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~ ~' . :· :. . .. - . .'.·. ::": - ; 

El epididima··_es un Órgano·.-:q8',·tránSitÓ dft )os'espermatozo1des. 

es aQui .d·~,~·~~~ ~s:~~~·"·:-pé~_t{~~~~:~~~;~-in~\-~~)~-do~:i~re-n la maduración 

fisio1Ógic8 ~-~~a_:;;_;f-~~c;~~.~-cl~:~~~ -~-:-'V~~ >6VU1o·s o células sexuales 

femeniñás, ~- ~~~-¿~~~;;/:d~-~:{i~~, h~<',~~~;~:::~-~~~di>.-~a.dUración espermática 

é 89df~~d ;~ .. ;·{~:;:{~,' ·c>r9ebi ri~éi-~ st~~~~:::~.-,-~·~,~:-~::.~~~76 :· _ _,·, cOu'rot, 1981 ; Carneo et. 
' , .... _ ·:::\:~~~.-~~ . • '::::~:. "-,;·-.~ -~?i' . .... - . -~ 

a 1 ·•· · 1 sea,:,: _,, '"'-- :·E;~;;.<;;;t :)_;i~t~;t::~iA~~~~~:~_;_:::~ 

La ~a·d~-~~~,~,¿~· :.;:·:asp·erm·át.1 cEl'f: :~· :~~~-~ry:~~- '_;::_¡·~~ ' a 1 gunas pr:oteinas, 

praduc;ciás. poi';',1aS:'"c~]u1füaffiú~J~~1~;¡Lci81 '8p{didimo e Ki 11 ian ánd 

Chappian, 1s~_o:fL Ho~~fün~~·tricly;~i1Tia~;¡ · 1981: Brooks, .1983; 

~l; ck.i Íiger :·-~:·1~8-i':~~)? cit~~.'~::(~J;Ji:f~~~=i'i~t!~~ d·~-~-a~d~Óg·~~Os ~ 
Desde el punto cÍÉÍ ~i~tá:::t;';;t;i,Tó!íi'~bi·el ·epididimo se caracteriza 

- ~" ' 
ci 1 indrico 

seudoestratfficadO-_~~~~-,~~~;t~r~6~; 1·ios y/o microvel losidades, con 

una membrana basal·. Dicho epitelio está formado por cinco tipos 

celulares: Células_. P.rincipales, basales, halo, estrechas y claras. 

De los cinco tipos celulares, las células principales desempeñan 

el pap~l_ más importante, ya Que metabolizan testosterona a 

dihidrotestost0rona, ~iendo este el andrógeno más activo ( Tindal 1 

et al., 1974; Danzo and Eller, 1978.), 

En este trabajo el objetivo fué, determinar en un modelo de 

cultivo celular en monocapa, la acción de los andrógenos en la 

diferenci_aci_ón de las poblaciones celulares en el del epididimo de 

rata"· y, mediante un rastreo isotópico, determinar la acción 

enzimática presente en la formación de DHT a partir de 

testosterona exógena, relacionando asi los cambios morfológicos 

con los fisiológicos. 



En· ·el presente trabajo de. tesis, se cultivaron células de 

eoidídimo· de ratas ~ (cepa ·wiStarl, reciéñ. ~~c.';áas 

administró 

de 5% de CO 
2 

o 
y 95% de aire a 37 e, 

,,' -~·'.: _:/ ~·--,-.//·>::.·-·.::<:·::·.·.::-:,::-. 
a·n cond i ¿·i Oné-s. -~~té·r·i 1 eS·:~· 

... -,,; __ .---., 

" Posteriormente, se tomaron fotograf.fas a micros~o~_i~_. '~-~- ··.iuz 

(contraste· de fases), ·se proceáaron algunas muestras .. tanto - de 

controles como de tratados para_ micr:-oscopi8: el_ectróniCa ··de 

transmisión y se tomaron cultivos posteriores para reali?!,ar_ ~)as 

pruebas de ester~sas no especificas y Acido Peryodico-Schiff_-.-

Por otro lado, se Cultivaron células de epididimo y se .les 

agregó ·testosterorla tritiada [1,2,6,7,16,17-3H(N)]-Testosterona" 

( 100 000 cpm) Y se tomaron alícuotas de los medios de incubación 

para determinar por cromatografía de placa fina, los metabolitos 

pr~ducidos a partir de la testosterona, conocer asi el 

porcentaje de transformación que existe de testosterona a 

dihidrotestosterona (DHT). A la par, se realizaron bioensayos con 

fragmentos de epididimo de ratas adultas incubándolos por un lapso 

de 6 horas y procesando las muestras para determinar el porcentaje 

de transformación de testosterona a OHT, con el fin de poder 

comparar estos resultados (en donde se sabe que ex íste una buena 

cantidad de OHT a partir de testosterona), con los resultados que 

se obtuvieron de los cultivos realizados y los experimentos de 

recién nacidos. 

Los resultados mostraron oue en los cultivos tratados con 

testosterona exógena, las células presentan algunos cambios en su 

morfología, como son la presencia de inclusiones 1 ipidicas 

presencia de mi tocondri as con crestas tubulares. Además, estos 



cultivos muestran ·reacción-positiva a la prueba de PAS y a la 
~- ... - . " " 

rea·cCióil de'-· ester·a'a'~·a no especificas a los siete dias, dichos 

rá~u'l-~~'~:~~<.-: ~~-~~cidieron con la presencia de DHT a los siete dias 

a~·:" c~~~:-~~?'.·.Y. __ -~l hecho de que se presentó una minima cantidad de 

DHT en :18s ·rat~s recién nacidas. 

Lo anterior es importante porque mostró la edad aproximada 

en que las células del epididimo ya poseen una maquinaria 

·cerizimát1ca ma.dura para metabolizar andrógenos como la testosterona 

hacia DHT ( B horas con células en cultivo) y también se pudieron 

observar algunos cambios morfológicos en las células que realizan 

dicl)o metabolismo 

crestas tubulares) . 

inclusiones lipidicas, mitocondrias con 



INT.RODUCCION 

~1 apa-rató' reproductor ~asc_u._~ i,n~!- ;cuya tUnción es la 
i ::. _".,:".~~ ::: . ' .. ;· ·;: .. - -. ,, : .-

' ~~º~.U~c~-~.,; ·de - '-ª~P.a.~·~~~-~~~o\~~s y·;~;~~:~:~~.?n~-;~il- de·· -a-ndróg9nos, en 

general , se 'BnCUeñ·tra-:.:inte9r·ád0 -~ci~·-; .. ;¿~~~p;·~.::-~::.~ testicúlos y un 

-si Stema -~~~~ ~~g~~:~i;·~~~-i~~-,~¿;~~:~.;~_~:~.Ll-~:~~\\:~-~·;:;·~~-~:~~:~i~-~ .;-.,~ ~ ~- :_,-·6~~-du.6to de 1 

e·Jl"i_d id; ~-6;~--~-;~:'.6~ndu~fi.:-:rJJ;;~~~~-te-~~).'.~j_·a_{;~'.;jc;~~j~·~º· .:eYSéul 8dor: >, < f; g • 

. ~:~~i'~t~~J¿~(tf ::~lii!i~1~~~~l~;1~::~[~ªt:~::~~::~al:~s o :~:::~: :: 
"'·' ' , .. ,_:, __ ·:·· . ...-, 

'dS-:: -C-?W:pe-r,~~~t{B1'00íff :y-~-~a:Wé0tt::· -1s·a·a1-~::-_Además en algunos mamíferos 

como°'- el ratón; hay otras -91árí-ciulas como las ampulares 

Cada parte integrante del aparato 

reproductor mascul inO, cumple funciones especificas que cuando se 

int~gran, dan como resultado la producción de los gametos 

masculinos y por otro lado, la producción de andrógenos. 

Parte importante de este proceso, lo constituye el epididimo, 

órgano de origen mesonéfrico Ca partir del conducto de Wolff), 

cuyo papel es determinante en la maduración espermática, por lo 

tanto en la fecundación de los gametos femeninos por parte de los 

espermatozoides fértiles. Se considera oue este órgano ha 

evolucionado tanto anatómica como fisiológicamente, desde un 

simple tubo para transporte de espermatozoides en peces 

(Henderson, 1962}, hasta una estructura bastante compleja con 

gran variedad de funciones en mamiferos marsupiales ( Temole-Smith 

Bedford 1 1980} 1 y demás mamíferos, 

El epidídimo, es un órgano, integrado por varias estructuras, 

como son: el conducto del epididimo (tubo único muy enrollado, 



que- .-::deSCansa·:.~ a., lo.:largO de la superficie posterolateral del 

testi-~ur~)\· :-~ ~ú-f"0~r:-8n~~S .-estructuras tisulares, tejido conjunt.ivo 

,)~se'¿·~ ~·~:/i~~g:(~_~;)~¿;~~:lo ·~1-i so, { Borysenko, M. et. al·.~ 1985 >'. 
ha 11 a revestido por 

pse~·~?~S.t~~-~_ij,_·1.~_Bdo :_··con estereoci 1 ios, y 

un epit81 ;O c-01uriir18r: 

consta de:·cinCo' t;p-~~ 

·c-el~-i~~~~:~:; ;--~'étÜ1'1~~;- pri'ncipales, estrechas, claras, basales ~-(~~-~:~-~-~-~ 
< Refí:fis/L;}}'cleland, K. w., 1957). 

'e·(:·~~;,i-~~:fi~::~e 'encuentra rodeado por capas de músculo l·i~C{Y)t _ 

~~j ~~-?:_-~-~~}~~~~~~X:~~:~Y~'~;;~-1-~ri zado. 

MSc.r'~SCóri'iC'am~e-nt·e-~;.--=o -e-r epi didimo se di Vi de 

a> -6~-~~:~:¡:_·,:_-)·~'.~~la:~), :~·u~· cent i nua después de un 

¡;;: 

'i,·-.. 

en _-tres--·· ·re9.i ane-s·: 
s9gm8ñt0- · 1"~~i~Ji;~i\ 

se encarga de unir al 9p;.é/f·d~~Ó:-:;¿;g:~ ·"::;\·-; 
-~-et~':·;2t~S€i:s'-~~4'-y:~:c lOs : túbulos efererites. 

'''(._<__:' 

b) cuerpo '.,c_Cc;ff"pü'~·) ·, ciue-corresponde a la región media·. 

c) co18''.'· céaüda), porción terminal que se continlla con el 

cond~~to :d·~-;~~~~,t~·. 
L·a ll:-iZ'.,,d~:l cond.ucto va disminuyendo conforme se avanza de la 

cabeza ·-a la cola, de forma contraria .a lo que sucede con la 

muscul.~tura lisa, que aumenta en grosor conforme pasa de cabeza a 

cola.:Al microscopio óptico, el epitelio posee los tipos celulares 

ya mencionados cuyas caracteristicas se describen a 

cent i nuac i ón: 

CELULAS PRINCIPALES.- la microscopia óptica convencional, 

permite observar, las células principales del segmento inicial, 

aue muestran un núcleo. a diferente nivel, razón por la cual 

algunas células que·,poseen·-·su núcleo en la parte superior, han 
- . - . . , . ' 

sido referidas como·:_·~·é1~~{~.~;~-;,~-~,~-~les CHamilton,1975, Reíd, 1957, 



sun, 198.0). En· general, l~s células principales son moderadamente 

coloreadcis Cc;>il largas, poseen núcleo 

redoñ'aO"~ p=áiiciO ~o·~:.-·~-Ü-~i~~l-~'·;·~r-6~·~~c~;~~~·: y algunos gránulos densos 
:_, • :-.·;:~. , .; ,e-.~·"- ;.~•-r~.: e 

supranucleares; las 
:~;~1~~a~i~~~~;P;~i;i1!tr~n~::·;~~.~~:s c::::~::::::c:: ::mb:::ez~~ 

- cú8rP0.=.~~rf:o.~:~O'fa-~-:~~ya ~~QUS-~'Ei~t
0

a~\S-0J(>fl0tl0r0s a las del segmento 

tamafio irregular con 
-~º 9~á~ú·l~~- 'd;ns~s -e~ la parte basal de las células. 

La rriicroscop!a electrónica caracteriza estas células 

porque ·su membrana plasmática basal hace contacto con la membrana 

basal - subyacente por· medio de procesos celulares, ya sean anchos 

o delgados. En la región apical de estas células se encuentran 

pequefias invaginaciones entre las bases de las microvellosidades 

en la membrana plasmática y se extienden hasta el citoplasma, 

subyacente a la superficie celular apical, se localizan grandes 

ves!culas de superficie membranosa aparente (100 nm. de diámetro), 

(Hoffer, A. P., et al, 1973; Flickinger, c. J. ,1979). Existen 

también numerosas vesiculas grandes sin una en vol tura membranosa 

aparente, tipo endosomas, (150-300 nm. de diámetro), tales 

elementos o vesiculas lisas, son más o menos esféricas y pálidas, 

las que contienen acúmulos de material. En la región apical 

también hay mi tocondrias, filamentos, poli somas, reticulo 

endoplásmico rugoso, endosomas, cuerpos multivesiculares pálidos y 

microtúbulos. 

La región supranuclear de estas células contiene al 

aparato de Golgi formado por muchos sáculos y elementos 



vesiculares. asociados_ de tamafio. pequeño e interconectados. Existe 

una di.fereric-i8 ~·'8nt're las células principales de la cabeza y las de 

la cola ·ya que las primeras, -tienen gran cantidad de lisosomas 

(Friend~- igf;g--j·, .. Bn ·81 ·cuerpo -también se presentan pero_~-> con 

diferente forma. Otra diferencia es que sólo en_ el"; cu8rpo h~_Y 

goÚ tás de lipidos: distribuidas al azar. 
.:~-:¡;~~~ ·;~'.·:~·· 

-CELULAS ESTRECHAS. - Son exclusivas del segmento e in'ie>'J.ifr" y~y,;,¡',: 

distinguen por su citoplasma denso, núCleO d9nso ·Y al8igild0 ·Bn ia 

mitad superior de la célula y una base estrecha. no bien definida 

que hace contacto con la membrana basal. 

su ultraestructura muestra células columnares altas y más 

estrechas que las principales, con su núcleo en la parte media. Son 

ricas en mitocondrias dispersas por todo el citoplasma, t:ienen 

abundantes elementos vesiculares pequefios y sin envoltura en su 

región apical y poco reticulo endoplásmico rugoso. Los cuerpos 

multivesiculares muestran una matriz pálida, moderada o densa y 

son evidentes en la región supranuclear con posibles lisosomas. 

El aparato de Golgi tiene numerosos sáculos y vesiculas 

asociadas y se encuentra en la región supranuclear a todo lo largo 

del nócleo. En la región basal hay retículo endoplásmico, 

polisomas y mitocondrias ( sun y Flickinger, 1980); a través del 

citoplasma existen muchos gránulos de glucógeno en grupos. 

La diferenciación de células precursoras hacia células 

estrechas, parece ser independiente de andrógenos ( Delongeas y 

Gelly, 1985). Estas células son precursoras de las células claras 

(Sun y Flickinger, 1979). 



- CELULAS CLARAS. - Estas células, se identifican en, la'~ tres 

regiones, por su región apical altamente vacuólada y la Pres'encia 

de numerosos gránulos densos abajo o arriba del mlcleo que puede 

estar en diferente posición. El nllcleo es redondo, pálido y con. un 

nucleolo prominente. La región basal, se halla con frecuencia 

llena de cuerpos moderadamente densos o pálidos. 

Desde el punto de vista ul traestructural, se aprecia la 

región apical con numerosas vesiculas pálidas de diferente tamafto; 

tienen una gran región supranuclear con abundantes cuerpos densos 

y en su región basal, se encuentra el nllcleo con una cantidad 

variable de gotas de lípidos, Presentan microvellosidades de la 

membrana plasmática apical hacia el lumen e invaginaciones en 

dicha membrana. En la región apical, entre la cisterna de reticulo 

endoplásmico rugoso y mitocondrias hay vesiculas no envueltas de 

diferente tamaf"io. Grandes vacuolas s~n envoltura en la región 

apical con elementos membranosos de diferente tamafto, Hay 

ribosomas libres y varios tllbulos apicales membranosos. cuerpos 

ácido-fosfatasa positivos de naturaleza lisosomal. 

En la región basal se encuentra el nllcleo pálido y abundantes 

gotas de lípidos, poco retículo endoplasmático, polisomas y 

mitocondrias. La membrana plasmática basal constituye una unión 

uniforme con la membrana basal principal adyacente, y muestra 

vesículas tanto cubiertas como no cubiertas. 

-CELULAS BASALES.- son células planas, alargadas cercanas a la base 

del epitelio, donde entran en contacto con la membrana basal. 

Poseen un n\lcleo esférico o alargado moderadamente denso con 



parches t!e .crOmatina condensada pe.riférica, rodeada de citoplasma 

pálido. 

La microscopia electrónica, nos permite caracterizar estas 

células por ser pequef\as y redondas o alargadas con núcleo grande 

y poco citoplasma. Tienen una gran superficie de contacto con la 

membrana basal fundamental. Estas células no tienen contacto con 

el lumen. Existen algunos desmosomas entre las células basales y 

las principales (Hamilton, 1975), el poco citoplasma que rodea al 

nllcleo tiene aparato de Golgi, mitocondrias reticulo 

endoplásmico rugoso poco desarrollado, pocos l i sosomas, cuerpos 

multivesiculares gotas de l ipidos ocasionales. Vesiculas 

envúeltas y sin envoltura a lo largo de la superficie, cuerpos 

multivesiculares y 1 isosomas que sugieren endocitosis (Hami lton, 

1975). 

CELULAS HALO.- Se hallan distribuidas a todoe los niveles del 

epitelio y se pueden identificar por su núcleo denso con parches 

de cromatina condensada periférica rodeada por citoplasma pálido. 

A nivel de microscopia electrónica podemos observar que son 

semejantes a los linfocitos ( Hamilton,1975: Flickinger,Howards 

English, 1978; Goyal, 1985; Hoffsr, 1978). Se hallan en la llimina 

propia. fundamental poseen un núcleo en forma de "C" con 

numerosos parches de cromatina, su citoplasma es pálido, tienen 

reticulo endoplásmico rugoso poco desarrollado, mitocondrias 

ribosomas libres, aparato de Golgi muy desarrollado, asociado a un 

par de centriolos, vesiculas pálidas en su citoplasma Y también 

algunos cuerpos ligados a la membrana rodeados por una región m4s 

pálida (estos son fosfatasa-ácida positivos y tienen naturaleza 



lisosornal), hay pocos cuerpos mu1tiv~sicular6s y no existen 

uniones --evidentes. entre las células. 

Existen evidencias eta la presencia de; una barrera 

anatómico-físi<?lógica, entre la sangre y los testiculos. La primera, 

fue hecha por Friend y Gilula, en 1972, y posteriormente fue 

confirmada por otros investigadores (Cavicchia, 1979; Suzuki y 

Nagano, 1978; Greenberg y Forssmann, 1983; Hoffer y Hinton, 1984). 

Dicha evidencia consiste en la presencia de uniones estrechas 

entre células principales adyacentes en el epididimo de rata; 

Suzu}ü y Nagano notaron que la organización geométrica de estas 

uniones disminuye en m.\mero desde el segmento proximal hasta el 

distal del epididimo. 

La barrera funcional existe debido a la diferencia de 

concentración de los compuestos orgánicos e inorgánicos entre el 

fluido luminal y la sangre (Crabo y Gustafson, 1964), Idea que se 

reforzó después con los experimentos de micropuntura de varios 

investigadores, (Jenkins, Lechene y Howards, 1980; Turnar, et. 

al., 1984; Johnson y Howards, 1976; Turnar, et, al., 1985). 

Con respecto a las funciones del epididimo, se pueden citar 

las siguientes: 

Al Absorción del fluido de la rete test is. 

Dicho fluido se absorbe en la cabeza por medio de difusión 

pasiva (Crabo y Gustafson, 1964), se absorbe agua y están 

involucrados dos iones dependientes de andrógenos, el ión cloro 

(en la cabeza} y el ión sodio (en la cola}. Se ha observado la 

endocitosis que realizan las células epiteliales al utilizar 

varias moléculas en diferentes experimentos realizados, por 

10 



ejemplo, la ferritina catiónica, la ferritina nativa la 

peroxidasa, mismas que fueron fagocitadas por las células 

epiteliales. En el segmento proximal de la cabeza, dentro de las 

células principales, se encuentra la proteina 1 igadora de. 

andrógenos ( Pelliniemi, L. J. 1 et al, 1981; Attramadal, A., et 

al, 1981). La al fa-2 macroglobul i na y la transferrina se hallan 

secuestradas en vesfculas que son recicladas al lumen. 

B) Secreción de proteinas. 

El epididimo es capaz de secretar carnitina (porción 

distal de la cabeza), inositol (cauda) y glicer1lfosfor1lcolina 

(cabeza) . El epididimo toma azúcares y los incorpora a sustancias 

que se liberan al lumen, dicha sintesis y transporte es más rápida 

en la cabeza y cuerpo que en la cola. Han sido identificadas, una 

serie de protefnas similares, dicho grupo de protefnas, se 

relacionan con la maduración espermática y su sfntesis, la cual 

está mediada por andrógenos, tales protefnas son, entre otras: 

gl icoproteina epididimal ácida, proteina de la motilidad de 

Forward, protefna DE, protefna IV y Protefna F. 

C) Sfntesis y metabolismo de asteroides;. 

En el epidfdimo, existe biosfntesis de testosterona a partir 

de acetato, colesterol, pregnenol ona, progesterona o 

dihidroepiandrosterona ( Fig. B). La progesterona se convierte en 

mataba 1 i tos 5-a- reducidos. 

La enzima 5-a-reductasa, utiliza como sustrato a la 

testosterona para transformarla en dihidrotestosterona (OHT), 

compuesto que sirve como sustrato a otra enzima importante, la 3-

a-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que transforma la DHT, en 5-

11 



a-androstan-3-a-17-B-ol, andrógeno inactivo y sustrato de la 17 

a-hjdroxi lasa. La 3-a-hi droxiesteroide deshidrogenasa, es 

una enzima que puede ser dependiente de1 NADP o del NADPH y que no 

cambia con la edad, además de que permanece constante a .1o largo 

de todo e1 epididimo. La 5-a-reductasa se encuentra ,ligada.a 1a 

membrana, su pH óptimo es de 6-7 y requiere de NADPH como 

cofactor, en algunas especies es mayor en e1 epitelio de la cabeza 

y se detecta a las 6 u 11 semanas de vida. 

Cabe señalar que 1a dihidrotestosterona (DHT) es 

precisamente el andrógeno más activo, el cual se ha comprobado que 

es capaz de estimular la formación de ARNm, que sintetiza la 

gl icoproteina ácida epididimaria (GAE), además de incrementar la 

sintesis de otras proteinas. Dicho andrógeno, es metabolizado por 

las células principales a partir de la testosterona. 

O) Sintesis metabo 1 i smo de otros compuestos como 

prostagl andinas. 

Existe la sintesis de compuestos como el glutation, que es 

mayor en la cola del epididimo y le sirve como protección de la 

enzima para los espermatozoides en contra de sul fhi dri los 

endógenos libres. Las prostagl andinas se presentan en mayor 

cantidad en 1a cola del epi didimo y la vitamina "O", que también 

es mayor en la cola y hasta el momento se desconoce su función en 

di cho órgano. 

E) Espermiofagia. 

Los espermatozoides no eyaculados 1 son eliminadas en algunas 

especies a través de la orina, pero no en todas, por .lo -tantO se .ha 
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éstos, 

pos i b lamente ~'.~ti~Úi ~~¡,s';'~~I"} g1 gll{ f~.;~.;; 'qu f~'i c~,'~·' ~~~4~; co, 

CNeaves, w. _H-~ -,-, 1s7_s-;\-:_F:fiCk.inserJ.~c\[:"J·~-~·~:1912: ~'~:·~.1º~~-r-, T. o.,. 
1969; Hoffer, A. p;~ H~'~i.1~-º~;_o'; w;:'i:.;;ci,J:awcet_t; o. w:, 1975J. 

,- • ·---;"· •' -;:- ,".:"_f•i,•"'-· ~7 .-,--, .-·-o 

::·:-;·-">'.~:::·~.-:: ·,·· ... ·" ,~::·-: ~:-:.'.?· ].{~·~~'.~ ~/:«'~ .. ,: . 
COMPOSICION.·LuMINA'L.; }~j;j_;~~~•foc;• ~::~::;: ;; 

Por el iu·me:ri;i"cirC~~ir~·~~~~í-~un·oa·; ~el~~~~tos importantes como 

a9ua, - iCm~~~~~'~\!~·OYé~Üf~1f~~~~fó~i~¡rfi~C~~-'~--:- -·-pe-Q-uSílBs, proteinas, 

·' 's-1_ i Cop~-~t9·.!·~~~.i:: .:~ ~-~~~~:-~,~-~i:J:~b:~'.,~~~</_;E01 :;·-f.1 úf'do 1 umi nal , posee un pH 
;g__, ~ 

que ---dis-mi nüYe, de.=-f:'a1: ~n :'.J"~'s-\tábiii:O-S1·:sem1fiiferos hasta e. 48 en 1 a 
-~:::_:.,·: --· 

cabeza distal y. luego'-eumenta;''.a:.e·:as'en la porción distal de la 
-- - --·-- -.oo;·----,~~~-"'"~"------ --.-

cola (Levine y Marsh,··1s1i>; 
:-:·"·\' 

Entre las moléculas ohJáni·~·ri·S que circulan por el lumen, 

podemos citar la 
'.'.~<- ,;-.: ·¡;· .. ·::· 

6-~~¡, i ti na;:_ ' gl iceri lfosfor.i lcol ina, 

fosfocolina, inositol, ácido ··._siál.ico (Arora, Dinakar y Prassad, 

1975), glicerol (Cooper y Brooks, 1961), prostaglandinas, 

glutation, ácido ascórbico y·vitamina D. Los principales iones 

que se encuentran en al epidfdimo, son el sodio, potasio, cloro y 

fosfato, estos varfan en conceritración y d.istribución a lo largo 

de 1 conducto ( Crabo y Gustafson, 1964). 

Dentro de las moléculas orgáni.cas, es importante destacar que 

la carnitina ha sido propuesta como un posible precursor de la 

aceti lcarnitina 1 fuente de energfa para los espermatozoides 

(Casillas, Villalobos y González, 1984) 1 o también como molécula 

promotora de la maduración de los espermatozoides durante su paso 

por el epi didimo (Casillas y Chaipayungpan, 1979). 

Tanto la glicerilfosforilcolina como la fosfocol ina 

• 
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intéi'Vienen en la concentración de testosterona y 

dihidrotestosterona en el epididimo. Algunas proteínas presentes 

en , el lumen son secretadas por el epitel.io, pero. se ha propuesto 

que también pueden ser secretadas o absorbidas por los 

espermatozoides ( Wong, Tsang y Lee, 1981) . La albúmina, la a-2-

macroglobulina, la transferrina y la proteína ligadora de 

andrógenos, son algunas de las proteínas que se han encontrado en 

el fluido luminal del epididimo (Turne"r, et. al., 1984; Wong y 

Yeung, 1978; Skinner y Griswold, 1982). Otras proteínas están 

presentes pero sólo se tiene evidencia indirecta de su presencia, 

tal es el caso de glicoproteina epididimal ácida (Lea y French, 

1981), la glucoproteína ácida dimérica ( Sylvester, Skinner y 

Griswold, 1984) y la proteína de la motilidad (Brandt, et. al., 

1978). Enzimas importantes, presentes en el lumen, son 

galactocil transferasa (Hamilton, 1980), la a-1, 4-glucosidasa 

(Paquin, 1984), la angiotensina I (Hohlbrugger, et. al., 1982; 

Hohlbrugger y Dahlheim, 1983) y una glucoproteina de alto peso 

molecular (> 1,000,000) que se ha propuesto que tiene la función 

de actuar como substancia de inmovilización para' los 

espermatozoides (Usselman y Cona, 1983), a dicha proteína se le ha 

denominado mucina y es la causa de una viscoelasticidad muy alta 

del fluido luminal de la porción caudal del epidídimo de rata. 

Los espermatozoides, se encuentran en el lumen de la porción 

caudal del epididimo. 

La regulación de las funciones hasta ahora descritas, tanto 

epiteliales como luminales, se hallan reguladas por andrógenos y 

en particular, podemos citar a la testosterona y algunos 
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metabolitos So-reducidos de ésta, la única función que no se 

encuentra directamente regulada por andrógenos, es la 

espermiofagia, ( Orgebin-Crist, H. c., Danzo, B. J. y Davies, J., 

1975). 

Se ha confirmado la presencia de receptores ci toplásmicos 

epididimales (Ritzen, et. al., 1971; Hansson, et.al., 1973) que 

permiten el ligamiento de la DHT ( dihidrotestosterona) , mismo que 

puede ser bloqueado por antiandrógenos como el acetato de 

ciproterona y la flutamida (Tindall, et.al., 1975; Tindall, et. 

al., 1974; Danzo y Eller, 1975). En 1971, Ritzen et al. reportó 

una segunda proteína con alta afinidad de ligamiento en el citosol 

y que es sintetizada por las células de Sertoli y penetra al 

epidídimo vía conducto eferente, dicha proteína fue denominada 

Proteina-Ligadora de Andrógenos ( ABP) . 

Además de estas proteínas, se han podido identificar algunas 

hormonas como la pro lactina, el estradiol y otras sustancias como 

la vitamina D, que posiblemente tengan algún papel importante en 

el tejido, pero que todavía no está bien establecido. Es 

importante mencionar el papel que le ha sido atribuido a la 

aldosterona, mineralocorticosteroide adrenal localizado sobre la 

células claras, que es el de regular la concentración de los 

espermatozoides en el epididimo, (Jenkins, A. D., Lechene, c. P. y 

Howards, s. s., 1983; Hinton, B. T. y J<eeper; D.A., 1985; Turnar, 

T. T. y Cesarini, D. M., 1983). 

Otro papel importante es el que juega la vitamina D, que es 

el de mantener la homeostasis del calcio y fósforo. 
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Tubulos eferentes 

Tó.bulo 
semi ni fero 

EPIDlDIMD 

Segmento distal 
(cabeza) 

Conducto 
deferente 

FIGURA A. REPRESENTACIDN DI-TICA DEL TESTICULO, MOSTRANDO LA 

LOCALIZACION DEL EPIDIDlllll Y SUS PARTES. 

< Tomada de Knobil, E. Th• physiolOQY of Ñ!production, p&o. 1001) 
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ACETATO------> COLESTER.Ol."".'.~- ~.<' NAOPH 

+o 
'2 

22' ~-~;IriRb~1c6L~STEROL 
,· "; '· ·'''T ':NADPH + o

2 

, . ,'· 201'',J;~L~}~~¿~~XIC~LE~T~ROL 
-:;~~.,.:; -:. ~ ~,--G"c:; ~~fff:: __ :>i~·-:,N!'~Pl:f_ -~.o 2 

. PREGNENOLONA'+'' ISOCAPROALDEHIOO 
NfD~.H - , - - _ i ¡-------NAP ( P) 

...: : _...; _______ -------~------ : --------: -----313-H i drox i ste roi de 
: 17a-Hidroxi lasa · : deshidrogenasa 

! PRo&esTERONA 
: NAD(P) NADPH :313-Hidroxisteroide 

17a-HIORbxrPREGNENOL~NA ---------!----> 1 ~a-~IOR~~~~~g~~g~~~~~A 
l Esteroide 3'3-Hidroxisteroide :Esteroide 

NAOPH : 017-20 1iasa deshidrogenasa NADPH :c11-20 

. j NAO(P) !liase 
OIHIDROEPIANOROSTERONA -------- :----------> ANDROSTENEOIONA 

: 313-Hidroxisteroide : 17í3-Hidroxi 
NAOPH : deshidrogenasa :steroide 

: 1713-Hi droxi steroi de deshi drogenasa 
l deshi drogenasa NAOPH-----: 

ANDROsrÍNEOIOL ----: --------------------------- > resrbsrERONA 
: 313-Hidroxiateroide : ! ! 

NAO(P) deshidrogenasa : : l A 
: -------------------------------------------: : : 
; : ! 5a-Reductaea : : o 

i NAOP NADPH ANOROSTENEOIO~A i : 
. D~T <------------------------> 5a-ANOROsrÍNEOIONA ¡ ; 
+ 1 f: : s 
: i3a-oeshidrogenasa : ~ 1 a 

sa-AN~: OS TAN' 3a' 17B OIOL <----¡--------> ANDR~ : TERONA ¡ 
! i 10'3-oxidoreductaea ! ! l

7
a 

Sa-ANO~OSTAN-313, 1713 DIOL <---------> EPIANOROl;feRONA E 

¡ : ~ 
5a-ANO~OSTAN,313,6a, 1713 TRIOL ----> 5a-ANDROSTA~,313,6a R 

: OlOL 17 ONA A 
: : o 

5a-ANO~OSTAN,313-7a,17B TRIOL ----> 5a-ANOROSTA~,313,7a b 
OIOL 17 ONA. L 

FIG. B RUTA METABOLICA DE HORMONAS E:STEROIDES. 
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OBJETIVO 

Determinar los efectos morfofuncionales y metabólicos de la 

administración exógena de testosterona, sobre .el epi didimo de 

ratas recién nacidas y adultas, asi corno en cultivos celulares de 

dicha estructura. 
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HIPOTESIS 

Si la testosterona administrada de manera exógena en 

bioensayos y cultivos primarios de epididimo de ratas recién 

nacidas, produce cambios morfológicos a nivel de organelos, estos 

podrán ser identificables por técnicas inmunocitoquímicas y 

ul traestructurales. 
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i-t:ATER.IAL,ES .Y. METODOS. 

a) MATERIAL' BIOLOGIC'o; 

se · ut 11 i ZarCn 
-. :;:.e-·.-:, •. '" ~ .;. -,- -, ~ . (' ;;; ., ; .• ,-_, _-r 

ratas macho: recién nacidas de la 
¡.·;·· ··: 

cepa 

proporcjcl,{"·d~~'.' por~ el :bioter,i~,.de \1a.Facultad de Medicina 

U.N.A •. M. ,. 

b) MATERIAL NO BIOLOGICO. 

Wistar, 

de la 

1. Acetato de etilo Ma111nckrodt, Inc. Paria, Kentucky, 
U.S.A.). 

2. Acetato de urani lo Sigma-Chemica_J _ Co~ St. Lou_is, ~ Mo. 
u.s.A. l. 

3. Acetona ( Merck-México, S.A.). 

4. Acido sulfúrico ( Merck-México, S.A.)'; 

5. Albúmina C Sigma Chemical Ca. St. Louis'; 

5. Antibióticos ( Microlab, México ) • 

7. Araldita 5005 Ciba-Geigy, S.A. Basilea, 

B. Azul tri pano Merck-México, S.A.). 

9. Benzal (Farmacéuticos Altamirano de México, S.A.). 

10. Buffer de fosfatos ( Merck-México, S.A.). 

11. Citrato de plomo ( Merck-México, S.A.). 

12. Cloruro de potasio, KCl J.T. Baker, S.A. de C.V. México). 

13. Cloruro de sodio, NaCl Merck-México, S.A.). 

14. ODSA (Oodecenyl Succinic Anhydride), ( Merck-México, S.A.). 

15. DMP-30 (2,4,6-tri(dimetilaminoetil) fenal), 
S.A.). 

16. Diclorometano ( Merck-México, S.A.). 

Me rck-Méx i co, 

17. Estándares: Androstened i ona, Testosterona, 5-a-Oi ona, 6-B­
Diona 1 Androsterona y Dihidrotestosterona ( Sigma Chemical 
Ca. St. Louis, Mo, U.S.A.), 
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10. Etanol (' M~:ck-~é~ico-, 5,¡.;;¡; 

19. Eter'~tÚic~'~c~~~~~2Mé~i-~o;{s. Á. 

20. ~~s~:ª .. '~~.~-i:l~~~s· ~;i~~ir~ '. ;~~~·6~~~:~·-1.-~:·~·,, KH PO 
- -- :.2 .4 

(J.T, Baker' S.A.- de 

e:. V ~,~:·t:t~it§·o~t~:~:· -,:_--.;~ 

21. r G·1ut~~a-fd'eh·-f:d~ 71~~~r~~~tJ~:A~~l~-~-:~:,~~;-~·:iJ': e•> 

22.~~~xii~~.i/(;.í-1:¡\•;;1~·~~r¿J~fr:1n~::;,d~is, i<e~tuci<y¡ u!s.~:i. 
•23; ~id~¿~~~¿"·;~~¡~;fé~~iíicií-o; N~ fi~o . - e ·M.;rcK~Mé~-i~c,;~'.A;·i: i 

-: ,,:,:;:'é•.;;o. -_ -~ __ : -- --- -- - - . 2 4 

·24. Inhi°-bid'b~ ;d~· TÍ;ipsi·n~ ( 
0

Sigma Chemical C:o>st; Loufa:· Mo; 
u.s.-A;i:-

25; ~'.;dj~ ··d.; cultivo: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
~(Gibco Laboratories. Life Technologies, Inc. Grand ·Is;land, 
N.V. u.s.A. ). 

26; Methyl p~Hidroxybenzoato ( Marck-México, s;A. )"; 

27. POPOP ( 1 , 4-bis-[4-Methyl-5-phenyl-2-oxazol yl J benzene) 
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.S.A.), 

28. PPO ( 2,5-diphenyl-oxazole), ( Sigma Chemical Co. St. Louis, 
Mo. u.s.A. ). 

29. Tetróxido de osmio (Merck-México._ S.A.). 

30, Suero bovino fetal (S .• B.F.) ( Microlab, México.). 

31. Testosterona fria 
U.S.A.). 

Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. 

32. Testosterona marcada (1,2,6,7,16,17-3H (N)]- Testosterona 
(0,250 mCi) ( ou Pont, NEN Products, Boston, MA.) 

33, Tolueno ( Merck-México, S.A.). 

34, Tri psi na ( Sigma Chemicnl Co. St, Louis, Mo. U.S.A.). 
(Gibco Laboratories, Life Technologies1 .Inc. Grand "Island, 
N.V. u.s.A. ). 

35, Triton X 100 ( Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.S.A. ). 
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CULTIVO CELULAR. 

Para realizar el cultivo celular, se utilizaron los epididimos de 

ratas macho de 1 a cepa Wi star 1 dentro de un rango de edad de O a 

6 dias. El instrumental adecuado para la disección, se esterilizó· 

en una solución de benzal, durante un lapso de 30 minutos. Las 

ratas se desinfectaron perfectamente, con benzal por unos minutos 

y en seguida se col acaran en una campana de extracción, donde 

fueron decapitadas. Para su disección, se sujetó perfectamente el 

ejemplar decapitado en un soporte de fondo obscuro, y se procedió 

a la extracción de los órganos correspondientes. Dicha operación 

se practicó mediante una incisión en la región posteroventral del 

ejemplar. Una vez abierto, el ejemplar se colocó en el microscopio 

de disección y se ubicó la vejiga urinaria, como referencia para 

identificar los testiculos donde a su vez se localiza el 

epididimo, que se encuentra en la superficie posterolateral de los 

mismos. Habiendo localizado los testiculos, se extrajeron 

completos y se colocaron en una caja Petri con solución salina 

++ ++ 
balanceada libre de Ca y Mg (S.S.B. ), con antibióticos 

(10,000 unidades/ml. de penicilina y 10,000 micro gramos/ml. de 

-est.reptomi ci na). Posteriormente se disecaron los epididimos, 

tratando de eliminar la mayor parte del tejido Que rodea al 

conducto epididimario. Una vez disecado el tejido, se colocó en un 

tubo cónico con 2 ml. de solución enzimática de tri psi na 0.25X, 

(ver apéndice) 1 para su disociación. La disociación del epi didimo 

se llevó a cabo por medio de resuspendido mecánico-enzimático del 

mismo, QUe consiste en hacer pasar el tejido QUe se encuentra en 

solución enzimática da tripsina, por la punta de una pipeta, 

bombeando varias veces. Se tomaron cinco fracciones de tejido a 
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intervalos de 5 -minutos, es decir se resuspendieron las células en 

2 ml. de solución de tripsina ,- 'po'r 5 minutos en el primer_ tubo, al 

trancurrir los 5 minutos, Se detiene la dis6ciaci6n ezimática,. con 

inhibidor de tripsina y el tejido que no se terminó de disociar, 

se pasó a un segundo tubo, donde se re suspendió por otros cinco 

minutos más con 2 ml. de solución de .tripsina, al término de los 

cuales, se agregaron 2 ml. de inhibidor de tripsina para detener 

la disociación y nuevamente, el tejido que no se alcanzó a 

disociar, se pasa a otro tubo y se sigue disociando hasta 

completar 25 minutos, esto tiene la finalidad de detener la acción 

enzimática sobre las células y evitar as1 una mayor muerte 

celular, que se podria presentar si disociamos por un lapso de 25 

minutos continuos. El inhibidor de tripsina se utilizó al doble de 

concentración de la solución de tripsina O. 50%, ver apéndice), 

para asegurar que se detuviera la acción de la enzima sobre las 

células, por lo que al final de la disociación, se mezclaron 

perfectamente las cinco fracciones, y se dejó una sola suspensión 

celular. 

Posteriormente, dicha suspensión, se centrifugó a 1000 rpm. 

durante 10 minutos para separar el inhibidor y la tripsina de las 

células, se decantó el sobrenadante y se dió un lavado con 5 ml .. de 

medio de cultivo, resuspendiendo las células y centrifugando por 

otros 10 minutos a 1000 rpm. Una vez lavadas las células, se 

procedió a contar las células colocando 50 µl. de suspensión 

celular y 50 µl. de azul tripano (ver apéndice), de esta dilución 

se tomaron 50 µl. y se colocaron en la cámara de Neubauer o 

hemocitómetro, y se contaron las células que se encontraban en las 

23 



subdfv.isio~0s :""' o·-~U~cÚ:.antes de dicha cámara. Sólo se contaron las 

células que no se tiñen de azul, .ya que estas son las. únicas 

vivas, deSPuéá·;·_al' nómero de células se sustituyó en la fórmula: 

4 
No.,. céhtlas. = ( 1/ factor de dilución ) ( 10 ). 

Asf podemos conocer el número de células que se tienen por cada, 

miriJftro, que para este trabajo fueron 750,000 en promedio. 

Finalmente, se sembraron 750 000 células para loa lotes 

control y el mismo número para los tratados, sobre cubreobjetos, 

dentro de las cajas Petri de 10mm. de diámetro, agregándoles 2 .5 

ml. de medio de cultivo previamente preparado, (ver apéndice). 

Las muestras ya sembradas y perfectamente etiquetadas se 

o 
incubaron a 37 e con 95:t de oxigeno (O ) y 5% de dióxido de 

2 

carbono (CO ) por un lapso de dos semanas durante las cuales se 
2 

les aplicaron 1 as pruebas de este rasas no especificas, fotografia 

a microscopia de luz ( contraste de fases) y prueba del Acido 

Peryódico-Reactivo de Shiff, esta última prueba, también se 

practicó a la par en cortes de intestino delgado para tomarlos 

como control y poder compararlos con los cultivos de epidfdimo 

realizados, obteniendo asf información cualitativa del contenido 

de mucopol isacáridos. 

El medio de cultivo se cambió cada tercer dfa, verificando la 

viabilidad de las células en el microscopio. 

a) Muestras tratadas. 

Se tomaron cinco cajas Petri que contenian células, además del 

medio de cultivo, 50 microlitros de testosterona 100 nM, frfa, 

sin marcar, (ver apéndice). 
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b), Mué~tra~. cO~troi .• 

se ut·i·l :{Z'~~-c,;n·~ ·C'i-nCi:»,:· Cajas conten.i ando.:.·. :Sº J.a~ent~ las 
: '.' :: .. ,' . . · ~~'-::-- ·. :;(-.> ··.:.;: ·_: : 

células. y. médiO dEÍ C::uítiva: 
Los ·"ci.n"·ttV~~-~- se inCubaron por siete dfas y se realizarori las 

p~:ú~_~á~~-, ~c·~rr~·SPórldi~-n:t:es- cada d1a, es decir se sacaron una por 

De estas células sembradas se tomaron muestras tanto de 

controles como de tratados para realizar diversas observaciones a 

nivel de microscopia electrónica de transmisión, análisis de 

esterases, fotografia y fotomicrografia y análisis cromatográfico 

de actividad enzimática esteroidogénica, es en este último 

análisis cuando se utiliza la testosterona marcada. 

Cada uno de los estudios antes mencionados se real izaron bajo 

la misma metodologia general, pero fueron manejados bajo 

condiciones especificas, dependiendo del tipo de estudio 

real izado. Estas condiciones se especifican en la parte 

correspondiente. 
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- ·. ' -' ''._;. ' . :. - : ' ·:;:' '-~- ' : ·. 
MICROSCOPIA. ELECTRONICA DE TRANSMISION; 

Para estB t~~-b:~j~~, se '~Pli.~ó microscopia elBctrÓnica de 

tranSm'iSión sólo a lás células en cultivo~ Para .. facilitar su 

inBnSJo, se sembraron 'sobre - Cubreobjetos de v.idrio · Nci". · 1, 

· cóni::enid;;~ ~n· cajas Petri de 10 mm. de diámetro. 

Los pasos a seguir en este tipo de microscopia son: 

Fijación.- Se utilizó técnica de inmersión, ya que ·sólo se hizo 

microscopia electrónica de las células en cultivo, tanto controles 

como tratados con andrógenos ( testosterona no marcada). 

A las cajas que contenian las células cultivadas, se les 

agregaron ml. de fijador, se utilizó glutaraldehido 2.5% en 

buffer de fosfatos 0.1M a pH 7.2 - 7.4, el tiempo de fijación 

varió de 30 a 60 minutos, dependiendo de las necesidades del 

tejido. Las muestras se lavaron por decantación con buffer de 

fosfatos de sodio 0.15M a pH 7 .4 1 haciendo 3 cambios de 10 minutos 

cada uno; las muestras se pueden quedar en buffer durante 24 

hrs. a 4 grados centigrados. 

Postfijaeión u osmificación.- Se hizo con tetraóxido de osmio al 

a: en buffer de fosfatos O. 2M pH 7. 4 de 1 - 2 hrs. 

Esto permitió obtener mayor contraste y mayor estabilidad en las 

membranas. Realizada la postfijación, se procedió a lavar las 

muestras en buffer de fosfatos 0.15M, con 3 cambios de 15 minutos 

cada uno. 

Deshidratación.- Las muestras se deshidrataron con una serie 

ascendente de alcoholes. El procedimiento de deshidratación se 

hizo de la siguiente forma, ut.ilizando alcohol etilico: 

Alcohol SO• para lavar las células en cultivo. 
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A 1 cohol :.70% 

Alcohol 80% 

Alcohol 95% 

Alcohol 100% 

1 cambio de.1.0.mins;·.en·:e_ste paso _s9_pueden 

quedar los tejidos:durante 6 hfs., 

1 cambio de 10 mins·. 

2 cambios de 10 mins. cada.uno. 

cambios de 15 mi ns. cada· .uno. 

El ti ampo de deshidratación no debe exceder de '2 hrs. 

Infi 1 tración.- Se realizó con una mezcla de resina-solvente 

en este .caso, Araldita-Tolueno en proporcióri 1 :-1. Las muestras se 

decantaron, y se les adicionó solvente, realizando 2 cambios de 10 

minutos cada uno, con la finalidad de extraer los residuos de 

alcohol en_ los_ tejidos y obtener mayor penetración de la resina. 

Inclusión y polimerización.- Se llevó a cabo con araldita-

. tolueno, la cual se preparó de la sig. manera: 

DDSA 

Araldita 6005 

Tolueno 

DMP - 30 

3.5 ce 

5,0 ce 

5.0 ce 

0.12 ce 

(endurecedor l 

(resina} 

(solvente) 

(catalizador} 

Se adicionaron cómo se mencionó anteriormente. Es necesario 

fabricar recipientes de aluminio de 1 cm. de altura y en el fondo 

colocar una gota de resina, después se colocó el cubreobjetos con 

las células cultivadas y por último las células se cubrieron con 

resina, Este recipiente se colocó en una estufa a 60 grados 

centigrados por 1 hr., es recomendable hacer 2 cambios de resina. 

Finalmente, se desprende el cubreobjetos las células son 

colocadas en cápsulas de plástico que ya vienen con la forma del 

molde adecuada y se orientan apropiadamente, (parte Plana del 

tejido hacia el fondo de la cápsula), se cubrieron con resina Y 

se etiquetaron para su identificación. La polimerización ocurre 
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cuando las cápsulas se introducen en la estufa a 60 grados 

centígrados y el tiempo varía de 12 a 24 hrs. 

En la elaboración de las cuchi 1 las se utilizaron barras de 

vidrio LKB, de 40 cms. de largo, 7 mm. de grosor y 26 mm. de 

espesor, previamente lavadas libres de polvo y grasa. 

Antes de real izar los cortes, se moldearon los bloques de resina 

para obtener una pirámide truncada, formando un pequefi¡o cuadrado 

donde se encuentra el tejido, y una base amplia. 

Los cortes se realizaron con un ultramicrotomo manual Porter­

Blum, MT-1. 

Las cuchillas contenían un pozo con agua bidestilada para permitir 

que los cortes flotaran y por refracción de la luz, se supo el 

grosor de los cortes. Este pozo se logró colocando una cinta 

engomada y sel lada con esmalte transparente para uf\as. 

El espesor de los cortes fue: 

1 micra •••...••••••• color verde 

90-60nm .••.••••..•. color plata 

Los cortes adecuados para microscopía electrónica de 

transmisión son 

cortes semifinos 

Tos plateados y Tos grises, mientras que los 

( verde) son empleados para identificar las 

estructuras a estudiar por medio de microscopía de luz. 

Para contrastar, se requirió de metales pesados. Los cortes finos 

se co 1 oca ron en rej i 11 as de cobre pequeRas 300 mesh se 

contrastaron con acetato de urani lo al 2X alcohólico en 

metanol al sox Tas muestras se lavaron en metanol 50~. 

requiriendose de 3 cambios de 1 min. Se dejaron secar las muestras 

sobre papel filtro durante 10 mins. Y después se colocaron en 
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de ·P.10mo con la cara-que ·contlén·e. las C:é1U'ias hacia 

en contacto con el citrato de -plOl}ll? por. ·JO ;:¿~·i·~~\\.~ ~-'~1 
citrato es eliminado con agua bidesti lada, haCi~ndó~ 3 6·~~:bi·~'~ dS.:-1 

citrato 

abajo, 

, . __ , ~,';·:.-· -·- "[:~'.~ .(:·· 

-•. : • ..<; min~ cada uno. 

Las 

~;;·- -

muestras se dejaron secar sobre papel filtro P.'?.':' :H)' n1J~1; :·v: :·-·por 

último se observaron en el microscopio elect'.ón.ic:~- ~-~_::~-:~~-~~~~~-~1~r' 
( Zeiss, M-109), para identificar estructuras y· poder-:·~bt-eri~-,:. ·:~:1·a·s---· ·. 

micrografias correspondientes del tejido. 
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TECNICA PARA ESTERASAS NO ESPECIFICAS. 

Reactivos necesarios: 

1. Na PO 
2 4 

2. KH PO 
2 4 

3. Acetona 
4. Formaldehido 37% 
5. Pararosan11ina 

6. HCl concentrado 

7. Nitrito de sodio 4% 

e. Alfo. naftil acetato 

9. Eter monometir etilen glicol" 
10. Hematoxilina de Harria 
11. NH OH 

4 

Todos los reactivos utilizados correspondieron a la marCa Merck­

México, S.A. 

A) Solución fijadora: 

20 mg. de Na PO , 100 mg. de KH PO , 30 ml. de agua destilada, 45 
2 4 2 4 

ml, de acetona y 25 ml, de formaldehido 37" (guardar en 

refrigeración). 

B) Buffer de fosfatos: 

I. - 9. 465 g, de Na2HP04 en 1 1 i tro de agua destilada 

II.- 9,070 g, de KH2P04 ( 1/15 M ) en 1 litro de agua destilada. 

Se mezclan 85 ml. de I y 15 ml. de II. 

C) Pararosanilina: (Deba ser reciente) 

250 mg. de pararosanilina en 5 ml. de agua destilada y 1.25 ml. de 

HCl concentrado, calentar suavemente, se deja enfriar y se filtra. 

Se mezclan igual velamen de pararosani1ina y solución de nitrito 

de sodio al 47' y se dejan reaccionar por 1 minuto. 

O) Solución alfa naftil acetato: 

Disolver 50 mg. de alfa naftil acetato en 2.5 ml. de atar 

monometi 1 eti len gl i col. 

E) Mezcla de incubación: 
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3 ml. de -pararosanilina hexazotizada con-:la solución de alfa 

nafti 1 ~~e:t.~~~-·Y 45 ml. de buffer, se ·ajúSta:·~; PH ·a 6.1 con Na OH 

1N •.. -_La - mezcla se filtra anta·s de- .usS-rs~·:.~; se le agrega a la 

muestra y se deja 45 minutas •. se '._.la~~n ·~On agua destilada y se 

obs~rvañ al microscopio d& fu-z-. -12-o~~--~-~1t.iVó~' que tienen color 

café-rojizo, son las que present~n:~;,-~-~-t-~~~-~-~d de esterases. 

Esta prueba, sólo se practic_ó·a las células en cultivo, 

tanto a controles como tratadas •. _ c~~~ -~4_ hOras -Para ver el momento 

en que presentaban reacción positiva a esterasas no especfficas. 

Todos los reactivos utilizados fueron de la marca Merck-México, 

S.A. 

RE'ACCION DE' ACIDO PE'RYODICO-SHIFF 

Esta reacción se 11 evó a cabo, para detectar 1 a pres~~~; a de 

mucopol isacáridos en los cultivos celulares de epidfdimo. La 

metodologfa para dicha reacción fue la siguiente: 

1.- Fijar las células en buffer neutral de formol al 10~. 

2.- Lavar con agua destilada. 

3.- Agregar solución de azul alciano PH 1.0 por 30 minutos. 

4.- Quitar el exceso de azul alciano con un papel secante Y lavar 

con agua por 5 minutos. 

5,- Oxidar con solución de ácido peryódico por 5 minutos. 

e.- Lavar con agua circu1ante por 5 minutos. 

7.- Agregar solución reactiva de Schiff por 10 minutos. 

s.- Enjuagar con solución de metabisulfito de sodio, tres cambios 

de 2 mi nutoa cada uno. 
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9.- Lavar con ag1Ja circulante por 10 minutos. 

10.- Deshidratar con alcohol 95" 1 alcohol absoluto y aclarar 

con xi lol. haciendo dos cambios en cada uno. 

También esta prueba se aplicó solamente a-las células en 

cultivo utilizando reactivos de Merck-México, S.A. 
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CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA. 

La cromatografia.de capa' f.ir:!a '.Y_ e1'-,us'O.:d'9.-.radioisótopos, son 

dos técnicas que permite-ri conocSr··el p[)rcént8je: de ,,~-:-transformación 

que hay, de ruta 

metabó 1 i c'a . p9r l ~ ,' ac6 i ~~--~'.-de:/~-n~}~~~'.';'~~-~~-~::¡·~~~ ~~~--:-~ Los pasos que 

S; gui er~n., p(i_~a t·a1; e-fBcto ·;·tl:~:r_ci;ri:;i~~ ;~--~ _-, ,_ ,.,_ 
~~>~-'- ";_;: - --

« ':.,~o;?~:=~ ;.j-.·~-0- -- -

se 

INC.UBACION. _. 

a) Células dj~o~_;B~as~d~- ~Prd_i imo.~dB )~-tas·· recién nacidas. 
-- -·.·:-.-:J r; •' ',·~-~~:_'.:, > 

~er~~d()~; .;.;~ MeciiCi' ~efa~,t,~~J;i¿s;~~ccó E:asle Modified < DMEM 1 

albúminá ~-á,ª Cien, ;,;1'{:.:~~:~t~~ p~~ minuto de hormona marcada 

Cte:S-tost8~-0h8 ':·~~~-~;~d~>eon 'tritiO o 
3HT), en baRo Maria a 

por:,- la incubación 

37 
o 
e 

cada 

CinCO -~;m:.it6s·._-Una·-vez terminado el tiempo de incubación se detuvo 

o 
esta con 10 ml. de éter fria y se cong016 a - 20 c. 

b) Células. de epididimo de ratas recién nacidas en cultivo. 

Se - Sembraron 000 000 de células, de la manera antes 

descrita. Se utilizaron siete cajas Petri, una por cada dia de la 

s~mana. A dichas cajas, se les agregaron 10 µ1. de hormona marcada 

o 
y se incubaron en la estufa a 37 e en una atmósfera que contenía 

5% de ca y 95% de aire. La incubación se llevó a cabo por siete 
2 

dias, se obtuvo una caja cada 24 horas y se procesó por medio de 

cromatografia. 

c) Bioensayos con fragmentos de epidídimos de ratas adultas. 

Al mismo tiempo que se elaboraron los cultivos, se hicieron 
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bioensayos con ratas adultas, extrayendo el epididimo e incubando 

fragmentos del mismo en seis viales diferentes con medio de 

cultivo y testosterona marcada, estos fragmentos fueron pesados. 

para establecer la relación entre porcentaje de transformación por 

miligramo de tejido, se incubar fragmentos, procurando que su peso 

fuera similar. Dichos fragmentos se incubaron por un lapso de seis 

horas deteniendo la incubación con 10 ml. de éter fria cada hora y 

1 as muestras listas para su cromatografia 

correspondiente. El promedio de peso de los fragmentos fue de 

mg. y en el llltimo vial se colocaron varios fragmentos que en 

promedio pesaban 10.8 mg., este vial se incubó por 6 horas 

también. 

EXTRACCION. 
Se real izaron tres extracciones con 10 ml. de éter cada una. 

En el éter se encuentra la hormona marcada con radioactividad 

corresponde a la fase 1 iquida, la fase acuosa corresponde al medio 

de cultivo. Primero, se agitarón los viales en forma vigorosa 

para que el éter extrajera la hormona que se encuentra en el medio 

de cultivo, después se dejó reposar 5 minutos y se congeló la fase 

o 
acuosa a - 70 e con una mezcla de acetona más hielo seco y se 

decantó la fase liquida en otro vial limpio. 

o 
Se evaporó dicha fase en baño Maria a 37 e con agitación, 

dejando los viales destapados en una campana de extracción. 

La extracci On se rea 1 izó de 1 a misma forma, tanto para 

células, cultivos celulares y fragmentos de epididimo de ratas 

adultas. 
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Se dejaron libres los carriles de los extremos ( 1 cm. y 

tan1:-o l~~- estándares como las muestras, previamente resuspendidos 

en 100 µ1 de acetona y 100 µ1 de atano1, respectivamente, se 

colocaron sobre la linea inferior, poniendo una gota de estándar 

tanto en el carri 1 correspondiente como en el de las muestras. Se 

apl ic6 una gota de cada estandar a cada carri 1 de 1 as muestras 

para que funcionaran como acarreadores ( 1 gota = µ1. aprox. ), 

Posteriormente, se tomó una al icuota de 30 µl de los 100 µ1 

resuspendidos correspondiente a las muestras que se quieran 
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•;.··· .. ' 
correr, y s~ aP.,.icS·ro·n :5~~~.e-. J~-:~i~~~ ._1 ~.nea· inferior, una en 

carri 1 ;" Por ot'rO ::1·ádá,· s9' pre-PBró' Un ·sistema· de solventes 
-':..:·:.··:·,:·· 

cada 

que 

consistió: -~en una ~_ezc1,a de diclorometano-.acetato de etilo en una 
, ; . :;'"~:~:\·- _;: .. _;_::.:_. ;"-:--:··" 

proporcióÍi; .. 8!2,·:-:( 120 ml. de diclor:ometano y 30 ml. de acetato de 

eti ro) Y otro sistema que consistió en una mezcla de Eter-hexano 

en proporción 3: 1 <. 90 ml. de éter~ y 30 ml. de hexano) y se colocó 

en la cámara de cromatograffa con un papel filtro que va a ayudar 

a homogeneizar el medio interno en la cámara. Debe cuidarse que la 

cámara se encuentre perfectamente bien nivelada para que el 

solvente ascienda por capilaridad de manera uniforme. 

Después, se colocó la placa dentro de la cámara y se tapó 

perfectamente, sel landa la tapa con grasa de vacfo, evitando asf 

que se eyapore la mezcla y se pierda la proporción calculada. 

se dejó correr y se sacó cuando la mezcla de solventes llegó 

a la lfnea superior de la placa. Dicha placa se reveló con ácido 

sulfórico ( H SO al 10 % ) , en el caso de muestras control con 
2 4 

luz ultravioleta de onda corta cuando corresponden a muestras 

tratadas, marcadas con tritio, en estas placas con tritio, se 

seRaló con un lápiz del namero las zonas en donde se notaban 

manchas, posteriormente se recortó la zona de los estándares y se 

reveló con ácido sulfórico al 10 %, sumergiéndola en dicha 

o 
so 1 uc i ón durante segundos y 1 uego se ca 1 entó a 1 00 e para 

revelar las hormonas que no tienen doble enlace y no se observaron 

con luz ultravioleta. Se colocaron Juntas las dos partes de la 

placa que se recortó ( la de los estándares y los tratados se 

raya con lápiz del número 2, haciendo renglones que encierren las 

manchas de los estándares, procurando que las manchas ( marcadas, 

observadas con luz ultravioleta) queden dentro de un solo renglón 
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como lo muestra. 1~-.f~~-~ra e: 

ESTANDARES 
(E) 

TRATADOS 
(Tl 

FIGURA E, MANERA DE TRAZAR FILAS Y RENGLONES QUE ABARQUEN UNA 
MANCHA OBSERVADA CON LUZ ULTRA VIOLETA 

Se numeraron los renglones comenzando por el punto de 

apl icac16n hacia el frente del solvente; las placas se recortaron 

en fi 1 as posteriormente se recortaron por renglones fig. E) 

colocándo los cuadros resu 1 tan tes en viales limpios 

perfectamente identificados, a los cuales se les agregaron 5 ml. 

de liquido de centelleo (ver apéndice) y se llevaron al contador 

de centelleo C Beckman, Modelo LS 6000 IC), para saber la cantidad 

de cuentas por minuto C cpm) que se tenian en dicho cuadro, que 

corresponden al porcentaje de transformación de la testosterona 

marcada al estandar ( metabolito) que se hallaba en ese renglón. 

Para calcular el porcentaje de transformación de las hormonas 

asteroides sintetizadas por las células, se realizaron los 

siguientes cálculos: 

1 • - A 1 as cuentas netas, se 1 es restaron 40 que son las cpm 

corregidas. 
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. -.. -- . . - - . -.. _ .. -- -- - ._ :'_. ~ ~ 

2.- se_ tiizo'.·~·1a: __ sU~~t'or~i'~:~.d~ -~p-nl corregfdas :en cada .una de las 

fracciones {fil~) ob~~n.iend~ e; 100 ·" de. transformación y por una 

regla ~de .tres.~·S'e obtuvo el porcentelje de transformación de cada 

~r~.9~1~--~-' ,;J_~~~Jci~~· 
FRACCION 1 ', MUESTRAS, - OE LA 1 A LA 13, 

CUENTAS ' NETAS 

1. 8586 
2; ·.1025 
3, 759 
4. 2381 
6. 6032 
6. 1091 

.7. 1756 
a. 7413 
9. 5238 
10. 763 
11. 189 
12. 188 
13. 191 

CPM -40 

8545. 
985 
719 

2341 
5992 
1051 
1716 
7373 
5198. 

713 
149 
148 
151.: 

:r 35· 001-: 

ll: TRANSFORMACION 

25.22 
2.27 
1.60 
8,07 

16.08 
2,66 

.: 6.94-
• 21 ;76 

.• :11 ~11 · 
2.5 
0/47 
0;30 

·0;35 

:r 35 081 -------· 100 " 
8 545 ------- X 

ll: TRANSF. NETO 

X 26.22 " ( primer valor de :g de 
transformación en la primer muestra ). 

3.- El porcentaje de transformación neto, se obtuvo calculando el 

porc8ntaje de transformación del blanco que es únicamente medio de 

cultivo y hormona marcada y este se le restó al porcentaje de 

transformación, esto se real iza haciendo corresponder cada valor 

del blanco con cada valor de nuestras muestras para T , después, 
1 

cada valor del blanco con cada valor de las muestras para T , etc, 
2 

Con ésta última columna es con la que se trabajó. 
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RATAS MACHO CEPA WISTAR ( Adultos y recién · ! nacidos). . . 
} Dis~cción y· ".':X~racción 

:--------------...:---:------:....-·--~.---:-- i 
TESTICULOS EPIDIDIHos· EN s.s. e. 

+ 
TEJIDO CONJUNTIVO 

( Desechar ) 

++ ++ 
1 i bre. de Ca y Mg, 

: Tripsina 0.25% 
¡.:en s.s.e. 

Tiempo de disociación en minutos. 
(Diferentes fracciones celulares) 

! :_;__~ t ~'~~-!-'~~::. ·:--~- ¡ 
5 10 15 20 25 

+ 

INHIBIDOR DE TRIPSINA O. 50% 
EN· DMEM. 

: Se mezclan 
~las. fracciones 

Una sola frtcción celular 

CONTEO y SIEMBRA DE 750 ººº 
CE LULAS 

. o 
INCUBACION 37 C; 5% CO 

2 
y 9511 de o ) • 

2 

¡---------------------------------------! 
i :------------: ------------: 
! TRATADOS CONTROLES ¡ ( Testo:terona) i 
\ : ------------¡------------: 
¡ :------------: ------------ ! 

CROMATOORAFIA MICROSCOPIA INMUNOMISTOGIUIMICA 
(sobrenadante) (Contraste de fases) (Esterases) 

(Electrónica de transmisión) 

FIG. C METODOLOGIA GENERAL DEL PRESENTE TRABAJO. 
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RES.ULTADOS •. 

MICROSCOPIA. 

En los cultiv.os .ce1U1ares realizados, se pudo observar la 

formación de peQue~OS · --ac-tJini.Jlos de células epiteliales del 

epididimo, presentándose (a simple vista) un mayor tamaño en los 

cultivos que fueron tratados con testosterona. Estos a.ctJmulos 

forman islotes que se encuentran asociados a fibroblastos. 

Mediante microscopia de luz ( contraste de fases), se observó que 

las células de estos acómulos, presentan varias inclusiones 

1 ipidicas (fig. 2A, 28), también se pudo apreciar con ayuda del 

microscopio que dichas inclusiones lipidicas, eran más numerosas 

en los cultivos tr:atados con testosterona. La microscopia 

electrónica de transmisión, permitió observar, además de dichas 

inclusiones, en los cultivos tratados con testosterona, la 

presencia de mitocondrias con crestas tubulares, que son 

caracterfsticas de las células que se encargan de producir 

hormonas asteroides, ( Oahl, 1971 a,b,c), ( fig. 4). 

HISTOQUIMICA, 

Las células epiteliales de los cultivos en monocapa del 

epididimo, exhibieron reacción positiva a la prueba de esterasas 

no especificas ( fig. SA, 58) Dicha reacción fue más intensa en 

los cultivos tratados con testosterona que en los controles 

(además se pudo apreciar una coloración más intensa en el centro 

de los acúmulos epiteliales tratados), ( fig. 6A, 68 ). 

Las pruebas histoquimicas para glucoproteinas, como la del 

Acido Pery6dico-Shiff ( P.A.S.) que se practicaron desde el 
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primer dfas 

de ~- c:ul ~~·v~).:{ ~--l~~·¿_:1 r~~~~-~:~-~ri~: ... s~-:: p~~~t fcÓ también en -''cortes ·de 

int~St 1 n_~·-. ~~-19~~§~~gf.~~i:·~~~~~9J·:·;~8.' ·1· ~--:· r98é::Ci.60 ~ -~ 
en ~,_:l os·~~-c~Ú;~,V~~--;~;-~~~~~,?~~t6'd~ : .. d~·-·.co~t~o1\- -A'1; __ i9-~a1 quec· 1 a --·,ºPrúEíba 

-_.·,,_ ·-.· -, ., ._- __ .. - .. -.. -

también fue~ más intensa· en los cul tivoa.··. trat.ados con 

. :t~-~t~~~;:~~-~~\Z~-

METABOLISMO DE ANDROGENOS. 

Con respecto al metabolismo de andrógenos, en las placas se 

obtuvieron patrones de corrimiento muy similares en todos los 

diferentes experimentos que se real izaron C fi g. 1 y 1 a ) , y con 

respecto a los metabol itos encontrados, principalmente se hallaron 

androstenedi ona y di h i drotestosterona. 

Los experimentos real izados con epi dídimos de ratas recién 

nacidas, mostraron muy poca transformación de testosterona a 

dihidrotestosterona, ya que se encontr.ó bajo porcentaje de DHT 

( fig. 7 ). En cuanto a los epidídimos de ratas adultas, se observó 

la presencia de DHT desde la primera hora de incubación con un 

buen porcentaje de transformación, además, se observó también 

aunque en menor proporción la presencia de androstenediona, ( fig. 

8). Por otro lado, los experimentos en los que se utilizaron 

varios fragmentos de epidídimo, se observó casi el mismo 

porcentaje de transformación tanto de testosterona como de DHT 

muy poco porcentaje de transformación de androstenediona. 

En lo referente a los cultivos tratados con testosterona 

marcada se observó que a partir de las seis horas, comenzó a 

incrementarse el porcentaje de DHT y androstenediona y se 
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mantuvo_. constante durante los 5, 6 y 7 dias. La testosterona 

disminu.yó "en:, su ·porcentaje de transformación conforme transcurre 

el tiempo, :ce fig. 9). 

!~~-~~ !~~~~ !~,~~~ !--~-i----i----1---~ j:_~~:~'.¡-~~L~·-j·~--~ i 
l 1 : : : 1 : : : ~ : : 
: 0~4 : .T _: OHT _ I M U E S T R A S 1 : 
: ----: -----1----: ---- : ---- : ---- : ----: ---- :-;,_ __ : ---- : 

D-4 = ANDROSTENEDIONA, 
T TESTOSTERONA. 

DHT = DIHIDROTESTOSTERONA. 

FIG. 1 • Localización de los principales metabolitos, contenidos 
en las diferentes muestras (controles y tratados), dentro de la 
placa cromatográfica. 
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FIG. 2 FOTOMICROGRAFIAS DE CELULAS EPITELIALES DE EPIOIDIHO EN 
CULTIVO, (CONTROLES). i .1.- Inclusiones lipfdicas. 
A. Ací.lmulos epiteliales a las 24 horas da cultivo (320 X). 
B. Acúmulos epiteliales a las 48 horas de cultivo (320 X). 
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FIG. 3 FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS EPITELIALES DE EPIDIDIHO DE 
RATA EN CULTIVO, TRATADAS CON TESTOSTERONA EXOOENA A LAS 48 HOflAS, 
( 800 X). i.1.- Incluaionaa lipfdicaa. 
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FIG. 4 MICROGRAFIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE CELULAS 
EPITELIALES PROPIAS DEL EPI DIDIMO EH CULTIVOS PRIMARIOS 
(17600 X). i.1.- Inclusiones lipfdicas. 
m.t.- Mitocondrias con crestas tubulares. 
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FIG. 5 FOTOHICROGRAFIAS DE CULTIVOS PRIMARIOS DE: EPIDIOIMO, CON 
LA TECNICA HISTOQUIMICA-ENZIMATICA PARA ESTERAS/IS (CULTIVOS 
CONTROL). A. 120 X Y B. 300 X. 
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FIG. 6 FOTOHICROGRAFIAS DE CULTIVOS PRIMARIOS DE EPIDIDIHO, CON 
LA TECNICA HISTOQUIMICA-ENZIMATICA PARA ESTERASAS (CULTIVOS 
TRATADOS CON TESTOSTERONA). A. 120 X Y B. 300 X. 
(LA REACCION COLORIDA ES MAS INTENSA EN EL CENTRO DE LOS ACUMULOS) 

48 



80 

60 

40 

20 

7 

0 TEBTO 

- 0·4 

15 

METABOLISMO 
ANDROGENOS 

20 
TIEMPO l11lrtutD1) 

li\\\\1l ANDROBT 

lillillJ B·DIONA 

25 

- DHT 
D A-OIONA 

30 

FIG. 7. PORCENTAJE DE TRANSFORMACION DE LA TESTOSTERONA HACIA 
OTROS METABOLITOS EN EPIDIDIMOS DE RATAS RECIEN NACIDAS. 

49 



METABOLISMO 
ANDROGENOS 

!t TRANBFORMACION / ni; tl)ldo 
35--~~~~~~~~~~~~~~~~~--'~~~~ 

30 

26 

20 

15 

10 

5 

o 

0 TESTO 

• D-4 

ADULTO 

2 3 .. 
TIEMPO (HORA.a) 

• ,t.NDROST 

lillillJ 8-DION,t. 

6 

- DHT 
EIJ ,t.-DION,t. 

FIG- B. PORCENTAJE DE TRANSFORMACION DE LA TESTOSTERONA HACIA 
OTROS METABOLITOS EN EPIDIDIMOS DE RATAS ADULTAS. 
•Se incubaron apro:<imadamente 6 fragmentos bajo las mismas 

condiciones. 

50 



100 

80 

60 

"'º 
20 

o 

METABOLISMO (androgenos) 
celulas cultivadas 

'1 TRANBfORMACION 

~ -
3 

~ n i"! ~ tn ti h i'I 
8 19 24 48 72 96 120 144 168 

Tl!MPO (tloru) 

0 TESTOST - DHT EJ D-4 

EPIDIDIMO (r&lll reolen n1old11) 

FIG. 9. PORCENTAJE DE TRANSFORMACION OBTENIDO MEDIANTE LA 
ADMINISTRACION DE TESTOSTERONA EXOGENA EN CULTIVOS CELULARES DE 
EPIDIDIMO DE RATAS RECIEN NACIDAS DURANTE SIETE DIAS. 

51 



O I 5 · C U 5 I O. N; 

En los ·cultivos celulares re811zados, se lograron obtener . -- -· . ·--

diversas imágenes -conforme transcur'r_i~~-On 1-=oés.· df8.s de incubación, 

inmediatam8nte d-espuéS de ~-Oñc1U;ao 01 cultivo, se observaron 

célulaS de forma esférica, debido al proceso de dispersión 

enzimática. En las primeras 24 horas de cultivo, se observaron 

algunas células aplanadas que se comenzaron a adherir a la caja 

Petri en forma gradual, hasta formar peauef'\as colonias de 

acúmulos epiteliales. A las 48 horas de cultivo, los acúmulos 

epiteliales fueron más grandes en tamaf'\o y número de células, 

adquiriendo una forma poligonal. La microscopfa de contraste de 

fases, permitió observar inclusiones lipidicas en el citoplasma de 

las células epiteliales. 

En general, todas las observaciones antes mencionadas, concuerdan 

con la descripción de las imágenes encontradas por Kierszenbaum, 

A.L. et. al. 1980, en un modelo celular de rata; asi como las 

fotografias tomadas a diferentes horas de cultivo, en las cuales, 

Kierszenbaum observó, también con contraste de fases, abundantes 

gránulos en el c1toplasma de las células en sus cultivos. La 

presencia de estos gránulos, sugiere actividad esteroidogénica por 

parte de estas células, ya que una de las caracteristicas que 

poseen las células productoras de hormonas asteroides, son las 

inclusiones lipidicas en su citoplasma, (Oahl, 1971 a,b,c). La 

otra evidencia de una posible actividad esteroidogénica se 

manifestó, al observar 1 as cél u1 as cultivadas uti 1 izando la 
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microscopia electrónica de transmi~ión, ya que ·se encontrar.en 

mitocotÍdrias con cr'estás .d~ .... ·.tü~~ t~buJ!!(; también -catacteristicas 

de cé1µ1as.-. 9st8.ráidogé·;úc8.S-; coáh·r,:::·191f:á;:b-,'cf-~ ,. es- muy, -i~~ob~bl~ 

que· la máy.ori~'<le".e~i..a's cij'ui;~ é!i1 e~';didimb~· º"~~e:~on~ier~~ ·;. . . . . ,. - . -

cél ulaS-, Pr'.ir:.~-i~~1~S:~~: .. y;::.'q'ú~·,,se·.-·h~-":·~:r~P'~ést·~ que: son. el. Pr .. !m~r' .t';·pb·· 

~-e;1 ~i·a·r"~;:~~::~"~'.f5~--~~-~~~~-~~;; Úi~.1~~,~-e-~~--i_:_J~~ ... a·~·~' a~·11-Y}~J-~-F· 1~~B~;r .. ; ~--la·~:c_: -
"-.pr~~~~-;'_l ;·d~·~:;~:_;~~"~ ~~~:-:.~·~rreSpÓn~an'. ~7"eáte · t;.pO ~~_-1:~1-a·~:-~·~-~-'.~~~);~~j_'. y_a · 

que_ se e~~-~-~t"~o- una·' gran proporción de estas células. (71%) en un 

tra_bajo: r:_e.alizado: por· KlinefeltBr; G.R. and Amann, R.P., 1980, ·Y 

además; se --ha establecido -una dependencia diferencial de 

andrógenos 8ntr9 los diferentes tipos celulares del epididimo para 

adquirir sus caracteristicas definitivas, es decir, no todos los 

tipos celulares del epidfdimo requieren la misma concentración de 

andrógenos para diferenciarse completamente y madurar ( Oelongeas, 

J. and Gelly, J., 1985); asi, se menciona que cuando los cultivos 

de epidfdimo, poseen bajas concentraciones de andrógenos, se 

diferencian primero, las células estrechas (Resko, et al., 1968: 

Dtlhler and Wuttke, 1975). 

En los cultivos del epidfdimo, tratados con testosterona, 

observó que existen colonias celulares de mayor tamaño, comparadas 

con los controles. Esto puede relacionarse con los trabajos ya 

antes reportados por algunos investigadores Blaquier, J.A., 

1973, 1975; Klinefelter, G.R. and Hamilton, o.w., 1985), en los 

que se menciona que los andrógenos como la testosterona y en 

especial la Dihidrotestosterona (OHT), ejercen una influencia 

di recta sobre la sintesis de proteinas en modelos de cultivos de 

tejidos de epidfdimo de ratas, siendo esta estimulación, 
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proporcional al tiempo de incubación. Hay proteínas presentes en 

epidídimos de ratas adultas, cuya secreción es dependiente de 

andrógenos ( Orgebin-Crist, M.C., E11er, e.e. and Danzo, B.J., 

1983), y que son idénticas tanto en epidídimos poco diferenciados· 

como en epidídimos de ratas adultas, sugiriendo una acción 

reguladora y estructural en ambos tipos de individuos Toney, 

T.W. and Danzo, B.J., 1989). El epidídimo de conejos adultos, 

requiere más tiempo de exposición que el epidídimo de conejos 

sexualmente inmaduros, para responder a estímulos de tipo hormonal 

con cambios en la síntesis de proteínas ( Brooks, o.E., 1987), 

debido a que las células indiferenciadas están en proceso de 

maduración, crecimiento y diferenciación Orgebin-Crist 1 M.C., 

Eller, e.e. and Danzo, B.J., 1983) y por lo tanto son más 

susceptibles a cualquier tipo de estimulación. 

Está bien establecido que la DHT influye en la sintesis 

de RNA por parte de las células, (Tuohimaa and Niemi, 1968). Esto 

se reforzó, cuando se administró antibiótico ( Actinomicina-D) y 

observaron que se inhibia la síntesis de RNA ( Blaquier, J.A., 

1973). Sin embargo, no todas las proteínas requieren de la 

presencia de andrógenos para poder ser sintetizadas. 

Los resultados indicaron la presencia de mucopol isacáridos a 

los siete días de incubación (reacción de PAS), misma que fue más 

marcada en los cultivos de células de epidídimo, tratadas con 

testosterona que en los controles, y que puede deberse a la 

estimulación por parte de la testosterona. Esto nos indica que ya 

existe secreción de estos compuestos por parte de las células en 

cultivo ( muy probablemente las células principales), además de 

indicar cierto grado de maduración de las células, que les permite 
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secretar , no sóló estos CorriPuestoS s'ino m~y .p~s~.~.lem~.rt.e,, algunos 

otros. 

Las esterases no 'especfficas, comprenden un gran grupo de 

enzimas carboxi lesterasas, ari lesterasas, aceti lesterasas y 

col i nesterasas) que son marcadores muy usuales para el estudio de 

diferenciación metabólica y modulación hormonal en el epididimo 

Abou-Hai·la, A. and Fain-Maurel, M.A., 1987). 

La reacción a la prueba de esterases no especificas, en este 

trabajo, se presentó positiva tanto en los cultivos sin 

testosterona, como en los cultivos tratados con testosterona, 

exhibiendo estos Oltimos, una coloración más intensa en el centro 

del aclJmulo que en la periferia, lo cual es consistente. con los 

trabajos de Abou-Hana, A. y Fain-Maurel, M.A., 1987, quienes 

encontraron que la testosterona estimula la actividad de enzimas 

esterases, esto, fue comprobado en ratones castrados a los que se 

administró testosterona, dándo como re.sul tado, la restauración de 

la actividad de esterasas. En el epididimo de ratón, las 

carboxi lesterasas, exhiben la mayor parte de la actividad de las 

enzimas esterases no especificas. La acción y aparición de nuevas 

esterases, gradual en el epididimo de ratón y se debe a la 

activación de un patrón de genes que controlan su expresión 

conforme transcurre el tiempo ( Masters and Holmes, 1975; Moss, 

1979), esto se relaciona con la diferenciación celular y la 

actividad funcional que marca as1, una diferenciación progresiva 

del epidídimo a tavés del tiempo. La reacción menos intensa en la 

periferia de los acamulos celulares,posiblemente se deba a un 

menor grado de maduración en estas células, ya que se encuentran 
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en constante, proliferación y expansión para formar la·monocapa. 

El metabolismo de testosterona a dihidrotestosterona, fue 

determinado en dos sistemas diferentes ( Diclorometano-Acetato de 

etilo 8:2 y Eter-Hexano 3:1), para asegurar la separación completa' 

de los diferentes metabolitos en el corrimiento de la placa 

cromatográfica, para obtener asi 1 un porcentaje de transformación 

más preciso. Los principales meta bol i tos encontrados 

Candrostenediona y dihidrotestosterona), coinciden con los 

reportados por Klinefelter, G.R. y Amann, R.P., 1980, quienes 

compararon el metabolismo de células principales con el de células 

basales en el epididimo de rata. Su trabajo mostró que las 

células principales son las que juegan un papel esencial en la 

transformación de testosterona a DHT, y por lo tanto, intervienen 

en la capacitación espermática, debido a la presencia de las 

enzima~ que llevan a cabo dicha reacción a- reductasas) . 

También lograron establecer que las células principales son más 

sensibles a la supresión de DHT administrada, que las células 

basales, ya que cuando retiraron la DHT administrada normalmente a 

sus cultivos purificados, se percataron de que el epitelio tiende 

a reducirse en las células principales ( Orgebin-Crist, M.C. and 

Ménézo, Y., 1980), 

Los resultados que se obtuvieron de epididimos de ratas recién 

nacidas, mostraron muy bajo porcentaje de transformación de 

testosterona a DHT 1 lo que se traduce en una muy baja actividad 

de las enzimas 5 a-reductasas, encargadas de dicha reacción. Este 

fenómeno puede deberse a que la maquinaria enzimática no se 

encuentre todavia preparada o madura, a esta edad, para llevar a 

cabo tal proceso metabólico fig. 7). En lo que a epididimos de 
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ratas adultas se r6fier.e, :ªª erl:co~t·~ó\'.~n·~~··· bua·n-= PorcentÉlje de 

transformación debido· a .la producción de· las enzimas .n0ceáarias 

por l?ªr:te_·d~_ las célu_las .Pr~!'cipales, ya bien diferenciadas. En 

experimentos alternos a las inct..ibaciones de fr.agmentos aislados de 

epididimo de rata adulta, se hicieron incubaciones, utilizando 

varios fragmentos de epididimo, que nos permitieron evidenciar aún 

más la actividad de las enzimas a-reductasas, al contener mayor 

número de células principales en los fragmentos. La testosterona 

se consumió casi a la mitad, produciendo un mayor porcentaje de 

transformación fig. 8 ). Los cultivos de epididimo realizados, 

mostraron que aproximadamente, a partir de las seis horas de 

incubación, comienzan a incrementarse los niveles de OHT, lo cual 

puede indicar que las células ya se encuentran maduras y por lo 

tanto, ya pueden producir 1~ proporción adecuada de enzimas a-

reductasas, capaces de transformar testosterona a DHT; esto 

concuerda con los datos encontrados_ para epididimo de ratas 

adUltas, en las que a las seis horas de incubación, existe ya, una 

actividad metabólica bien definida por parte de dichas enzimas. A 

1 a par se observa en 1 a gráfica, un decremento de testosterona que 

coincide con un incremento de la DHT, conforme transcurrió el 

tiempo de incubación ( fig. 9 ) . En los mismos cultivos, a los 

siete dias 1 todavia se mantuvo la actividad enzimática que 

transforma testosterona a DHT, lo cual se puede relacionar con los 

resultados a 1a prueba de esterasas 1 que indicaron la presencia de 

esterases no especificas hasta los siete dias de cultivo. 

Algunos investigadores mencionan que a 1os tres dias de 

cultivo, el tejido es ya metabólicamente activo, pero con los 
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resultados de este trabajo, podría decirse Que dicho metabolismo 

se presenta un poco antes ( f i g. 9 ) . 

La cantidad de androstenediona presente, tal vez, se deba a 

la actividad de otras enzimas diferentes de las 5 a-reductasas, · 

que actaan sobre los productos liberados al ·medio, en los cultivos 

estáticos, ya que estos productos se acumulan pueden ser 

metabol izados y degradados. Si se uti 1 izara un cultivo de flujo 

continuo ( Orgebin-Crist, M.C. and Ménézo, Y., 1980), se tiene la 

ventaja de que el aire y el medio que necesitan las células, para 

desarrollarse, se difunden mucho mejor que en los cultivos 

estáticos, además de que se puede colectar el medio y analizarlo 

continuamente. Este sistema, disef'íado por los autores antes 

mencionados, ya se ha usado en cultivo de fragmentos de epididimo 

y presentó las ventajas antes decritas 

Tichenor, 1972; Hoffman et al., 1976). 
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CONCLUSIONES 

La testosterona administrada de manera exógena a células 

indiferenciadas de epididimo de rata, en cultivo primario, 

mostró influencia directa sobre el aumento de tamaf\o de las 

colonias epiteliales, la secreción de mucopolisacáridos y de 

enzimas esterases no especificas, la sfntesis de protefnas la 

maduración y diferenciación de las células principales, hacia 

células con caracterfsticas de células esteroidogénicas y 

actividad metab61 ica. 

El tejido en cultivo, comenzó a ser metabolicamente activo, 

a los tres dias de incubación. 

En el epididimo de ratas recién nacidas no hubo 

transformación bien establecida de DHi a partí r de testosterona yB. 

que las células a esta edad, carecen de un grado de maduración que 

les permita realizar dicho proceso. 
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A:.p E N O I C E. 

PREPARACION DE• SOLUCIONES Y .REACTIVOS. 

a) Sol uciió°n d~ ~~~'l t;ip~,;;;;cc't 
A~Ul-,t~i~~n~ _,_,:e, c~H <'4oo mg. ·._:_._. o.400 gr. 
NaCl : · .,. ,.,.,., ..... ·.• ·::010 mg. __ 0.810 gr. 

::~:~~P~~hid'r~h~~~~~~~~l~ +~~::::: .-· ... -.. - ::::: :~: 
H o 90 ml. 

2 ''f:-00-o"._ ~i'·~ ;~~.~-.. -: 

·++ ++ 
bl Solución salina balanceada (.S.S.B,) libre de ca y Mg 

NaCl e.o gr. 
KH PO 2.0 gr. 

2 4 
KCl 0,2 gr. 
Na HPO 1.15 gr. 

2 4 
EDTA o EGTA ( opcional l 0,02 gr. 
Agua bidestilada 1000 ml. 

c) Medio de cultivo ( DMEM) + Suero bovino fetal, 

d) 

Medio de cultivo 
NaHCO 

3 
Suero bovino fetal 
Antibiótico 
Agua ultrapura 

Medio de cultivo DMEM) 

Medio de cultivo 
Albómina bovina 
NaHCO 

3 
Agua ul trapura 

+ 

a.5 gr, 
3.7 gr, 

150 ml, 
0.5 ml ,/ cada 100 ml, 

1000 ml, 

AlbLlmina. 

10.3 gr, 
0.1 gr, 
3,7 gr, 

1000 ml. 

Se ajusta el pH a 7 .5 con el bicarbonato de sodio 
coloración rojiza, espuma rosada), y se afora a 1000 ml. 

e) Solución enzimática de tri psi na o. 25"· 

Pesar 0.25 gr, de tripsina y disolverlos en 20 ml. de s.s.e. 
++ ++ 

libre de Ca y Mg 
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fl Inhibidor de. tdpsina.0.50%. 

i:>esar o.so 9~.~- de· inhibidor de tr:ipsina .y disolverlos en 20 
ml. de DMEM + S;B.F. o DMEM +Albúmina. 

g) Líquido d~;~~~telleo (1 1itroi'. 

ppo»( 2,5-diphenyl'-oxazóle) 
POPOP ( Dimethyl POPOP) 
Tolueno 
TrítOn X. 100. 

h) Testosterona 1 OOnM 

-4 

4:gr. 
200 mg. 
667 ml; 
333·m1; 

Pesar 4 X 10 g. de testosterona; disolver eii 10 ··m1 .. de 

etanol 

250 ml. de agua destilada. Aforar ·a 500 ml~--y>conservar en 

refrigeración. 

i) Testosterona tritiada. 

Tomar 100 µl. de testosterona marcada 

de etanol 
<' ·-<: ·"·:._·::;-,·, 

absoluto, de aqui, tomar un'a._alicuóta~·da· 10 

para obtener 100 000 cpm. 

ESTA 
SAUR 111 DEBE 

llBLIOTECA 
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