194,17

Cauda (1369,36 - 1369,36) (1009,47 - 1490,20)

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices en mindscula indican diferencias signifi-
cativas entre columnas (p<0,05). Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas
entre filas (p<0,05).
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Figura R14. Diametro del conducto epididimario de tejidos peripuberales y postpuberales. A:
diferencias entre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (panel izquierdo), corpus (pa-
nel central) y cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epididimo; epididimos
peripuberales (panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama de cajas y bigotes
(Box-Plot) expresados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican diferencias signifi-
cativas entre cajas (p<0,05).
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2.2.2 Hallazgos en las dimensiones del lumen
2.2.2.1 Hallazgos en el diametro

Los segmentos corpus y cauda de epididimos postpuberales presentaron mayor diame-
tro del lumen que epididimos peripuberales (p<0,0001 y p=0,0016; respectivamente).
No se observaron diferencias significativas en el diametro del lumen del caput entre
los grupos (p=0,3678). Al comparar entre los segmentos del epididimo se observaron
diferencias significativas tanto en los tejidos postpuberales como en los tejidos peripu-
berales (p<0,0001 y p=0,0003; respectivamente). En los epididimos postpuberales se
determind que el segmento cauda fue el que presenté mayor diametro del lumen mien-
tras el segmento caput fue el que presenté menor diametro del lumen. Por su parte, en
los epididimos peripuberales se observé que el segmento cauda fue el que presenté
mayor diametro del lumen mientras que no se observaron diferencias significativas entre
el diametro del lumen de los segmentos caput y corpus (Tabla R7, Figura R15).

Tabla R7. Diametro del lumen de epididimos de equinos peripuberales y postpuberales.

—— | |
DIT;::Z:::::S( gf_' Q“;';;e" Epididimos peripuberales | Epididimos postpuberales
| 172,31 ' 177,58
Caput (148,15 - 230,84)* (125,65 - 243,98)*
_ ' 203,62 ' 257,11
Diametro (um) = Corpus (172,25 - 211,11y : (198,96 - 312,59)*
519,70 ' 798,80
Cauda (471,08 - 559,54)® (718,83 - 1.055,03)

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices en minuscula indican diferencias signifi-
cativas entre columnas (p<0,05). Diferentes superindices en maytscula indican diferencias significativas
entre filas (p<0,05).
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Figura R15. Diametro del lumen de epididimos peripuberales y postpuberales. A: diferencias
entre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (panel izquierdo), corpus (panel central)
y cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epididimo; epididimos peripubera-
les (panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama de cajas y bigotes (Box-Plot)
expresados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre
cajas (p<0,05).
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2.2.2.2 Hallazgos en el area

El segmento cauda de epididimos postpuberales presenté mayor area del lumen que
epididimos peripuberales (p=0,0040). No se observaron diferencias significativas en el
area del lumen de los segmentos caput ni corpus entre los grupos (p=0,9144 y p=0,1073,;
respectivamente). Al comparar entre los segmentos del epididimo se observaron dife-
rencias significativas entre todos segmentos del epididimo tanto en los tejidos postpube-
rales como en los tejidos peripuberales (p<0,0001). El segmento cauda fue el que pre-
sentd mayor area del conducto mientras el segmento caput fue el que presenté menor
area del conducto (Tabla R8, Figura R16).

Tabla R8. Area del lumen de epididimos peripuberales y postpuberales.

Dimensiones del lumen

{mediana (Q1-Q3))

Epididimos peripuberales

Epididimos postpuberales

| Caput 22888,01 25365,43
P (19057,08 - 27407,29)% (11317,32 - 36581,16)%
: 30314,70 38290,03
2 ’ ’
Area (ym?) | Corpus (266543,68 - 38566,17)° (26352, 16 - 53862,68)°®
Cauda 12530511 382696,33

(117993,14 - 133624,16) (341770,58 - 744831,61)%

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices en mintiscula indican diferencias signifi-
cativas entre columnas (p<0,05). Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas
entre filas (p<0,05).
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Figura R16. Area del lumen de epididimos peripuberales y postpuberales. A: diferencias en-
tre epididimos peripuberales y postpuberales; capuf (panel izquierdo), corpus (panel central) y
cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epididimo; epididimos peripuberales
(panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama de cajas y bigotes (Box-Plot) ex-
presados en mediana (Q1-Q3). *Diferencias estadisticamente significativas entre cajas (p<0,05).
Diferentes superindices indican diferencias significativas entre cajas (p<0,095).
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Los segmentos corpus y cauda de epididimos postpuberales presentaron mayor peri-
metro del lumen que epididimos peripuberales (p=0,0042 y p=0,0081; respectivamente).
No se observaron diferencias significativas en el perimetro del lumen del segmento

caput entre los grupos (p=0,8816). Al comparar entre los segmentos del epididimo se
observaron diferencias significativas entre todos segmentos del epididimo tanto en los
tejidos postpuberales como en los tejidos peripuberales (p<0,0001). De esta forma, el

segmento cauda fue el que presentdé mayor perimetro del conducto mientras el segmen-

to caput fue el que presenté menor perimetro del conducto (Tabla R9, Figura R17).

Tabla R9. Perimetro del lumen de epididimos peripuberales y postpuberales.

Dimensione_s del Iumer;
(mediana (Q1-Q3))

Epididimos peripuberales

Epididimos postpuberales

605,96
(542,58 737,14)

716,14
(668,46 - 764,19)

643,68
(427,98 - 894,85)

848,08
(659,09 - 1163,61)*

Caput
Perimetro
Corpus
(um) P
Cauda

3302,38
(3140,13 3639,99)%

5732,64
(5032,58 - 6166,33)C

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. *Diferencias estadisticamente significativas entre columnas
(p<0,05). Diferentes superindices en minuscula indican diferencias significativas entre columnas (p<0,05).
Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas entre filas (p<0,05).
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Figura R17. Perimetro del lumen de epididimos peripuberales y postpuberales. A: diferencias
entre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (panel izquierdo), corpus (panel central)
y cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epididimo; epididimos peripubera-
les (panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama de cajas y bigotes (Box-Plot)
expresados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre
cajas (p<0,05).
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2.2.3 Hallazgos en las dimensiones del epitelio
2.2.3.1 Hallazgos en la altura

Los segmentos caput y corpus de epididimos peripuberales presentaron mayor altura
del epitelio que epididimos postpuberales (p=0,0002 y p<0,0001; respectivamente). El
segmento cauda de epididimos postpuberales presenté mayor altura del epitelio que
epididimos peripuberales (p=0,0171).

Al comparar entre los segmentos del epididimo se observaron diferencias significativas
entre los segmentos del epididimo tanto en los tejidos postpuberales como en los tejidos
peripuberales (p<0,0001). De esta forma, se observd que en los epididimos postpube-
rales el segmento corpus fue el que presenté mayor altura del epitelio mientras que el
segmento caput fue el que presenté menor altura del epitelio. Por su parte, se observé
que en los epididimos peripuberales el segmento corpus fue el que presenté mayor al-
tura del epitelio y no se observaron diferencias significativas entre la altura del epitelio
entre los segmentos caput y cauda (Tabla R10, Figura R18).

Tabla R10. Altura del epitelio de epididimos prepuberales y postpuberales.

" Dimensiones del epitelio Epididimos Epididimos
(mediana (Q1-Q3)) peripuberales Postpuberales
Caput 24,76 (21,03-26,85)> ' 19,59 (18,39-21,62) B
Altura (pm) Corpus 45,82 (41,66-49,30)® | 38,66 (34,31-43,61)®
Cauda 23,96 (22,65-25,28)** | 30,20 (28,24-32,88)C

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices en minuscula indican diferencias signifi-
cativas entre columnas (p<0,05). Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas
entre filas (p<0,05)
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Figura R18. Altura del epitelio de epididimos peripuberales y postpuberales. A: diferencias en-
tre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (panel izquierdo), corpus (panel central) y
cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epididimo; epididimos peripuberales
(panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama de cajas y bigotes (Box-Plot) ex-
presados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican diferencias significativas entre

cajas (p<0,05).
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2.2.3.2 Hallazgos en el largo de los esterocilios

Los segmentos caputy corpus de epididimos peripuberales presentaron mayor largo de
los esterocilios que epididimos postpuberales (p=0,0008 y p<0,0001; respectivamente).
No se observaron diferencias significativas en el largo de los esterocilios del segmento
caudaentre los grupos (p=0,6324).

Al comparar entre los segmentos del epididimo se observaron diferencias significativas
entre los segmentos del epididimo tanto en los tejidos postpuberales como en los tejidos
peripuberales (p<0,0001). De esta forma, se observd que en los epididimos postpube-
rales los segmentos caput y corpus fueron los segmentos que presentaron mayor largo
de los esterocilios mientras que fue el segmento cauda fue el que presenté menor largo
de los esterocilios. Por su parte, se observé que en los epididimos peripuberales el seg-
mento corpus fue el que presenté mayor altura del epitelio mientras que el segmento
cauda fue el que presentd menor largo de los esterocilios (Tabla R11, Figura R19).

Tabla R11. Largo de los esterocilios del epitelio de epididimos peripuberales y postpuberales.

Dimensiones del epitelio

(mediana (Q1-Q3)) Epididimos peripuberales Epididimos postpuberales

Largo de los | Caput 8,31 (8,15-8,60)* | 723(6,97-8,05)
esterocilios | Corpus 11,41 (10,22-12,43) 7,39 (7,06-8,06)%
(bm) | cauda 5,11 (4,93-5,29)° 5,34 (4,62-5,92)°

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. *Diferencias estadisticamente significativas entre columnas
(p<0,05). Diferentes superindices en minuscula indican diferencias significativas entre columnas (p<0,05).
Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas entre filas (p<0,05).
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Figura R19. Largo de los esterocilios del epitelio de epididimos peripuberales y postpuberales.
A: diferencias entre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (panel izquierdo), corpus
(panel central) y cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epididimo; epidi-
dimos peripuberales (panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama de cajas y
bigotes (Box-Plot) expresados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican diferencias
significativas entre cajas (p<0,05).
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2.2.3.3 Hallazgos en el diametro de las células principales y basales

Como resultado de la evaluacién de las dimensiones de las células principales y basa-
les de los epididimos de machos equinos peripuberales y postpuberales, se observo un
diametro similar de las células principales y células basales del caput, corpus y cauda
del epididimo entre los grupos evaluados (p>0,05).

Al comparar entre los segmentos del epididimo se observaron diferencias significativas
unicamente en el didmetro de las células principales entre los segmentos caput y cauda
de epididimos peripuberales (p=0,0062). No se observaron diferencias significativas en
el diametro de las células principales entre segmentos de epididimos postpuberales
(p=0,0781) ni en el diametro de las células basales entre los segmentos de epididimos
peripuberales y postpuberales (p=0,1670 y p=0,4777; respectivamente). Los valores
del diametro de las células principales y basales por segmento del epididimo se mues-
tran en la Tabla R12 y Figura R20.

Tabla R12. Diametro de las células principales y basales del epitelio de epididimos peripuberales
y postpuberales.

D'me“es;‘i";‘i‘;?nf::igp“e"° Epididimos Epididimos
~ (me diana__l(Q1-Q3)) | Peripuberales Postpuberales
Diametro de Caput | 7,62 (7,11-8,08)* 8,91 (8,21-9,65)*
las células | bAD -
= Corpus 9,08 (8,69-9,59) 9,49 (9,26-10,24)
principales
(pm) Cauda 9,96 (9,93-10,08)<8 10,30 (10,00-10,55)
Didmetro de Caput 5,21 (5,16-5,33)* | 4,70 (4,59-5,38)»
las células Corpus 5,00 (4,85-5,30)" 5,35 (4,95-5,68)"
basales (hm) [ ;44 4,98 (4,93-5,00)* 5,15 (4,73-5,20)

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices en mintscula indican diferencias signifi-
cativas entre columnas (p<0,05). Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas
entre filas (p<0,05).
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Figura R20. Diametro de las células principales (1) y basales (2) de epididimos peripuberales y
postpuberales. A: diferencias entre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (panel iz-
quierdo), corpus (panel central) y cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epi-
didimo; epididimos peripuberales (panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama
de cajas y bigotes (Box-Plot) expresados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre cajas (p<0,05).
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2.2.4 Hallazgos en las dimensiones del tejido muscular

Los epididimos de equinos postpuberales presentaron mayor grosor de la capa muscu-
lar y mayor numero de capas celulares en todos sus segmentos (caput, corpus y cau-
da) en comparacion con los epididimos de animales peripuberales (caput p<0,0001 y
p<0,0001; corpus p=0,0003 y p<0,0001; cauda p<0,0001 y p=0,0332; respectivamente).

Al comparar entre los segmentos del epididimo se observaron diferencias significativas
en el grosor de la capa muscular y niumero de capas celulares entre todos ellos tanto en
tejidos peripuberales como postpuberales. De esta forma, se observé que el segmento
cauda fue el que presentd mayor grosor de la capa muscular y numero de capas ce-
lulares, mientras que el segmento caput fue el que presentd menor grosor de la capa
muscular y nimero de capas celulares (p<0,0001; Tabla R13, Figura R21).

Tabla R13. Grosor de la capa muscular y numero de capas celulares del tejido muscular de epi-
didimos de equinos peripuberales y postpuberales.

Dimensiones del tejido - ididih
muscular (um) Epididimos peripuberales ss',)tld::li)l:e?:lses
(mediana (Q1-Q3)) _p P
6,97 13,54
. ) Caput (6,71-7,21) (12,24-14,98)>
rosorde |
23,99 38,60
moae, | Coe | e a2 0y
209,91 263,30
| Cauda (182,68-222,32) (248,09-290,73) |
Namero |  Caput | 1(1-2)® - 2(2-2)" '
de capas | Corpus 2 (2-3)¢ 3 (34)* ‘
celulares Cauda 6 (6-6)< _ 7 (6-7)F |

Q1-Q3= rango entre cuartil 1 y cuartil 3. Diferentes superindices en minuscula indican diferencias signifi-
cativas entre columnas (p<0,05). Diferentes superindices en mayuscula indican diferencias significativas
entre filas (p<0,05).
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Figura R21. Grosor de la capa muscular del tejido muscular de epididimos peripuberales y pos-
tpuberales. A: diferencias entre epididimos peripuberales y postpuberales; caput (pane! izquier-
do), corpus (panel central) y cauda (panel derecho). B: diferencias entre segmentos del epidi-
dimo; epididimos peripuberales (panel izquierdo) y postpuberales (panel derecho). Diagrama
de cajas y bigotes (Box-Plot) expresados en mediana (Q1-Q3). Diferentes superindices indican
diferencias significativas entre cajas (p<0,05).
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A partir de los resultados obtenidos, se determind que los testiculos y epididimos
postpuberales presentan mayor desarrollo anatdomico e histoldégico que tejidos
peripuberales. Los cambios macroscopicos mas evidentes hacen mencion al mayor
peso, volumen y tamafio de los tejidos postpuberales.

Los cambios microscopicos mas relevantes de los testiculos postpuberales hacen men-
cion al mayor desarrollo de la linea germinal. En cuanto al epididimo las modificaciones
mas importantes se observaron en relacién a las caracteristicas del epitelio y tejido mus-
cular. Ademas se observé que ciertas caracteristicas histoldgicas se modificaron segun
segmento del epididimo, como por ejemplo, el didmetro del conducto que sdlo fue sig-
nificativo en el segmento corpus de epididimos postpuberales y el lumen del conducto
que solo fue significativo en el segmento corpus y cauda de epididimos postpuberales.

Estas diferencias no sélo fueron observadas entre epididimos peripuberales y postpube-
rales si no también entre los segmentos del epididimo en cada grupo de estudio.
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo el criterio de clasificacién de los grupos de estudio segun peso,
tamafo y volumen testicular fue eficaz en discriminar tejidos peripuberales y postpube-
rales, de los cuales el tamafio y peso testicular fueron la variables mas importantes para
esta clasificacion. En adicién, los autores Nishikawa (1955) y Blanchard et al (2001),
sugirieron que el peso testicular puede ser utilizado como una herramienta para discri-
minar animales puberales siendo aun mas precisa que la misma edad del animal debido
a su estrecha relacién con la pubertad, el establecimiento de la espermatogénesis y
produccién espermatica diaria. De forma similar, en un estudio realizado por Mendes
(2012) en equinos de raza Criolla Brasilera se observé que, a pesar de que existe una
correlacion entre la edad y el peso y tamano testicular, la edad del padrillo no se correla-
ciona con la presencia de espermatozoides en los tubulos seminiferos, y en consecuen-
cia, con la pubertad. Ademas este autor observé que no existe correlacion entre el peso
testicular y el volumen testicular, por lo que, es importante evaluar ambas caracteristicas
reproductivas, de forma similar a lo realizando en este estudio. Cabe destacar, que para
determinar pubertad mediante estas variales es necesario considerar factores como la
raza, el peso vivo y la estacionalidad reproductiva debido a la influencia de éstas en la
variabilidad del tamario y peso testicular e iniciacién de la pubertad (Johnson y Neaves,
1981; Johnson y Thompson, 1983; Skinner y Bowen, 1968; Naden et al, 1990; Johnson
et al, 1991a).

El criterio de clasificacion establecido en este estudio fue corroborado mediante histolo-
gia. Asi, los testiculos clasificados como peripuberales presentaron tubulos con lumen
completamente formado y un epitelio seminifero en desarrollo observando una linea
germinal compuesta por la mayoria de las generaciones celulares. En contraste, los
testiculos postpuberales presentaron tubulos con lumen completamente formado y un
epitelio seminifero compuesto por una linea germinal completa y células de Leydig ac-
tivas. Ademas se utilizaron las muestras histolégicas de testiculos prepuberales como
referencia, los cuales presentaron tubulos seminiferos de escaso desarrollo, epitelio
seminifero compuesto Unicamente por espermatogonias y células de Sertoli, ausencia
o formacion inicial del lumen tubular y células de Leydig inactivas y de escaso nimero,
indicando inactividad germinal y hormonal del testiculo en concordancia con lo publica-
do por Clemmons et al, (1995); Heninger, (2005) y Mendes (2012). Este dltimo autor,
documentd que en equinos de 1 afio de edad (peripuberales) solo el 22% de las células
espermaticas en los tubulos seminiferos corresponden a espermatozoides mientras que
en equinos de 2 afios de edad (postpuberales) el 100% de las células espermaticas co-
rresponden a espermatozoides. Asimismo, los cortes histolégicos de epididimos prepu-
berales evaluados en el presente estudio no evidenciaron espermatozoides en el cauda
del epididimo, mientras que los cortes histoldgicos de epididimos peripuberales y pos-
tpuberales si evidenciaron la presencia de espermatozoides en el cauda del epididimo.
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Otra caracteristica utilizada en el presente trabajo para la clasificacién de tejidos peri-
puberales o postpuberales fue la pigmentacién del parénquima testicular. Los testiculos
clasificados como peripuberales presentaron parénquimas de pigmentacién clara (pun-
taje 2) y pigmentacion media oscura (puntaje 3), correpondientes a testiculos de 38,6
gy 39,7 g de peso. Estos Ultimos posiblemente no hayan iniciado aun la pubertad, de
acuerdo al bajo peso testicular y a la pigmentacion oscura del parénquima testicular ob-
servada, caracteristicas de testiculos equinos sin desarrollo de los tubulos seminiferos
ni formacion del lumen tubular testicular (Bouin y Ancel, 1905; Johnson Neaves, 1981;
Clemmons et al, 1995; Heninger, 2005). Por su parte, los testiculos clasificados como
postpuberales presentaron parénguima de pigmentacién oscura (puntaje 4) debido a
la acumulacién de granulos de lipofucsina en las células de Leydig, indicando que el
78% corresponderian a testiculos de equinos de edades avanzadas (Johnson y Neaves,
1981), y el 22% restante de los testiculos que presentaron parénquima claro correspon-
derian a testiculos de equinos cercanos a la finalizacion de la pubertad (Clemmons et
al, 1995).

Las caracteristicas anatdmicas e histolégicas de los tejidos reproductivos analizados en
este estudio fueron similares a las reportadas por otros autores para testiculo (Bouin y
Ancel, 1905; Fawcett et al, 1973; Skinner y Bowen, 1968; Naden et al, 1990; Johnson
y Neaves, 1981; Clemmons et al, 1995; Mendes, 2012; Moustafa et al, 2015) y epidi-
dimo (Nishikawa, 1955; Arrighi et al, 1993; Arrighi, 2013) de équidos. Sin embargo, en
relaciéon a las caracteristicas histolégicas del epididimo, Arrighi et al (1993) y Arrighi
(2013), observaron la presencia de células apicales, basales y principales en el epitelio
epididimario, lo cual no fue evidenciado en este estudio, observando sélo la presencia
de células principales, basales y del halo.

Ademas se observé la presencia de un gran namero de células inflamatorias y vesiculas
en el interior del lumen de epididimos postpuberales, que no han sido evidencadas por
otros autores hasta la fecha. Seria de gran importancia descartar que la presencia de
estas células en el lumen epididimaio fuera de origen inflamatorio y/o infeccioso con la
finalidad de determinar si estos hallazgos son propias de |la especie equina y poseen al-
guna funcién biolégica en la maduracién espermatica como por ejemplo la de fagocitosis
de espermatozoides defectuosos o que han permanecido por largo periodo en el epidi-
dimo, debido a que los epididimos prepuberales (sin presencia de espermatozoides) no
presentaron células inflamatorias en el lumen epididimario.

Esta bien documentado que los macrogafos forman parte del intersticio testicular en
las especies mamiferas y poseen un rol integral en la funcién testicular. Sin embargo,
la funcion especifica de éstas aln se desconoce. Hasta la fecha se ha evidenciado que
los macrogafos testiculares participan en funciones de inmunoregulacién testicular y
mantencion de la esteroidogénesis y espermatogénesis en animales adultos debido a
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su estrecha relacion con las células de Leydig y de Sertoli (Hedger, 2015). Clemmons et
al (1995) evidenciaron que en equinos los macrégafos se encuentran tanto en testicu-
los prepuberales como postpuberales sugiriendo que, previo a la pubertad, éstos estan
encargados de inhibir la espermatdgenesis y durante la pubertad producen factores
locales paracrinos involucrados en el inicio de la espermatogénesis. Sin embargo, en
el presente estudio solo se observaron macréfagos en los testiculos peripuberales y
posptuberales, debido a su mayor facilidad de deteccién que en testiculos prepuberales,
ya que en testiculos equinos adultos los macrégafos son de mayor tamafio y de mayor
densidad en el testiculo que en tejidos prepuberales (Clemmons et al, 1995). De forma
opuesta, Hedger (2015) documentd que los macrofagos en los testiculos prepuberales
estan inactivos, observandose de menor tamafio y en escaso numero, por lo que, la falta
de observacion de macrdgafos en los testiculos prepuberales analizados en este estu-
dio puede deberse a que no pudieron ser detectados en cortes histolégicos a aumentos
de 400X. Los macrbgafos testiculares se encuentran como monocitos en el intersticio y
maduran a macréfagos mediante la estimulaciéon de gonadotrofinas (Hedger, 2015), du-
rante el periodo prepuberal las concentraciones de gonadotrofinas son bajas (Johnson
et al, 1983) lo que podria explicar la ausencia y |a falta de deteccién de estas células en
los tejidos analizados en este estudio.

En relacién a las caracteristicas macroscopicas evaluadas, se evidencié que los testi-
culos y epididimos postpuberales presentaron mayor peso, tamafio y volumen que los
testiculos y epididimos peripuberales. Este mayor desarrollo tisular evidenciado por el
presente estudio también fue observado por segmento epididimario. De este modo, el
caput, corpus y cauda de los epidididmos postpuberales presentaron mayor volumen
y tamafio que el caput, corpus y cauda de los epididimos peripuberales. Este mayor
desarrollo de los epididimos postpuberales se asocia al mayor desarrollo histolégico
evidenciado en los tejidos postpuberales, observando un mayor diametro del conducto
y del lumen epididimario, altura del epitelio y grosor de la muscultura, que sumado a la
mayor concentracion espermatica, conlleva a un aumento del peso, tamafio y volumen
epididimario de los tejidos postpuberales. Hasta la fecha la informacién referente a la
pubertad en el epididimo y sobre todo en el epididimo equino es casi inexistente. Las
revisiones mas actuales de epididimo en general estan realizadas por Robaire e Hinton
(2015) y en el epididimo equino por Amann (2011b), no obstante, son limitadas.

En el trabajo realizado por Nishikawa (1955), el peso y largo epididimario descrito para
tejidos peripuberales y postpuberales son similares a los obtenidos en este estudio. Sin
embargo, en el trabajo de este autor, pudieron observarse pesos epididimarios de hasta
de 50 g, mientras que en el presente estudio el peso epididimario maximo obtenido fue
de 29 g, debido a que el trabajo de Nishikawa se evaluaron testiculos de pesos sobre
200 g, mientras que en este estudio el peso testicular maximo evaluado fue de 197 gra-
mos. Ademas este autor concluye que epididimos sobre 20 g de peso son considerados
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postpuberales, similar al peso promedio obtenido en este estudio para epididimos pos-
tpuberales (22,89 g).

Este estudio propone el calculo del volumen epididimal por segmento a partir férmulas
segun la forma geométrica de cada segmento, de forma similar a como se calcula en
el volumen testicular. Estas férmulas que podrian ser utilizadas como una herramien-
ta util en determinar la capacidad de almacenamiento espermatico en los diferentes
segmentos del epididimo. Sin embargo, mas estudios son necesarios para acreditar la
utilizacién de esta férmula.

En el caso del testiculo, esta diferencia en el peso, tamano y volumen testicular esta
dada por el aumento de las concentraciones de LH, FSH y testosterona durante la pu-
bertad (Naden et al, 1990), las cuales actian en el testiculo estimulando la iniciacién de
la espermatogénesis, lo que un aumento del largo y diametro de los tubulos seminiferos,
formacion del lumen tubular, un mayor numero y tipo de células germinales, aumento de
la poblacién de células de Sertoli, reemplazo de macréfagos por las células de Leydig
(Jonhson y Neaves, 1981; Johnson et al, 1983; Clemmons et al, 1995), ademas de la
modificacion en la localizacién y distribucidn receptores de andrégenos en el testiculo
(Bilinska et al, 2004). Por su parte, durante la pubertad el tejido del compartimento tu-
bular aumenta en relacion al tejido del compartimiento intersticial, observando que en
asnos esta relacion aumenta de 42% en animales prepuberales a 78% en animales
postpuberales, lo que incrementa el peso, tamario y volumen testicular (Moustafa et al,
2015).

En comparacién a los valores de peso, tamafio y volumen testicular de tejidos peripu-
berales reportados por otros autores, los valores de volumen, ancho y largo testicular
de tejidos peripuberales obtenidos en este estudio fueron mayores que los reportados
por Mendes (2012) en equinos de 1 afio de edad de raza Criolla Brasilera, y superiores
a los pesos testiculares de padrillos peripuberales de 1,5 a 2 afios de edad observados
por Clemmons et al (1995).

El desarrollo de la vascularizacién del testiculo y epididimo es un factor importante du-
rante la pubertad. Esta mayor irrigacion permite un mayor intercambio de hormonas y
nutrientes desde la circulacién sistémica hacia estos tejidos, dentro del testiculo y entre
el testiculo y el epididimo, ya que durante la pubertad se generan conexiones vascu-
lares entre los vasos sanguineos que irrigan al cauda del epididimo y la red vascular
intratesticular permitiendo la llegada de altras concentraciones de testosterona para el
desarrollo del epididimo (Kormano, 1967; Robaire e Hinton, 2015). Este mayor desarro-
llo vascular en los tejidos reproductivos postpuberales también fue evidenciado en este
estudio, tanto en el testiculo como el epididimo equino. Esto explicaria la correlacién
positiva entre en peso del testiculo y del epididimo observadas en este estudio. Asi, a
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medida que aumenta el peso testicular aumenta el peso del epididimo, evidenciando un
crecimiento conjunto de ambos tejidos durante la pubertad, necesarios para el correcto
desempefio en sus funciones reproductivas. Sin embargo, este aumento no es propor-
cional en ambos tejidos. En los tejidos peripuberales el peso del epididimo representa
una cuarta parte del peso testicular, mientras que en los tejidos postpuberales el peso
del epididimo representa una séptima parte del peso testicular. Se observé que el peso
del testiculo aumenta significativamente, mientras que el peso del epididimo aumen-
ta gradualmente hasta que el testiculo alcanza los 110 gramos de peso, momento en
el que el epididimo alcanza su peso maximo y luego se mantiene constante. De este
modo, el presente estudio propone que el peso del epididimo equino aumenta durante
la pubertad alcanzando su peso maximo y se mantiene constante una vez completada
la pubertad, a diferencia del peso testicular que aumenta constantemente desde la pu-
bertad y durante la mayor parte de la vida del animal.

De forma similar, la razén entre el volumen epididimario y testicular es mayor en tejidos
peripuberales, siendo también similar a lo observado en 1a razén entre el peso epididi-
mal y testicular. Esto sugiere que durante la pubertad existe un crecimiento acelerado
del testiculo y del epididimo debido a los cambios en la maduracién y especializacidon
de los tejidos necesarios para el correcto desempefio de las funciones de morfogénesis
y maduracion espermatica, y que en el caso de los testiculos, estos cambios contintan
posterior a la adquisicion de pubertad y finalizan con la madurez sexual, segun lo des-
crito por Johnson y Neaves (1981) y Han y Lee (2013). Esta diferencia en la tasa de
crecimiento entre tejidos reproductivos ha sido observado en otras especies animales y
se debe a que los érganos reprodutivos en el macho poseen diferentes tasas de creci-
miento durante la pubertad segun la distribucion y nimero de receptores a andrégenos
(Adebayo y Olurode, 2010; Hany Lee, 2013).

Las diferencias observadas en la tasa de crecimiento no solo fueron evidenciadas entre
tejidos si no también dentro de un mismo tejido, evidenciando diferentes patrones de
crecimiento (largo, ancho y alto) entre los segmentos del epididimo. De esta forma, el
segmento epididimario cauda de tejidos postpuberales aumenté en todas sus dimensio-
nes a diferencia del corpus, que aumento solo en largo y ancho, y el caput que aumenté
unicamente en altura, sugiriendo que durante la pubertad los segmentos del epididi-
mo crecen a diferente velocidad. Estas diferencias en el desarrollo anatémico segun
segmento (caput, corpus y cauda) permiten sugerir que los mecanismos que regulan
el desarrollo del epididimo y/o los receptores presentes en cada segmento difieren en
entre si. De forma similar a lo observado por Xu et al (2010), quiénes reportaron que la
proliferacion celular del epididimo de rata durante el desarrollo postnatal estd mediada
por fosfatasas, enzimas las cuales no estimulan con la misma intensidad el desarrollo
celular en todo el epididimo, siendo este efecto superior en el desarrollo celular de los
segmentos del caput y corpus.
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En relacién a las caracteristicas microscopicas de los segmentos caput, corpus y cauda
del epididimo evaluadas en este trabajo, se evidencié que los epididimos postpubera-
les presentaron mayor desarrollo celular y tisular que los epididimos peripuberales, en
todos o alguno de sus segmentos (p<0,05). El corpus fue el segmento que presenté
mayores modificaciones histomorfométricas asociadas a la pubertad siendo signficati-
vamente diferente en todos los parametros histomorfométricos evaluados. Asi, el corpus
de epididimos postpuberales presentdé conductos de mayor didmetro, lumen de mayor
diametro y perimetro, epitelio de mayor altura, esterocilios de mayor longitud y tejido
muscular de mayor grosor y nimero de capas celulares que el corpus de epididimos pe-
ripuberales (p<0,05). Estas diferencias también han sido evidenciadas en otros mamife-
ros como el murciélago, donde se reportd que el diametro del lumen, altura del epitelio
y grosor de la musculatura de corpus fue superior en individuos adultos en comparacién
con los individuos juveniles (Danmaigoro et al, 2014).

El caput fue el segmento del epididimo que presenté menores modificaciones histo-
morfométricas asociadas a la pubertad, siendo la Unica caracteristica relevante la ma-
yor altura del epitelio y mayor grosor y numero de capaz celulares de tejido muscular
en epididimos postpuberales. En el caso del cauda, los cambios histomorfométricos
mas relevantes asociados a la pubertad fueron observados en el lumen tubular y tejido
muscular, evidenciando que el cauda de epididimos postpuberales presenté mayor dia-
metro, area y perimetro del lumen tubular, y tejido muscular de mayor grosor y mayor
numero de capas celulares que el cauda de epididimos peripuberales (p<0,05). Estos
cambios estan asociados a la capacidad anatdmica necesaria del corpus y del cauda
para la realizacion de las funciones de maduracion y almacenamiento espermatico du-
rante el transito de éstos por el epididimo, en comparacion con la funcién de reabsor-
cion del fluido testicular del caput. Las diferencias en el desarrollo celular evidenciadas
segun segmento (caput, corpus y cauda) sugirien que los mecanismos que regulan el
desarrollo celular del epididimo y/o los receptores presentes en cada segmento difieren
en entre si (Xu et al, 2010), de forma similar a los resultados obtenidos en este estudio
en el desarrollo anatémico del epididimo.

Al comparar entre los segmentos del epididimo en tejidos peripuberales y postpuberales
se evidencié que el cauda del epididimo presenté mayor diametro del conducto, diame-
tro del lumen, area del lumen, perimetro del lumen y grosor del tejido muscular y numero
de células musculares que el corpus, y este ultimo a su vez, mayor desarrollo que el
caput, tanto en epididimos peripuberales como postpuberales. Ademas se evidencid
que el corpus presenté mayor altura del epitelio en comparacion con el cauda y el caput
en epididimos peripuberales, y mayor altura del epitelio en comparacién con el cauda,
y este a su vez, mayor altura del epitelio que el caput en epididimos postpuberales. De
forma similar, el corpus y caput presentaron mayor largo de los esterocilios del epitelio
que el cauda, tanto en epididimos peripuberales como postpuberales. Diferencias entre
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los segmentos del epididimo también han sido evidenciadas en otras especies mami-
feras como la rata de baston mayor (Adebayo y Olurode, 2010) y el canguro (Khamas
et al, 2014). Estos autores reportaron diferencias en el diametro del conducto, la altura
del epitelio, el numero de capas musculares y el grosor del tejido muscular entre seg-
mentos de forma similar a lo observado en este estudio. A pesar que los valores de las
mediciones varian segun la especie, se mantiene la tendencia morfométrica entre los
segmentos.

El “segmento inicial” del epididimo no fue incluido en las evaluaciones histomorfométri-
cas debido a que este segmento no fue distinguible macroscépicamente como los de-
mas segmentos del epididimo y debido a que las muestras histoldgicas correspondian
a tejido del conducto eferente o caput del epididimo en el total de los tejidos analizados.
Segun la bilbiografia consultada, no existen trabajos que mencionen la existencia de
este segmento en el equino (Jiménez y Ruibal, 2004, Amann, 2011a; Arrighi, 2013).
Probablemente el epididimo equino no presente “segmento inicial’, a diferencia de otras
especies animales y el humano donde si ha sido documentada (Benoit, 1926; Abe et al,
1984).

El analisis macroscépico y microscopico realizado en este estudio demuestra que el
tejido testicular y epididimario equino se modifica durante la pubertad, evidenciando un
aumento en el crecimiento, desarrollo y especializacién de estos tejidos. Durante la pu-
bertad ocurren modificaciones en la expresién génica y protéica del testiculo y epididimo
equino, que lo cual estimula un aumento de los receptores de gonadotrofinas y aroma-
tasas en el testiculo y epidididmo equino (Herrera-Luna et al, 2015). Esto ultimo es de
gran importancia debido a que la estructura y funcionalidad del epididimo esta regulado
por un complejo de factores endocrinos, neuronales, lumicrinos y paracrinos, dentro de
los cuales los andrégenos corresponden al componente mas importante (Hedger, 2015).

En el caso de los testiculos postpuberales, el mayor desarrollo se debe a los cambios
celulares, tisulares y hormonales que ocurren durante la pubertad. Dentro de estos, los
cambios mas relevantes corresponden a la formaciéon del lumen de los tibulos semini-
feros, la formacidn de la barrera hemato-testicular, el desarrollo de la linea germinal, el
aumento y diferenciacién de las células de Leydig y de Sertoli, y el aumento en las con-
centraciones plasmaticas de LH, FSH y testosterona (Johnson y Neaves, 1981; Johnson
y Thompson, 1983; Naden et al, 1990; Clemmons et al, 1995; Heninger, 2005). Estos
eventos puberales estan regulados por factores de crecimiento, enzimaticos y molecu-
lares (Abe et al, 1984; Holland y Orgebin-Crist, 1988; Turner et al, 2007; Xu et al 2010;
Hany Lee, 2013), como el inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina (CDKN1B) que
regula el desarrollo de los tubulos seminiferos, la hormona anti-Mulleriana y el receptor
de andrégenos que regulan la maduracion de las células de Sertoli (Almeida et al, 2012)
y el factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-I) que se ha vinculado entre otras
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funciones a la regulacion de la espermatogénesis y de la funcionalidad de las células de
Leydig (Yoon et al, 2011). En el caso del epididimo, es evidente que la expresidn de ge-
nes, factores de crecimiento presentes en el fluido testicular y epididimario y hormonas
como la testosterona regulan el desarrollo de éste durante la pubertad, de forma similar
a otros tejidos reproductivos como el testiculo (Almeida et al, 2012). Sin embargo, a
pesar de la importancia del epididimo en |a fertilidad y a los estudios realizados para
comprender este evento, los mecanismos especificos que regulan el crecimiento y dife-
renciacién del epididimo durante el periodo postnatal son desconocidos hasta la fecha.
Abe et al (1984) y Alexander (1972) postularon que el fluido producido por el testiculo y
la region proximal del epididimo influyen en la diferenciacion de las células principales
a lo largo del epididimo. Sin embargo, la identidad de los factores involucrados en este
evento aun no han sido comprobados.

76



Francisca Andrea Ebel Barrera, MV

1. Proyecciones

El presente estudio ha abordado de manera exhaustiva y detallada la evaluacion ana-
tomica e histoldgica del testiculo y epididimo de equino alrededor de la pubertad. En el
futuro, estudios complementarios orientados al andlisis de la expresion de proteinas y
transcriptos en estos tejidos en animales puberales permitira profundizar el conocimien-
to sobre la regulacion de la expresién génica en ambos tejidos durante este proceso tan
relevante para la fertilidad del animal. La caracterizacién de los cambios moleculares
peripuberales del testiculo y epididimo equino podran contribuir a la comprensién de las
observaciones resultantes de los estudios macroscopicos y microscopicos obtenidos
en este trabajo de tesis, contribuyendo al conocimiento de las bases moleculares de la
morfogénesis y maduracién espermatica durante la pubertad en el equino.
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VIl. CONCLUSIONES

Segun las evaluaciones realizadas en este estudio se concluye que:

Durante la pubertad ocurren cambios tanto anatdmicos como histolégicos en el
testiculo y epididimo equino, y en los diferentes segmentos del epididimo.

Los testiculos y epididimos postpuberales presentan mayor desarrollo anatémico e
histolégico que tejidos peripuberales.

Los cambios macroscépicos mas evidentes fueron el mayor peso, volumen y tama-
Ao de los tejidos postpuberales.

Los cambios microscépicos mas relevantes de los testiculos postpuberales fue el
mayor desarrollo de la linea germinal.

Los cambios microscopicos mas relevantes de los epididimos postpuberales fue el
mayor desarrollo del epitelio y del tejido muscular, siendo el corpus epididimario el
segmento con mayores modificaciones.

Al comparar entre los segmentos epididimarios, el cauda fue el segmento que
presenté mayor desarrollo del conducto, del lumen y del tejido muscular en com-
paracién con el segmento caput y corpus.

El peso testicular en conjunto con la pigmentacién del parénquima testicular y la
histologia son herramientas confiables para determinar el estado puberal en el
equino sin la necesidad de conocer la edad de animal.
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