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inmersos entre las cilias de las células epiteliales a través de la parte
rostral de sus cabezas.

Microfotografia optica invertida con epifluorescencia, a partir de una
delgada lamina (squashing) de mucosa del istmo caudal, durante la
etapa de estro (yegua IA con semen pre-incubado con Hoechst
33342%).
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RESUMEN

El oviducto cumple un rol vital en las interacciones maternas con las gametas y los embriones, siendo
la base del éxito de cualquier evento reproductivo. En estrecha relacién al endosalpinx se cumplen
estas “conversaciones privadas”, proporcionando el microambiente dptimo para la maduracion y
transporte de los gametos, la fertilizacion y el desarrollo temprano del embrion. Para explicar los
numerosos mecanismos involucrados en los eventos reproductivos es esencial comprender diversos
aspectos morfologicos del tracto genital de la hembra. Objetivos: (1) describir las caracteristicas
tridimensionales y cuantificar parametros morfométricos de la mucosa oviductal; (2) investigar el
sitio anatomico donde se establecen los reservorios espermaticos en yeguas inseminadas
artificialmente. Métodos: para el objetivo 1 se utilizaron microscopia Optica, electrénica de barrido,
de transmision, y moldes intraluminales 3D de oviductos de yeguas en diferentes etapas del ciclo
estral. Para los reservorios espermaticos, se asignaron yeguas en estro, y mediante microscopia
optica, electrénica de barrido, y lavajes oviductales, se determind la presencia de espermatozoides en
las distintas regiones tubulares y diferentes horas post-IA. Resultados: el istmo presentd el menor
area luminal, area de mucosa, perimetro epitelial y didmetro luminal. Los moldes 3D de esta region,
mostraron algunos surcos extendidos como canales y proyecciones de escasa altura, las cuales pueden
representar cul-de-sacs en la base de los pliegues epiteliales. La mucosa de la unién ampula-istmo
cambié gradualmente, desde el istmo relativamente liso, hacia el dmpula complejamente plegada.
Gran parte del lumen del ampula fue ocupada por las ramificaciones de los pliegues epiteliales. En el
grosor de éstos, se observaron estructuras similares a glandulas y protrusiones apicales en las células
epiteliales secretorias. La mayoria de los espermatozoides fueron recuperados a las 5,5 horas post-
inseminacion artificial en la region del istmo caudal, disminuyendo de manera comparativa a las 8, 12
y 36 hs. Finalmente, a las 72 hs post-1A no se lograron recuperar espermatozoides de ninguna yegua.
Conclusiones: el endosalpinx de la yegua revela una organizacion tridimensional muy compleja,
donde cada region muestra un disefio particular y especifico. Los resultados obtenidos sugieren que
en el istmo caudal y la union Gtero-tubdrica se establecen los reservorios funcionales en el oviducto
de la yegua.

ABSTRACT

The oviduct plays a vital role in maternal interactions with gametes and embryos, being the basis for the
success of any reproductive event. Closely related to the endosalpinx this "privates conversations" take
place, providing the optimal microenvironment for maturation and transport of gametes, fertilization
and early embryo development. To explain the many mechanisms involved in reproductive events is
essential to understand various morphological aspects of the female genital tract. Objectives: (1)
describe the three-dimensional characteristics and quantify some morphometric parameters of the
oviductal mucosa; and (2) investigate the tubular region where the sperm reservoirs are locate in
artificially inseminated mares. Methods: for objective 1, optical microscopy, scanning and transmission
electron microscopy, and intraoviductal molds at different reproductive stages were used. For SR
experiment, and localize sperm at different tubular regions and hours post insemination from estrus
mares; optical microscopy, scanning electron microscopy, and oviductal flushings were performed.
Results: the isthmus had the lowest luminal area, mucosal area, epithelial perimeter and luminal
diameter. The 3D molds from this region, showed some grooves extended like channels and low height
projections, which can represent cul-de-sacs at the base of the epithelial folds. The mucosa of the
ampulla-isthmus join gradually changed from the relatively smooth isthmus to the ampulla highly
folded. Ramifications of epithelial folds occupied the most of the ampullary lumen. In the thickness of
them glandular like structures and apical protrusions in secretory epithelial cells were observed. Most
sperm cells were recovered at 5.5 hours post-IA from the isthmic region, decreasing comparatively at 8,
12 and 36 hours. Finally, at 72 hours post-IA, no sperm was found in any mare. Conclusions. the mare
endosalpinx reveals a very complex three-dimensional arrangement, where each region shows a
particular and specific design. These results suggest that the caudal isthmus and utero-tubal junction
were the functional sperm reservoir in the mare oviduct.
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Introduccion general

Aunque los primeros reportes de inseminacion artificial (IA) exitosa en el equino se
remontan al afio 1322 (Allen, 2005), el interés en el desarrollo de las tecnologias de
reproduccion asistida (en inglés ART's) ocurren principalmente hacia finales del siglo
XIX, con el establecimiento de las primeras prefieces equinas obtenidas mediante esta
técnica (Heape, 1989).

Las ART's sufrieron un desarrollo y evolucion mas lenta en el equino, comparado
con otras especies de mamiferos domésticos de importancia econémica. Este retraso,
por un lado, se debid a falta de aceptacion por parte de muchos registros y asociaciones
de criadores de las distintas razas equinas. Por otro lado, se presentaron (y aun se
presentan) numerosas complicaciones técnicas, como por ejemplo, inconsistencia en la
respuesta hormonal a los distintos tratamientos superovulatorios, o la imposibilidad de
que los espermatozoides alcancen el estado de “capacitacion” y logren penetrar la zona
pelicida (ZP) del 6vulo en un intento de alcanzar exitosamente la fertilizacion in vitro
(F1V). Estos ejemplos, son algunos de los impedimentos técnico-bioldgicos propios del
equino, que no fueron observados en otras especies. Sin embargo, el valor econémico
de la industria ecuestre, junto con cambios de actitud de los distintos registros equinos,
ha dado lugar a un resurgimiento del interés y a grandes avances en diferentes areas
biotecnoldgicas, como ser la inseminacién con semen refrigerado - congelado, y la
transferencia de embriones.

Sin embargo, existe un importante nimero de yeguas que no pueden producir
embriones debido a diversos estados patologicos del tracto reproductivo. Por lo tanto, se
han desarrollado otras técnicas de produccion embrionaria utilizando procedimientos
tanto in vivo como in vitro. Estas técnicas incluyen: (1) la transferencia de ovocitos
(OT); (2) inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICS1); (3) fertilizacién in
vitro (FIV) antes mencionada, y (4) la transferencia nuclear o clonacién. Todas estas
técnicas estan destinadas a aumentar las posibilidades de produccién de crias por parte
de yeguas o sementales subfértiles. Otras ART’s implican la estimulacién enddcrina de
las gonadas y/o la manipulacion in vivo e in vitro de los gametos (Alvarenga y DaCruz
Landim-Alvarenga, 2009).

El avance en el conocimiento morfofuncional de los diferentes segmentos del tracto
genital de la hembra, es fundamental para poder comprender varios de los mecanismos
involucrados en los fendmenos reproductivos. Por lo tanto, se planteé como uno de los
objetivos generales del presente trabajo de tesis, ¢l estudio de la organizacién

tridimensional de la mucosa del oviducto de la yegua, regioén del aparato reproductor
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que ha recibido escasa atencion en esta especie. Para poder comprender el estado actual
del conocimiento sobre esta temdtica y plantear otros objetivos especificos de estudio se
realizd una revisiéon bibliografica contemplando diferentes aspectos morfologicos y

funcionales del oviducto de ésta y otras especies de interés productivo.

El oviducto de los mamiferos, es un o6rgano clave en la fisiologia reproductiva que
determina en gran parte el éxito reproductivo de cada hembra. Eventos vitales como el
transporte de los gametos, ¢l reservorio y la capacitacion de los espermatozoides, la
fecundacion del ovulo y el desarrollo temprano del embrion, ocurren todos en el lumen
intraoviductal (Hunter, 1988).

Debido a su pequefio tamafio y a su topografia abdominal de dificil acceso, el
oviducto, y especialmente el de la especie equina, no ha recibido la atencién suficiente.
Durante mucho tiempo, fue considerado como un mero conducto pasivo de conexidn,
entre el ovario y el utero. Sin embargo, en los Gltimas décadas, se ha acumulado un
gran cuerpo de evidencia cientifica, que demuestra su compleja y especializada
construccion anatomo-histoldgica y funcional, permitiéndole orquestar de forma
delicada, numerosos y criticos fendmenos reproductivos en sus distintos
microambientes (Hunter, 2005).

Cada region anatomica en que se divide, contribuye con funciones vitales
especificas: la captura del 6vulo a través de las fimbrias del infundibulo; la creacion de
un ambiente Optimo para ¢l encuentro y fusion de las gametas, asi como el clivaje del
embrion en desarrollo en el lumen del dmpula; y finalmente, el pasaje selectivo y
formacion de un reservorio funcional de espermatozoides en la region del istmo.
manteniéndolos viables y liberandolos de manera controlada durante el intervalo peri-
ovulatorio (Sudrez, 2008).

Histologicamente, se compone de tres capas concéntricas; la serosa externa,
formada por células mesoteliales y musculares lisas, derivadas del ligamento ancho del
utero; una capa media muscular, organizada de manera particular segin las especies
(Muglia y Motta, 2001); e internamente la capa mucosa; rica en vasos sanguine€os,
linfaticos y nervios (Wrobel et al., 1993). Esta ultima, se halla revestida completamente
por un epitelio columnar simple (o pseudoestratificado), con células ciliadas y
secretorias (Bacha y Bacha, 2012). Ademas, se organiza en una extensa red de pliegues
que se proyectan hacia el lumen; variando en niimero y complejidad, evidenciando los

diferentes roles a lo largo de las distintas regiones del oviducto. Asi, por ejemplo, en el
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ampula, la elevada cantidad y ramificacion de los pliegues, determina una
especializacién principalmente secretoria en este segmento del conducto.

Numerosos estudios se han enfocado sobre la ultraestructura de la células epitcliales
en las diversas regiones del oviducto y distintas especies domésticas (Abe, 1996). En
algunas, como en la cabra, la actividad secretora de las células no ciliadas fue maxima
en la region del ampula durante la fase folicular del ciclo estral (Abe, 1999). La
poblacion de células epiteliales y principalmente las ciliadas, experimentan cambios
morfolégicos, histoquimicos, bioquimicos, ultraestructurales y funcionales, asociados a
las fluctuaciones de los esteroides ovaricos durante el ciclo estral (Odor, 1980; Abe y
Hoshi, 2007); y determinando ademas, variaciones regionales cuali-cuantitativos en los
componentes metabolicos del fluido oviductal (Killian, 2011).

Historicamente, las descripciones anatomicas del oviducto se han basado en el
estudio de secciones bidimensionales, y se han centrado sobre el numero, altura y
complejidad de los pliegues de la mucosa. Sin embargo, actualmente, se ha prestado
mayor atenciéon a la estructura tridimensional del oviducto mamifero. Utilizando
microscopia electronica de barrido, Hunter et al., (1991), describieron un patrén de
pliegues, surcos, y criptas en la union ttero-tubdrica y la porcion caudal del istmo de la
vaca, postulando que dichas estructuras podrian representar un obstaculo o regular el
ascenso de los espermatozoides. Recientemente, Yaniz et al., (2000) presentaron un
estudio anatomo-funcional de la mucosa oviductal bovina; porcina (Yaniz et al., 2006);
y ovina (Yaniz et al., 2013); donde revela que la topografia del oviducto provee un
complejo sistema de regulacion, el cual puede influenciar el pasaje tanto de gametas y/o
embriones, asi como ¢l movimiento del fluido del canal oviductal.

Las fimbrias con sus cilias son consideradas el principal factor responsable de la
captacion y el transporte del(los) ovocito(s) ovulado(s) hacia el interior del oviducto, y
en el ampula el epitelio ciliado continlia con una funcidén similar hacia porciones mas
distales del oviducto (Hunter, 2012). Varios estudios actuales sobre stiper-estimulacion
folicular en la yegua demuestran que, si bien, distintos tratamientos pueden inducir
multiples ovulaciones (Squires y MacCue, 2007) es muy comun que estas ovulaciones
no produzcan los embriones correspondientes (Araujo et al., 2009). Una posible
explicacion para esta discordancia, es una falla en el mecanismo de captacion de los
ovocitos ovulados por parte de las fimbrias oviductales (Cramo et al., 2006).

Si bien existen reportes referidos a la arquitectura bi y tridimensional del oviducto de

distintas especies de importancia doméstica, en la yegua la informacion es limitada en
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este aspecto, asi como también la microestructura de las fimbrias y los mecanismos de
captacién de ovocitos.

Nuestro grupo de trabajo pudo comprobar que el oviducto de la yegua presenta una
serie de trabéculas que subdividen su lumen a nivel del ampula y en la uniéon ampula-
istmo (Aguilar et al., 2012). La descripcion de un modelo tridimensional de la
arquitectura del oviducto de la yegua, facilitara el desarrollo de conceptos sobre
distintos procesos, como el transporte de gametas y/o embriones; permitira determinar
la existencia de microambientes, probablemente con relevancia fisiologica; y ademas,

aplicar los conocimientos a las diversas tecnologias de reproduccion asistida.
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Hipétesis

w La arquitectura de la mucosa oviductal de la yegua presenta caracteristicas
anatémicas macro y microscopicas especificas de especie que probablemente tengan

relevancia en las funciones del oviducto.

+ Los eventos reproductivos que ocurren en este organo, entre ellos la creacion de un
reservorio funcional de espermatozoides, como otros mecanismos clave en la etapa de
fertilizacion, podrian estar condicionados o regulados por estas particularidades en su

arquitectura.
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Objetivos

El presente trabajo de tesis, tiene como objetivos generales a los siguientes:

« Describir la estructura tridimensional de la mucosa oviductal de la yegua en referencia

a las distintas fases o etapas reproductivas.

w Localizar las regiones anatomicas del oviducto donde se establecen los reservorios de

espermatozoides.

Para llevar a cabo los objetivos generales mencionados anteriormente, se han planteado

los siguientes objetivos especificos:

1.

Desarrollar un modelo macroscopico de organizacion tridimensional del oviducto de la
yegua en distintas fases reproductivas, mediante técnicas anatomicas de replecion-

corrosion.

Determinar por medio de microscopia electrénica de barrido (MEB) y técnicas
histologicas, los sitios anatémicos de la mucosa del oviducto en los que se establecen

reservorios espermaticos en yeguas inseminadas artificialmente.

Determinar si los reservorios espermaticos estan influenciados por el dominio

hormonal en yeguas en diferentes etapas del ciclo estral (anestro versus estro).

Comparar cuantitativamente las poblaciones de espermatozoides que forman los

reservorios, entre el oviducto ipsilateral y contralateral al ovario ovulado.

Comparar cuantitativamente los reservorios espermaticos entre el oviducto ipsilateral y
contralateral al ovario ovulado, en yeguas inseminadas de manera convencional versus

inseminacion profunda.
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4. METODOLOGIA

4.1. Seleccion de animales

De una poblacién de animales destinados a faena en un frigorifico local situado en
proximidades (3 km. aproximadamente) de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, se
seleccionaron yeguas mestizas tipo criollo con buena condicioén corporal (4 0 mas en una
escala de 1 a 9), y sin signos evidentes de enfermedad. La edad fue establecida mediante
cronologia dentaria. La fase del ciclo estral fue determinada mediante palpacion rectal y
ecografias transrectales, descartando aquellos individuos que presentasen alguna patologia
reproductiva.

Los grupos que se propusieron en el plan de tesis original, para cumplir con la

totalidad de los objetivos fueron los siguientes:

A) Yeguas adultas no preiiadas (vacias) con edades comprendidas entre los 3 y los 14

afios, sacrificadas en las siguientes etapas reproductivas:

Grupo 1. Anovulatorias (n=5), yeguas que presentan ovarios pequefios, con foliculos <15
milimetros y ninglin cuerpo Iiteo; seleccionadas durante el periodo anovulatorio profundo
(junio, julio y agosto).

Grupo 2. En estro (n=5), yeguas que por lo menos presenten un foliculo ovarico 235
milimetros, cierto grado de edema endometrial y tono uterino bajo.

Grupo 3. Post-ovulatorias (n=5), seleccionadas durante el estro, revisadas diariamente
mediante ultrasonografia hasta la ovulacion, y sacrificadas dentro de los 2 dias post
ovulacion.

Grupo 4. En diestro (n=5), seleccionadas en estro, revisadas diariamente por
ultrasonografia hasta la ovulacién, y sacrificadas entre los dias 7 y 9 post ovulacién con al

menos un cuerpo liteo (CL), elevado tono uterino y ausencia de edema endometrial.

B) Yeguas gestantes: con edades comprendidas entre los 3 y los 14 aiios, en el ultimo 1/3

de la gestacion.

Grupo 5 (n=5).

C) Animales en desarrollo

Grupo 6. Fetos hembra (n=5), provenientes de yeguas en el ltimo tercio de gestacion.
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Grupo 7. Potrancas prepuberes (n=5), < 2 afios”.

4.2. Muestreo

4.2.1. Obtencion de los oviductos:

Una vez sacrificadas las yeguas sus tractos reproductivos fueron recolectados y
colocados en recipientes apropiados para ser transportados al laboratorio dentro de la
primera hora. Se revisaron las estructuras ovdricas para contrastar y confirmar la fase
reproductiva evaluada previamente mediante tacto rectal y ecografia. Se llevaron a cabo
disecciones para aislar el oviducto del resto del tracto reproductivo. Una vez obtenidos, los
oviductos fueron despojados del tejido conectivo circundante (mesos y ligamentos de
soporte) mediante diseccion convencional y posteriormente bajo lupa. Para cada yegua se
procesaron ambos oviductos, derecho e izquierdo. Segin el objetivo planteado y las
condiciones de la muestra, los oviductos fueron destinados al estudio de la arquitectura

tridimensional o a la identificacion de reservorios esperméticos (Fig. 4).

4.3. ORGANIZACION TRIDIMENSIONAL DE LA MUCOSA OVIDUCTAL

Para describir la arquitectura del oviducto y especialmente la organizacion de la
mucosa, se utilizaron diferentes técnicas, entre ellas la replecion intraluminal utilizando
variados compuestos naturales y sintéticos, en un intento de reproducir con el mayor
detalle posible la disposicion del endosalpinx.

La técnica anatomica mencionada consiste en “rellenar” estructuras huecas o que
posean alguna cavidad (visceras, conductos, vasos sanguineos, etc.) con ¢l objetivo de
copiar su arquitectura interna a través de moldes tridimensionales; como también
demostrar el recorrido de vasos y conductos dentro de 6rganos parenquimatosos.

Existen diferentes compuestos que pueden ser utilizados (latex natural, resinas,
acrilicos, siliconas, metacrilatos, poliuretanos, etc.), para realizar repleciones. En la

actualidad se han desarrollado nuevos compuestos que permiten replicar con exactitud la

'Con el trascurso de los afios y durante las distintas etapas llevadas a cabo para cumplir con los objetivos
propuestos en la tesis; el proveedor principal de las muestras utilizadas (Frigorifico General Pico S.A; ex
Aimar S.R.L), se mantuvo sin actividades (afio 2012), y posteriormente realizé diversos cambios
reglamentarios en los procedimientos y categorias de animales destinados a faena. Por tales circunstancias
tuvieron que ser descartados del plan original de tesis el grupo 5 (preiiadas, ultimo 1/3), y el grupo 6 (fetos
hembras), acorde a las vigentes reglamentaciones de la planta frigorifica.
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arquitectura 3D de estructuras anatomicas y pueden ser analizadas simultineamente con
microscopia Optica convencional o con microscopia electronica de barrido.

Posterior al “llenado” de las estructuras anatomicas con el material elegido y
transcurrido el tiempo de fraguado correspondiente, habitualmente se procede a digerir el
tejido circundante al lumen, con diferentes soluciones corrosivas (4cido nitrico,
clorhidrico, hidréxido de sodio, potasio, etc.) y de esa manera obtener el molde 3D

mencionado.

noy

Figura 4:

Obtencién del oviducto equino mediante diseccidn. A, oviducto in situ y estructuras anatomicas asociadas
(pcu, punta cuerno uterino; Ipo, ligamento propio del ovario; mov, mesovario; msal, mesosalpinx, inf,
infundibulo; is¢, istmo); B, diseccién posterior del oviducto para liberar la unién a través de su fimbria
ovidrica que lo mantiene adherido al ovario; C, oviducto y punta de cuerno uterino; D, diferentes regiones del
oviducto incluido en sus mesos peritoneales de soporte.

13




Materiales y Métodos

4.3.1. Puesta a punto de la técnica de replecion-corrosion:

Durante varios meses, se puso a punto la técnica de replecién-corrosion para obtener
moldes tridimensionales del lumen oviductal. Se utilizaron diferentes productos para
realizar la replecion, observando ciertas dificultades con algunos de los mismos. A

continuacion se detallan las principales dificultades segiin el material utilizado:

1- Monomero acrilico autocurable, (Subit6n®, Argentina): este acrilico
odontoldgico fue el primer material utilizado para realizar 1a replecion del oviducto. Las
dificultades observadas al intentar la inyeccion fueron:

- escaso tiempo del material en estado liquido (no polimerizado).

- baja fluidez del producto.

- bajo poder de difusién-progresion a través del pequefio lumen del érgano.

- presencia de burbujas microscépicas, con formacion de artefactos en los moldes.

2- Resina poliéster: utilizada como segunda opcién debido a su bajo costo y facilidad
de obtencion en el mercado. Las dificultades observadas fueron:
- elevada viscosidad en estado puro.
- en altas diluciones (para bajar la viscosidad), se lograba un fraguado muy lento de
la misma.
- permanencia de su aspecto cristalino, ain coloreada; dificultando la obtencidn de

imagenes (gran refringencia del molde) bajo lupa estereoscopica.

3- Solucion de Latex Natural Amoniacal®, (Insumos Quimicos Nacionales,
Santiago, Chile): a pesar de observarse muchas ventajas respecto a los materiales
antertores, también se obtuvieron ciertas dificultades:

- después de realizada la corrosién en hidroxido de potasio (KOH), el molde

obtenido resultd pegajoso y dificil de manipular.

4- Vinilpolisiloxano, Panasil® initial contact, (Kettenbach GmbH & Co. KG,
Germany): este elastomero odontoldgico es utilizado para realizar impresiones con alto
grado de precision de las piezas dentarias. Polimeriza por adicion y presenta excelentes
propiedades hidrofilicas. Debido a su disefio para actuar en lugares anatoémicos con
presencia de fluidos (como la saliva en la boca), permitié replicar con buen detalle el
lumen oviductal, sin que interfieran las secreciones propias del mismo. Se puede

mencionar como desventaja el elevado costo del producto en el mercado.
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nuevo polimero sintético fue adquirido (fines de 2010) y finalmente seleccionado como
material ideal para realizar las réplicas intraluminales del oviducto. Este producto, es una
resina formulada a base de poliuretanos (4,4 -metilendiciclohexil diisocianato) que
polimeriza a temperatura ambiente mediante la adiciéon de un catalizador. Originalmente
fue disefiado para copiar con gran exactitud la arquitectura interna de los vasos sanguineos
hasta nivel capilar. Los moldes obtenidos de los microscopicos vasos pueden ser
observados, analizados y cuantificados mediante diferentes técnicas como la microscopia

electrénica de barrido. La unica desventaja de este compuesto es su elevado costo.

4.3.2. Técnica anatémica de replecion-corrosion:

4.3.3. Preparacién de la resina PU4ii® (polyurethane for improved imaging):

La viscosidad natural que presenta la resina (6500 mPas a temperatura ambiente), hace
necesario que deba diluirse para lograr una solucion capaz de perfundir en el interior de la
estructura anatémica a replicar. Para ello, se mezclo el polimero de poliuretano con MEK
(methyl-ethyl-ketona [2-butanona], Taurus®, Argentina), al 30 % (v/v). Posteriormente, fue
adicionado el pigmento para colorear la resina (Farbpaste DW-0113-5%, Astorit,
Switzerland), 1-2% (v/v). Unos pocos minutos antes de la inyeccion de la resina, se agrego
el catalizador (PU4ii Hardener®, vasQtec; Zurich — Switzerland) en una proporcion de
16:100 v/v con la resina. El producto resultante se mezcld enérgicamente, evitando la
incorporacion de burbujas de aire, para luego ser transferido a una jeringa y proceder a la
inyeccion - replecion (Fig. 5).

Debido a que el producto originalmente fue creado para replicar moldes
tridimensionales de redes vasculares (hasta lechos capilares) la resina también fue utilizada
para tal fin en la vasculatura del ovario, oviducto y cuerno uterino de algunas yeguas; a
pesar de que no fue propuesto dentro de los objetivos de la presente tesis (Fig. 7).
Adicionalmente se inyect6 latex coloreado en la vena ovarica con el proposito de visualizar

el drenaje venoso del oviducto y estructuras adyacentes (Fig. 8).

4.3.4. Protocolo.

Los oviductos disecados y liberados de sus pliegues peritoneales de soporte fueron
parcialmente desplegados, preservando curvaturas y el trayecto sinuoso presente a lo largo

de los diferentes segmentos del organo, principalmente la unién dampula-istmo (UAI) y
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ampula. En la unién Utero-tubarica fue disecada la papila oviductal para posteriormente

canalizarla en el momento de realizar la replecion.

Etapas:

1.

SN

10.

11.

12.

13.

Canalizado de la papila oviductal con aguja descartable, calibre 16x5, con punta
roma para evitar lesionar la pared del oviducto.
Utilizando pinza hemostatica Halsted se mantuvo fija la aguja dentro del lumen de
la papila.
Preparacion de la solucién de replecion:

a. Resina PU4ii®(1,85 ml).

b. Dilucion con MEK (2,5 ml).

c. Adicion del pigmento colorante (Farbpaste DW-0113-5%).

d. Catalizador (PU4ii® Hardener, 0,4 ml).

e. Homogenizado de la mezcla.
Cargado de la mezcla en una jeringa de Sml.
Acople de la jeringa con la aguja canalizando la papila oviductal.
Replecidn del oviducto, en forma lenta y a presion constante.
Cuando se observo salida de la resina por la region del infundibulo del oviducto se
detuvo la replecion.
Se procedio al ligado del infundibulo para luego retirar la aguja y ligar a nivel de la
papila oviductal.
Se coloco el oviducto “repleto” en agua tibia, para el fraguado del elastomero.
Transcurridas 12 hs. de la replecion, el oviducto fue sumergido en la solucidén de
corrosion alcalina de hidroxido de potasio (KOH) al 7,5 %.
Cambios diarios de la solucion corrosiva hasta la eliminacién completa de todo el
tejido oviductal.
Obtenido el molde del lumen oviductal, fue lavado con agua corriente para retirar
restos de KOH; y posteriormente secado al aire libre.

Obtencion y procesado de las iméagenes.

Debido a que en el item 7 del protocolo descrito, se procede a ligar a caudal del

infundibulo (sobre ¢l ampula); esta region resulta sin solucion de replecion. Este segmento

(infundibulo) fue aislado mediante diseccion y se realizaron las replicas o moldes

correspondientes colocando una delgada capa de resina sobre la superficie mucosa. Para
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lograr la replecion de la papila oviductal (ocupada por la aguja) se procedi6 al llenado

retrogrado de la misma canalizando a nivel del istmo (Fig. 6A, B).

o
Figura §:

Protocolo realizado durante la repleci6n intraluminal y corrosién del oviducto.

A, resina PU4ii®, catalizador y pigmento; B, oviducto disecado y desplegado; C, oviducto canalizado a través
de su papila y fijado de la aguja mediante pinza hemostatica; D, oviductos donde se visualiza parte del molde
en la region del ampula; E, batea con solucién corrosiva; F, molde del lumen del oviducto (sin infundfbulo)
posterior a la corrosién completa de los tejidos.

Figura 6:

A, imagen estereoscOpica magnificada (40X) del interior del cuerno uterino, donde se observa la porcion
intraluminal (papila) de la unién ttero-tubirica (UUT) protruyendo en el extremo del mismo. La flecha
indica el orificio uterino de ingreso hacia el lumen de la papila. B, Replecion retrograda de la papila oviductal
a través del canalizado del istmo. La flecha indica la punta del cuerno uterino, que fue ligado para obtener un
molde del mismo y la papila que protruye en su interior.
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oviducto §

Figura 7:

Replecion vascular a través de la arteria ovdrica, durante la fase de diestro. A, canalizacién de la arteria
ovérica y replecién con resina PU4ii® (flechas indican la penetracién del poliuretano, evidenciado por el
color rojizo del pigmento); B, resina ocupando los pequefios vasos sobre la superficie del ovario y alcanzado
el oviducto; C, capilares sanguineos del infundibulo repleto de resina (flecha); D, vista ventral de la region
del 4mpula oviductal con sus vasos repletos (flechas); E, ovario, oviducto y extremo del cuemo uterino,
luego de una corrosién moderada de los tejidos en hidréxido de potasio (KOH); F, molde vascular luego de
corrosiéon completa de los tejidos (la cabeza de la flecha marca la tortuosa arteria ovarica, en proximidades
del ovario; la flecha grande indica la rama uterina de la arteria ovérica; flecha pequeifia indica las ramas
tubaricas para el oviducto). Barra de escalaen A, B, C, D, E y F indica 1 cm,
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Figura 8:

Replecion vascular a través de la vena oviérica izquierda con litex coloreado (azul), durante la fase de diestro.
A, region del dmpula; B, istmo; C, extremo del cuerno uterino; D, mesosalpinx con pequefios venas sub-
serosas; E, mesoovario con vasos haciendo anastomosis con las vénulas y capilares venosos del mesosalpinx;
F, ligamento propio del ovario.

4.3.5. Analisis de los moldes 3D del lumen oviductal:

4.3.6. Estereomicroscopia.

Los moldes obtenidos mediante la técnica de replecion-corrosion, fueron analizados
utilizando una lupa estereoscopica (Motic Images Plus 2.0MF Motic China Group Co.,
Ltd.); a magnificaciones de 20X y 40X. Los detalles visualizados fueron registrados a

través de la cdmara digital de la lupa.

4.3.7. Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Adicionalmente, algunos segmentos centrales y representativos de los moldes de cada
region tubular del 6rgano, fueron analizados mediante microscopia electrénica de barrido
(MEB). Para tal fin, los mencionados segmentos se montaron en soportes de aluminio,
fueron recubiertos de oro, y examinados con un microscopio electronico de barrido (Carl
Zeiss®, Supra - 55VP; USA), en el Laboratorio de Microscopia Electrénica del Noroeste
Argentino (LAMENOA), perteneciente al Instituto Superior de Investigaciones Biologicas
(INSIBIO), Tucuman, Argentina.
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4.3.8. Registros morfométricos:

A partir de los moldes intraluminales, en primera instancia y de acuerdo a las
caracteristicas macroscoOpicas, fue delimitada cada regién tubular (istmo, UAI y ampula).
Cada una fue fotografiada de manera secuencial, hasta alcanzar el limite con la region
adyacente. Mediante el software (Motic Images Plus 2.0™") a cada imagen (de 6,4 mm. de
longitud), se le realizaron los siguientes registros: 5 (cinco) mediciones separadas y
equidistantes entre si, para obtener el didmetro luminal (@), y 1 (una) medicion para hallar
la longitud del segmento (Is). Para este ultimo registro (longitud) se trazé un ¢je a mano
alzada sobre el plano mediano, respetando las curvas presentes en cada segmento. Los
valores registrados de los segmentos centrales fueron establecidos como representativos
para ¢l didmetro de cada regidn (istmo, UAIL ampula) y fase reproductiva (anovulatoria,

estro, diestro) evaluada (Fig. 9).

- )

Figura 9:

Procedimiento realizado para obtener algunos registros morfométricos de las diferentes regiones de los
moldes 3D del oviducto. A, molde del oviducto (40X, sin infundibulo) donde se remarca un segmento del
istmo craneal; B, foto (de 6,4 mm de longitud) del segmento del istmo craneal, registrada con la camara de la
lupa estercoscopica (Motic Images Plus 2.0M“). Analisis de la imagen con el software Motic Images Plus
2.0™": en trazos blancos se muestran 5 mediciones para determinar el didmetro; y el trazo verde sobre el eje
mediano, para obtener la longitud del segmento.
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4.4. Examen histologico del tejido oviductal:

4.4.1. Microscopia optica (MO) y morfometria.

A partir de cortes histoldgicos de cada region tubular (exceptuando el infundibulo) y
en diferentes etapas del ciclo estral (anovulatoria, estro, posovulatoria y diestro); a través
del software (Motic Images Plus 2.0M") se realizaron mediciones del 4rea luminal (al) y
perimetro epitelial (pe); y area mucosa (am) ocupada por pliegues, asumiendo como limite
para los primeros parametros al epitelio oviductal; y para el drea mucosa, la capa muscular
(Fig. 10 y 11). Este altimo dato, fue obtenido a partir de la diferencia entre el area total
(at) y area luminal (al). Para realizar dichas mediciones fueron considerados unicamente
los cortes histoldgicos obtenidos de forma transversal. Para calcular el drea total (ar), se
utilizé la ecuacién del area de un circulo (4= mxD’/4), obteniendo previamente el didmetro
mayor y menor (debido a que los cortes no representan circunferencias homogéneas).
Adicionalmente se calculé el volumen aproximado (promedio del drea lumen [mm’] x
promedio longitud [mm] = mm’), convertido en microlitros (ul), para cada regién y fase
del ciclo, considerando como representativos a los valores obtenidos de los segmentos

centrales.

Tabla 1:
Meétodos de evaluacién de las caracteristicas de la mucosa oviductal en las distintas regiones del
oviducto y en diferentes etapas del ciclo estral.

Bidimensional Tridimensional
Examen (2D) (3D)
sl Cortes Moldes Segmentos
s i Histolégicos intraluminales oviductales
Estéreo Estéreo
Vet F ; : 5 - 1 3
Meétodo analisis microscopia M.O microscopia MEB MEB
oot | g LT e S
> : cacion de pliegues P 3 . !
Relacion plic- iteliales. 1as o fondos tas 0 fondos phiegues y
Caracteristicas ORI D'cplne luéei de de saco, de saco, ramificaciones,
morfologicas 4rea libre intra- Slhis Cntaliati plicgues y pliegues y Distribucion y
' luminal. Dcsa:mﬁ:: o ramificacio- ramificacio-  caracteristicas de
0 s nes. nes. células epitelia-
i i les. Ciliacién
Area luminal, Longitud y
perimictro epite- Altura de pli diémetro de No No
Vorfometria lial, 4rea muco- Ta G pucgucs cada regién. G iim
e ionen epiteliales Volumen determinado determinado
aproximado aproximado.
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4.4.2. Microscopia Electronica de Barrido (MEB):

Conjuntamente con la evaluacion con microscopica convencional, las muestras de
tejido oviductal provenientes de yeguas inseminadas artificialmente, fueron analizadas
mediante MEB (Carl Zeiss®, Supra - 55VP; USA). Concomitantemente con la busqueda de

espermatozoides, se describieron las principales caracteristicas de la mucosa y su epitelio.

Anovulatoria §

Estro

Posovulatoria

Diestro "

Figura 10:

Obtencién de algunos registros morfométricos de las diferentes regiones del oviducto, a partir de cortes
histolégicos. Las columnas representan las regiones tubulares (istmo, UAIL dmpula), en correspondencia a las
distintas fases del ciclo estral evaluadas (anovulatoria, estro, posovulatoria y diestro). En cada imagen se
observan los diametros (mayor y menor) utilizados para calcular el area total y drea mucosa, ocupada por los
pliegues epiteliales, a través del software Motic Images Plus 2.0™",
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Figura 11:

Obtencion de algunos registros morfométricos de las diferentes regiones tubulares del oviducto, en distintas
etapas del ciclo estral, a partir de cortes histologicos. A, imagen de la region del istmo capturada por la
cémara digital; B, imagen del istmo modificada (en negativo); C, autosegmentacién de la imagen del istmo;
D, gd{ilculo automético del drea (um?) y perimetro (um, verde s6lido), a través del software Motic Images Plus
2.0™

4.4.3. Microscopia Electrénica de Transmision (MET):

Posterior a la recoleccion, fueron cortados trozos pequefios (1x1mm) de tejido
oviductal, y colocados en fijador de Karnovski al 5%. Después de varios enjuagues con
solucion buffer fosfato (pH 7), las muestras fueron post-fijadas en tetroxido de osmio
(0s0O4), y deshidratadas en series ascendentes de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 95% y
absoluto). Las muestras deshidratadas fueron incorporadas en bloques de resina epoxi
(Epon™812, Sigma - Aldrich®). Se realizaron cortes ultrafinos (50 -70nm), recogidos en
rejillas de cobre y posteriormente coloreados con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las
secciones fueron observadas bajo microscopio electrénico de transmision (Carl Zeiss EM-
109%, USA).Todas las muestras fueron procesadas y fotografiadas en el Laboratorio de
Microscopia Electronica del Noroeste Argentino (LAMENOA) del Instituto Superior de
Investigaciones Bioldgicas (INSIBIO), Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia;

Universidad Nacional de Tucuman.
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4.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de los diferentes parametros morfométricos, fucron
analizados estadisticamente (InfoStat® v.2013), para comprobar posibles efectos de cada
etapa sobre las variables (didmetro, areas, perimetro, longitud) mediante ANOVA; y
comparar a posteriori las variables entre regiones y etapas reproductivas mediante un test

de Tukey.

4.6. RESERVORIOS DE ESPERMATOZOIDES (R.E) EN EL. OVIDUCTO

Para cumplir el segundo objetivo general del apartado “Objetivos™, se utilizaron
yeguas en diferentes fases del ciclo estral. Dichos animales fueron seleccionados durante
determinados meses del afio, de acuerdo a los criterios de seleccion previamente citados
(4.1. Seleccion de animales, Tabla 2).

Dependiendo de las oportunidades y disponibilidad de recursos entre otros; los
animales seleccionados, y las muestras recuperadas, provinieron de diversas procedencias:
Planta Frigorifica (64%); Centro de Transferencias Embrionarias (9%); Laboratorio de
Reproduccién Equina, FAV — UNRC (27%)°. Las yeguas no procedentes del frigorifico
fueron intervenidas quirirgicamente con el objetivo de realizarles una ovariectomia
bilateral (castracion), y concomitantemente recuperar los oviductos (Fig. 13 y 14).

Todas las yeguas fueron chequeadas mediante palpacién rectal y monitoreo
ultrasonografico, para verificar la fase del ciclo reproductivo. Aquellos animales

compatibles con dicho estadio fueron seleccionados para ser inseminados artificialmente.

4.6.1. Recoleccion de semen e Inseminacion Artificial (IA):

El semen extraido y utilizado para realizar las inseminaciones artificiales, provino de
dos padrillos de raza criolla de fertilidad probada, ubicados en las instalaciones del
Laboratorio de Reproduccion Equina, de 1a Facultad de Agronomia y Veterinaria, UNRC.
Para la colecta del eyaculado se utilizé6 una vagina artificial (VA) tipo Missouri; con
presion y temperatura ajustada a las caracteristicas de los padrillos.

El semen recolectado fue evaluado macroscdpicamente y luego bajo microscopio, para

determinar el porcentaje de motilidad progresiva y el vigor de los espermatozoides motiles.

*Propuesto inicialmente, la totalidad de los animales seleccionados y las muestras necesarias para
cumplir los objetivos, provendrian de la planta frigorifica, aunque por impedimentos de diversa indole,
tuvieron que adquirirse animales de otras procedencias.
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Utilizando una camara de Neubauer (hemocitometro) se calculé la concentracion
espermatica del eyaculado y se procedié a su correspondiente dilucion con extender tipo
Kenney, para lograr dosis inseminantes con concentraciones minimas de 800 x 10°
espermatozoides con motilidad progresiva. Estas dosis fueron utilizadas aproximadamente
a las 2 horas de recolectado el eyaculado, incluyendo su procesamiento y dilucién final.
Las IA fueron realizadas de manera convencional, depositando cada dosis inseminante en
el cuerpo uterino de las yeguas.

Mediante tacto rectal y ultrasonografia se constaté la permanencia en la fase del ciclo
de los animales hasta el momento de la recoleccion de los oviductos.

En uno de los tultimos ensayos, y en un intento de facilitar la visualizacién y
localizacion de los espermatozoides en el oviducto de una yegua seleccionada, el semen
utilizado en la IA fue previamente incubado con el fluorocromo (bis-benzimida, Hoechst
33342%, Molecular Probes, USA), el cual se liga al ADN nuclear, ubicado en la cabeza del

espermatozoide, sin afectar su viabilidad / motilidad.

4.6.2. Inseminacion Artificial con Semen Pre-incubado con Fluorocromo (Hoechst

33342%).

El procedimiento utilizado en este caso puntual, fue el mismo que el mencionado en el
punto 4.6.1; con la variante de que la dosis inseminante (800 x 10° espermatozoides), fue
incubada (previo a la [A), con una solucioén stock (5ug/ml.) de fluorocromo nuclear
Hoechst 33342%, a temperatura ambiente, durante 10 minutos y completa oscuridad.
Inmediatamente antes de la IA, fue reevaluada la viabilidad y motilidad de las células
espermaticas del semen con el fluorocromo incorporado en su ADN nuclear, mediante

microscopio Optico equipado con luz UV (Fig. 12).
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Figura 12:

Alicuota de semen cquino coloreado con fluorocromo Hoechst 33342° previo a la IA. Las cabezas
esperméticas conteniendo el fluorésforo ligado al ADN espermatico, emiten fluorescencia azul, en respuesta
al estimulo con luz UV del microscopio de epifluorescencia.

El tiempo transcurrido entre las IA y la recoleccidn de los oviductos de las distintas

yeguas inseminadas fue variable, dependiendo en gran medida de la procedencia de los

animales y el método disponible de recoleccion.

Tabla 2:
Caracteristicas generales de la recuperaciéon de tejido oviductal para evaluar el reservorio
espermatico en el oviducto de la yegua.

Recoleccion de oviductos de yeguas inseminadas artificialmente

Diciemb Agosto Diciemb Diciemb  Enero Enero  Febrero

Mes / Ane 2001 2012 2012 2013 2014 2015 2015
Yeguas (n) n=3 n=] =1 n=1 n=3 n=1 n=1
Estadio Estro Anovul Estro Estro Estro/Po  Estro Estro
”Rt’t'ﬂp. post 1A (hs) +36 +18 +20 +8 +72 +5,5 +12
Oviductos (n) n=6 n=2 n=2 n=2 =5 =1 n=1
Origen Frigorif. Cirugia Frigorif. @ Cirugia  Frigorif. Cirugfa Mf)(::m

Anovul, anovulatoria, Po, posovulatoria.
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4.6.3. Recuperacion de oviductos mediante cirugia (laparotomia).

4.6.4. Ovariectomia bilateral en estacion:

Como fue mencionado, para este procedimiento quiriurgico se utilizaron yeguas
procedentes de un Centro de Transferencias Embrionarias ubicado a escasos kilémetros de
la Universidad Nacional de Rio Cuarto, y del Laboratorio de Reproduccion Equina
perteneciente a la mencionada casa de altos estudios. Mediante tacto rectal se verificéd que
la longitud de los ligamentos ovaricos (suspensores del ovario), sea suficiente como para
exponer el ovario y estructuras asociadas hacia la incision quirdrgica, mediante un
abordaje realizado a través de cada flanco.

Se realizd un examen clinico de rutina, previo a la medicaciéon e intervencion
quirdrgica para chequear el estado normal de las constantes fisiolégicas. Posterior a un
ayuno de +12 horas, se procedié a realizar la cirugia en estacion, bajo los efectos de
sedacion profunda utilizando 0,1 mg/kg. EV de maleato de acepromacina, (Acedan®,
Holliday Scott SA); 1 mg/kg. IM de clorhidrato de xilazina, (Sedomin®, Konig, Argentina)
y 0,2 mg/kg. EV de tartrato de butorfanol, (Butormin®, Holliday Scott SA), para lograr
analgesia visceral acorde al procedimiento.

En una manga ginecoldgica (en estacion), el area quirirgica fue rasurada y preparada
asépticamente para abordar la cavidad abdominal a través de cada flanco (Fig. 13 y 14).
Se realizd anestesia local paravertebral de las ramas ventrales de los nervios espinales
toracolumbares, desde T18 (toracico 18) hasta L2 (lumbar 2) para insensibilizar la piel y
los musculos abdominales. Para tal fin se utiliz6 clorhidrato de lidocaina al 2%
(Lidocaine® Richmond Vet Pharma), de rapida accién para las ramas cutdneas; y
bupivacaina al 0,5% (Bupinex Vet® Richmond Vet Pharma) de duracién prolongada para

las ramas musculares y de mayor calibre.

Transcurridos aproximadamente 20-30 minutos de efectuada la anestesia local, se
procedié a realizar la incision quirurgica de todos los planos anatémicos; piel, tejido
subcutaneo, fascia superficial y profunda, las capas de musculos abdominales ubicadas en
el flanco (oblicuo abdominal externo, interno, transverso) y finalmente peritoneo parietal
para ingresar a la cavidad abdominal.

Un operario, a través de tacto rectal aproximé el ovario correspondiente hacia cada

incision quirtirgica, para facilitar la extraccion del mismo y el oviducto relacionado.
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Figura 13:

Anestesia local paravertebral, previo a la ovariectomia bilateral en estacion a través de la fosa del flanco
izquierdo y derecho. A, aguja (flecha) colocada en el espacio intervertebral entre T18 y L1, 10 cm a lateral de
la linea media dorsal, para bloquear la emergencia del nervio espinal T18; B, depdsito de lidocaina para la
desensibilizacién de la rama ventral del Gltimo nervio espinal toracico izquierdo (T18).

Figura 14:

Ovariectomia bilateral en estacidn a través de los flancos. A, incision de los estratos superficiales de la pared
abdominal; B, divulsidn de los musculos abdominales.
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Figura 14 (continuacién):

Ovariectomia bilateral en estacién a través de los flancos. C, colocacién de riendas de traccién y
exteriorizacion del ovario izquierdo a través de la herida quirirgica; D, traccién del pediculo oviérico,
oviducto y mesos peritoneales de soporte, E y F, incisién y abordaje del flanco derecho para realizar la
ovariectomia del ovario y estructuras asociadas ipsilaterales.

4.6.5. Procesamiento de los oviductos y evaluacion de las muestras.

Independientemente de la procedencia, una vez obtenidos los oviductos de las yeguas
inseminadas artificialmente, se realizaron disecciones para eliminar gran parte de la serosa
de soporte. Cada oviducto fue seccionado transversalmente en toda su extension, y de
acuerdo a las caracteristicas macroscopicas se obtuvieron porciones de 0,5 cm. de longitud
de las siguientes regiones: UUT, istmo, UAl y ampula.

Posteriormente, una seccion de cada region fue preservada en solucion de formalina
bufferada (SFB al 10 %) para histopatologia; y otra seccion del mismo segmento, fijada en
solucion de Karnovsky al 5% (Glutaraldehido - paraformaldehido) para evaluacién con

microscopia electronica de barrido (MEB).
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Todas las porciones destinadas a histopatologia fueron deshidratadas en soluciones
graduales ascendentes de etanol (70%, 80%, 96% y 100 %), clarificadas en xilol ¢
incluidas en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 7um de cada bloque, las cuales
fueron montadas en portaobjetos. Posteriormente, se desparafinaron en xilol; rehidratadas
en series descendentes de alcohol y finalmente coloreadas con hematoxilina y eosina
(H&E).

Las muestras reservadas para MEB, fueron procesadas y fotografiadas en el
Laboratorio de Microscopia Electrénica del Noroeste Argentino (LAMENOA) del Instituto
Superior de Investigaciones Biolégicas (INSIBIO), Facultad de Bioquimica, Quimica y
Farmacia; Universidad Nacional de Tucuman.

Los cortes histolégicos fueron evaluados bajo microscopio 6ptico (Carl Zeiss®,
Germany) a magnificaciones de 25X, 200X, 400X y 1000X. Las imagenes fueron
registradas con camara digital (Powershot G6, 7.1 megapixels, Canon INC., Japan) y
software Axio Vision Release 4.6.3 (Carl Zeiss®, Germany). Ademés se fotografiaron
varios cortes histologicos con la camara de la lupa estereoscopica, para realizar mediciones
con el software (Motic Images Plus 2.0MY) y aportar detalles a la organizacion
tridimensional del 6rgano.

Adicionalmente al procesamiento habitual de las muestras, y excepcionalmente para el
caso de una yegua IA con semen incubado con fluorocromo (Hoechst 33432%), se
obtuvieron diminutas porciones de la capa mucosa (endosalpinx), las cuales fueron
“aplastadas™ hasta lograr finas laminas entre el portaobjetos y cubreobjetos, para ser
observadas directamente bajo microscopio invertido equipado con epifluorescencia (Nikon
Eclipse Ti-U®, Nikon Instruments Inc., Japan). Ademas, a partir de la mucosa de la UUT
(papila), istmo y ampula se prepararon improntas. Las mismas fueron coloreadas con un kit
de tincién diferencial rapida (Tincién 15°, Biopur Diagnostics SRL., Argentina) con el

proposito de visualizar posibles espermatozoides en cada regiéon mencionada.

Los parametros tenidos en cuenta en la evaluacion de cada muestra histoldgica fueron
los siguientes:
» presencia y cantidad de células espermaticas.
« regidn oviductal donde se hallan espermatozoides.
« espermatozoides adheridos al epitelio oviductal o libres en el lumen.
» ipsilateral, contralateral (o ambos); al ovario con foliculo dominante (= 35 mm) o

cuerpo luteo (CL).
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Para el caso de las muestras de microscopia eclectronica de barrido (MEB) se
observaron las caracteristicas morfologicas del epitelio oviductal, enfatizando de manera

adicional la posible deteccion de células espermaticas.
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CAPITULO V
REVISION BIBLIOGRAFICA
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA

A pesar de que numerosas biotecnologias aplicadas a la reproduccién, tal como la
fertilizacion in vitro (FIV) ha podido demostrar, que el oviducto no es un érgano esencial
para generar un nuevo individuo mamifero, actualmente se intenta imitar, en condiciones
de laboratorio (in vitro) el ambiente intraoviductal, con el objetivo de lograr con mayor
éxito, las tasas de concepcion de los animales y el hombre. El estudio a lo largo de los
siglos sobre la anatomia macro y microscopica, y principalmente, ¢l gran avance en la
comprension de los procesos fisioldgicos que ocurren en las trompas uterinas (oviductos)
ha permitido -y lograran- con el transcurso de los afios, aplicar la mayoria de estos
conocimientos, a las diversas técnicas reproductivas modernas; por ejemplo, aumentando
los indices de fertilizacion o mejorando los métodos contraceptivos.

Sin dudas que el avance en el conocimiento morfologico y funcional de cada parte del
aparato genital de la hembra (y del macho), estdn estrechamente vinculados al desarrollo

tecnologico y al progreso de las ciencias bioldgicas aplicadas a la reproduccion.

5.1. Breve reseiia historica:

El oviducto, también conocido como salpinx (del griego antiguo eGimy§ = trompeta,
tuba), trompa uterina o de Falopio, lleva el eponimo de Gabriele Fallopio (1523-1562),
notable anatomista italiano, quien por primera vez (1561) y un afio antes de su muerte,
describe de manera completa y detallada a este tramo del aparato reproductor de 1a hembra
(Johnson y TFoley, 1974; Velazquez-Cornejo y Zamora-Ramirez, 2012). Sus
descubrimientos anatomicos, incluyendo la descripcién de los organos genitales, se
detallan en uno de sus libros de texto titulado “Gabrielis Fallopii medici Mutinensis
Observationes anatomicae”, es decir las "Observaciones anatomicas del Médico de
Moddena, Gabriele Fallopio" (Andreae Vesalli, 1564).

Este 6rgano tubular fue ignorado durante mucho tiempo, asi por ejemplo, Aristoteles
(384-322 a.C) menciona con cierta precision las caracteristicas y posicion del utero en
diferentes especies viviparas, oviparas (e incluso algunos insectos), prestando escasa
atencion al oviducto, del que solamente menciona algunas de sus curvaturas en las especies
sanguineas.

Las teorias hipocraticas (cuestionadas parcialmente por Aristdteles) proponian en esos
afios, que a partir de la mezcla del semen masculino y el femenino (fluido o sangre
menstrual) durante el coito, eran los responsables de la formacién del embrion y
posteriormente el feto (Sanchez, 1994).
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Gabriele Fallopio, en realidad no fue el verdadero descubridor de las trompas uterinas

que llevan actualmente su nombre. En los antiguos escritos de la medicina hindd (8 a 10
siglos a.C) se mencionan unos canales cuyas raices u origenes se¢ hallan en el atero (libro
del Ayurveda de Charaka y su discipulo Susruta).
Pero realmente es Herdfilo de Calcedonia (340-280 afios a.C), médico alejandrino, quien,
con posterioridad a varias de sus descripciones anatémicas humanas (cerebro y vasos
sanguineos, corazon, ovarios, epididimo y prostata, entre otras), hizo referencia a los
oviductos. A él se atribuye la analogia entre los genitales masculinos y femeninos.

Considera que los ovarios son los “testiculos femeninos” y los conductos situados
lateralmente, “conductores del semen” desembocan (como en el vardn), en el cuello de la
vejiga. En conclusion, tanto hombres y mujeres producen semen, pero ellas lo eliminan
periddicamente en forma de flujo menstrual, después de haber sufrido una digestion
incompleta (Barriére et. al., 2000).

Esta analogia entre los conductos del macho y la hembra se mantuvo durante muchos
siglos, a pesar de que paulatinamente se abandonaron las terribles practicas de viviseccion
(humana) y comenzaran las primeras disecciones en animales (ovejas), las cuales son
atribuidas a Rufus de Efeso (siglo I a.C). Posteriormente, Galeno (130-201 d.C), basado
también en disecciones animales, describe nuevamente esos ‘“vasos o conductos
espermaticos” de aspecto varicoso, que conducen el semen, desde los testiculos femeninos
hasta los extremos uterinos, pero no hacia la vejiga como se habia mencionado con
anterioridad. Estos conceptos, instalados por Galeno perduraran durante 14 siglos.

Andreas Vesallius (1543), adopta las descripciones galénicas, perpetuando el concepto
del isomorfismo sexual entre machos y hembras, considerando al “conducto seminal
femenino” como una réplica del epididimo. En su obra “De Humani Corporis Fabrica,
Tabulae Anatomicae Sex”, describe graficamente el Utero bicomne de la vaca y la perra,
dando poca importancia al de la mujer. Ademas, menciona e ilustra con detalle el recorrido
de estos “conductos seminales”, que segun sus descripciones comenzaban en los testiculos
femeninos. Demostré ademas, que estos conductos desembocaban en la cavidad uterina y
no en el miometrio (Herrlinger y Feiner, 1964).

Quien corrige estas descripciones un tanto erroneas, y distingue entre los conductos
sexuales del macho y la hembra fue Gabriele Fallopio. Determina que las hembras no
poseen epididimo, y el “conducto seminal femenino” conecta el extremo del utero con el

ovario. Por su similitud al instrumento de viento (trompeta), este conducto fue denominado
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“trompa de Fallopio”. Describe al oviducto de la siguiente manera (Fallopio, 1561 en
Mevdei, 1982):

“el conducto seminifero (meatus seminiferus) tiene su origen en los cuernos uterinos, es
delgado, muy estrecho, blanquecino y posee el aspecto de un nervio. Se hacen mds anchos
cuando se alejan un poco del utero, se incurvan como una rama hasta la proximidad de su
extremo, y separdndose del cuerno como una espiral se hacen muy anchos, tiecnen una
extremidad distinta, que parece carnosa por su color rojo, estando rasgada y mellada
como los flecos de una prenda de vestir desgarrada, con un amplio orificio tapado por los
extremos de los flecos y perdido entre ellos: pero si éstos son cuidadosamente separados y
entreabiertos parece el orificio de una trompeta de bronce. Por consiguiente, puesto que el
conducto seminal, desde su comienzo hasta su extremo final, tiene semejanza con la
porcion incurvada de ese instrumento clasico, ha sido llamada por mi uteri tuba. Existen
no sélo en el cuerpo humano, sino también en ovejas y otros animales que he disecado”

De todos modos, las funciones del oviducto se mantuvieron desconocidas durante 150
afios desde su descripcion inicial. La idea de que las trompas uterinas cumplian con alguna
funcioén secretora, comenzo en torno a los hallazgos de Girolamo Fabrizi d' Acquapendente
(1537-1619), discipulo de Fallopio. A partir de sus experimentos en gallinas, observd que
el oviducto captaba los huevos producidos en el “ovarium” y posteriormente eran
recubiertos con varias capas.

Probablemente, el primero en comprender y describir alguna funcion del oviducto fue
el holandés Regnier De Graaf (1641-1673), quien describe ademas, los foliculos ovaricos
(terciarios) que llevan su nombre (Jay, 2000). A través de estudios en conejas, observa
como esos foliculos desaparecen posterior a la cépula, y descubre pocos dias después,
blastocitos en el interior del oviducto. Reconoce con cierta claridad varias condiciones
patologicas de las trompas uterinas, entre ellas el hidrosalpinx y la prefiez tubarica (Ankum
et al., 1996). De todas formas, no podia descifrar la manera en que esos foliculos maduros,
de importante tamafio, lograban pasar por el estrecho didmetro del oviducto. En la Tabula
Decimo-Quarta y Decimo-Quinta, de su obra “De Mulierum Organis Generationi
Inservientibus Tractatus Novus, 1672” (Fig. 1), grafica algunos de los foliculos en

desarrollo en vacas y ovejas, ademas de las diferentes partes de la tuba de Falopio.
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Figura 1:

A, Representacién grifica de los ovarios (testiculos femeninos) de la vaca (figs. I y II, con el extremo de la
trompa de Fallopio) y \a oveja (figs. III, 1V, y V) Tabula Decima-Quarta. B'y C, Ovario bovino abierto
longitudinalmente con un foliculo maduro junto a la trompa uterina; con sus referencias explicativas (Tabula
Decima-Quinta) de los esquemas presentados en la figura anterior. De Mulierum Organis Generationi
Inservientibus Tractatus Novus, Tabula Décima-Quinta, Regnerus De Graaf, 1672.

Hasta finales del 1600, se pensaba que la fecundacion ocurria en los ovarios, y que el
oviducto transportaba el embrién hasta el utero. Se desconocia por completo de la
existencia de los espermatozoides en los fluidos seminales, hasta que otro holandés, Anton
van Leeuwenhoeck (1679), descubrid, en el esperma humano mintisculas criaturas,
“animalculi”, dotados de movimiento activo, y no tan diferentes de los animales
microscopicos que habia descubierto en el agua de lluvia (Capana, 1999). Posteriormente
Lazzaro Spallanzani, (1780) sostiene la hipdtesis de que los espermatozoides son los
agentes dc la fertilizacién, y logra con éxito inseminar una perra. Cuarenta y cinco afios
después, Dumas (1825), logra comprobar que los espermatozoides efectivamente son los
responsables de la fertilizacion (Senger, 2005). Casi en el mismo momento, Karl Ernst von
Baer (1826), observd por primera vez bajo microscopio optico, el ovocito de un foliculo
antral en ovario mamifero. Finalmente, a partir de ese momento se logré determinar la
diferencia entre foliculos y ovocitos.

Todos estos hallazgos incentivaron estudios posteriores respecto al rol funcional del
oviducto. En un intento de observar el 6vulo en la trompa uterina de una coneja fertilizada;
Purkinje y Valentin (1835), describen de manera accidental, la presencia de cilias en el

oviducto y el utero, desviando su atencién al maravilloso y rapido movimiento que se
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producia sobre la superficie mucosa (Todd, 1836; Satir y Christensen, 2008). Bischoff, en
el siglo XIX es el creador de la popular “teoria de contacto” en la fertilizacién. En su
publicacion de 1842, sobre fertilizacion en conejas “Entwicklungsgeschichte des
Kaninchen-FEies " (historia del cigoto del conejo),postula que la esencia de la fecundacion,
radica en la interaccion quimica entre el évulo y el semen (Bischoff 1842, en Farley,
1982).

El prolongado debate sobre rol de los espermatozoides y los dvulos en la fertilizacién
vio su fin en 1876, cuando Oskar Hertwig publica sus observaciones de fusion pronuclear
entre las gametas del erizo de mar (Briggs y Wessell, 2006).

Una de las descripciones y revisiones mas minuciosas del oviducto mamifero, surge
con el trabajo publicado por Hafez y Blandau en 1969. Desde ese entonces, se han
realizado numerosos estudios, sustentados por los mayores avances tecnologicos,
abarcando una vasta cantidad de aspectos morfologicos, histologicos, ultraestructurales y
moleculares, asi como también, se han demostrado una enorme diversidad de procesos
fisiologicos orquestados en ¢l lumen de este 6rgano, y que muchos de ellos representan
eventos criticos y vitales de la biologia reproductiva.

El creciente e incesante interés sobre los diversos aspectos morfolégicos y funcionales
de este 6rgano clave de la reproduccion es, de algin modo, el origen del presente cstudio y

en el cual intentaremos situar este trabajo de tesis.

5.2. EMBRIOLOGIA, ANATOMIA vy FISIOLOGIA DEL QVIDUCTO

5.3. Desarrollo embriolégico (Ontogenia)

El sistema reproductor embrionario, presenta un par de gonadas sexualmente
indiferenciadas, dos pares de conductos, el seno urogenital, un tubérculo genital y los
pliegues vestibulares. Durante esta etapa (indiferenciada) los embriones poseen los
primordios del aparato reproductor del macho y la hembra. El sistema de conductos
(también indiferenciados) consiste en un par de conductos mesonéfricos (o de Wolff) y un
par de conductos paramesonéfricos (0o de Miiller) situados bilateralmente a los anteriores
(Latshaw, 1987; Noden y DeLahunta, 1985; Hafez y Hafez, 2000).

La ausencia de AMH (anti-miillerian hormone) permitira, para el caso de la hembra, la
permanencia, proliferacion y diferenciacion de las células del conducto paramesonéfrico
(Miiller) con la consiguiente formacidén de sus principales porciones: oviductcs, utero,

cérvix y vagina. Inicialmente, en cada conducto se reconocen tres porciones: a) una
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porcion craneal que abre hacia la cavidad peritoneal; b) una porcién transversa, que cruza
al conducto mesonéfrico, y c¢) una porcion caudal, que se fusiona con el conducto
paramesonéfrico contralateral. Con el posterior desplazamiento de la génada (ovario), las
dos primeras porciones desarrollan al oviducto, y la tercera forma al utero y region craneal

de la vagina (Sinowatz, 2010).

5.4. ANATOM{A MACROSCOPICA

El oviducto es un conducto par, estrecho, que constituye la parte inicial de las vias
genitales de la hembra. Segun las especies es mas o menos flexuoso. En las congjas
presenta un recorrido escasamente tortuoso y es practicamente rectilineo en proximidad al
utero (Pedrero-Badillo et al., 2013). El oviducto de la vaca, oveja y cabra presenta un
grado intermedio de enrollamiento, y por ultimo, en las cerdas y yeguas es muy tortuoso.
En virtud a las flexuosidades que presenta a lo largo de su recorrido, la longitud total del
oviducto es mayor a la distancia que separa el ovario y la extremidad craneal del cuerno
uterino. En gran medida, el grado de enrollamiento y cantidad de circunvoluciones que

presenta depende de la longitud del oviducto de cada especie (Hunter, 1988).

5.4.1. Regionalizacion:

Con propésitos descriptivos, el oviducto se divide tradicionalmente en cuatro regiones
o segmentos diferentes. Esta clasificacion se basa principalmente en el aspecto morfo-
histologico, aunque desde el punto de vista funcional, cada regiéon cumple con roles
particulares y especificos. La unién utero-tubarica (UUT, Pars uterina), cs la zona de
transicion entre el oviducto y el cuerno del utero adyacente. Esta union, presenta
caracteristicas morfolégicas externas ¢ internas variables en las diferentes especies
estudiadas. La organizacidon basica de esta region ha sido caracterizada en diversos
patrones morfolégicos de acuerdo a las especies estudiadas (Hook y Hafez, 1968; Hafez y
Black, 1969; Beck y Boots, 1974). Wrobel et al., 1993; describieron de manera detallada la
organizacion general y la superficie epitelial de esta regidn en los bovinos. En la yegua, la
transicion entre ambos Organos es muy evidente, debido al escaso didmetro del oviducto en
dicha regién y el comienzo abrupto y dilatado del cuerno uterino (Barone, 2001; Konig y
Liebich, 2004; Dyce et al., 2010). Esta zona del oviducto equino, se proyecta internamente
en el fondo de la cavidad uterina como un pequefio tubérculo muscular y mucoso, en forma
de papila sobresaliente, en cuya parte central se observa el diminuto orificio uterino de la

trompa (Ostium uterinum tubae).
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El istmo (Isthmus tubae uterinae), es la region adyacente y craneal a la UUT. Este
segmento de estrecho didmetro, presenta una pared densa, consistente y muscular, con
escasos pliegues mucosos de baja altura. Comprende aproximadamente un tercio (o la
mitad) de la longitud total del 6rgano.

La ampolla (Admpulla tubae uterinae), bien reconocida y diferente del istmo por el
incremento del didmetro externo (e interno) a partir de la unién Ampula-istmica (UAI). A
diferencia de otras especies domésticas, en la yegua no se observa un limite o demarcacion
muy exacta entre la parte craneal del istmo y la porcion caudal de la UAL La ampolla
presenta paredes delgadas, un trayecto tortuoso en parte de su recorrido y abundante
cantidad de pliegues mucosos que se proyectan hacia el lumen. A medida que avanza en
direccion al ovario describe un arco o curvatura sobre la cara lateral del mismo.

El infundibulo (Infumdibulum tubae uterinae) antiguamente “el pabellon de la
trompa”, constituye la parte mas craneal y en forma de embudo del oviducto. Su superficie
externa se halla tapizada por el peritoneo, y la interna, al igual que el resto de los
segmentos oviductales, por la mucosa tubérica la cual se presenta fuertemente plegada.
Los pliegues irradian a partir de un orificio situado en una depresion central: el orificio
abdominal de la trompa uterina (ostium abdominale tubae uterinae) que conecta la cavidad
peritoneal con el exterior, a través del utero y la vagina. Estos pliegues terminan en el
borde del infundibulo formando pequefias proyecciones digitiformes, las fimbrias
tubdricas (fimbriae tubae). La mayoria de ellas son libres o flotantes, con la excepcion de
una, la fimbria ovarica, que se adhiere firmemente al extremo craneal del ovario (Barone,
2001). Dicha disposicién le confiere cierta libertad de movimiento para poder captar el
ovocito durante la ovulacién, momento donde se produce una aposicion del infundibulo
sobre la gonada, y en caso particular de la yegua sobre la fosa de ovulacion del ovario
(Kainer, 2011),
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Figura 2:
Regiones morfolégicas del oviducto de la yegua. A, fimbrias; B, orificio abdominal de la trompa uterina; C,
infundibulo; D, 4mpula; E, unién dmpula-istmo; F, istmo; G, unidn Utero-tubarica (papila oviductal).

5.4.2. Medios de fijacion y relaciones topograficas:

Ubicado lateralmente al ovario, el oviducto y la gonada, comparten los medios de
fijacion y sus relaciones anatomicas. Como fue mencionado, el infundibulo se une al
ovario a través de la fimbria ovdrica, siendo ésta un medio de fijaciéon adicional. Las
diferentes porciones internas del aparato reproductor estan soportadas por un doble pliegue
de peritoneo: el ligamento ancho del utero, que contiene musculo liso y conduce los vasos
sanguineos, linfaticos y nervios hacia las diferentes estructuras anatomicas.

A lo largo de su recorrido, la trompa uterina, queda sostenida por el mesosalpinx,
porcion constitutiva del ligamento previamente mencionado. El borde proximal del
mesosalpinx se continuia hacia craneal con el mesovario, que suspende a la gonada desde el
techo de la cavidad abdominal, ventralmente a la IV o V vértebra lumbar; y hacia caudal se
fusiona sin limite aparente con el mesometrio (Barone, 2001; Bergfelt, 2009; Dyce et al.,
2010). Su borde distal es libre, se extiende desde la fimbria ovarica hasta el cuerno del
utero, donde se reune con el ligamento propio del ovario. Este ultimo, junto con el
mesosalpinx y el mesovario distal constituye la bolsa ovarica (bursa ovdrica), que en la
yegua presenta un grado moderado de desarrollo.

Como ocurre en la mayoria de los mamiferos, el oviducto de la yegua, no se encuentra
en este borde libre (o distal), sino més bien en el propio espesor del mesosalpinx.

Del mismo modo que los ovarios, los oviductos estan situados en vecindad a la
extremidad caudal de los rifiones. Las relaciones topograficas, aunque algo variables,

ocurren principalmente con diferentes porciones del intestino. El ovario y oviducto derecho
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contactan con la base del ciego; y la génada y trompa uterina izquierda, con el colon

descendente (colon menor) y partes del yeyuno (Barone, 2001).

5.4.3. Morfometria general:

Existe un consenso general de que el oviducto de la yegua es uno de los més largos y
tortuosos dentro de las especies domésticas. Presenta una longitud aproximada de 20 a 30
cm, pero la existencia del gran nimero de curvaturas reducen su recorrido a una decena de
centimetros cuando se mantiene in-situ ¢ inmerso en su mesosalpinx (Barone, 2001;
Suzuki y Tsutsumi, 1979; Staples et al., 1982; Sack, 1991; Ginther, 1992; Schatten y
Constantinescu, 2007; Dyce et al., 2010). El ampula representa aproximadamente un tercio
a la mitad de la longitud total del 6rgano, y como en otras especies de mamiferos, esta
region posee el mayor calibre externo (~5 a 9 mm), ¢ interno, con cierta variacién entre los
individuos. El orificio abdominal, ubicado en el centro del infundibulo presenta un
didmetro promedio de 6 mm (Bergfelt, 2009). Como ya fue mencionado, en el oviducto de
la yegua, no sc observa una demarcacion externa muy precisa con la region del istmo, y
este Ultimo posee junto con la unidn Gtero-tubarica (UUT) el menor didmetro externo (~2 a

3 mm).

5.4.4. Irrigacién sanguinea, drenaje linfatico e inervacion:

Las arterias del oviducto forman en general tres grupos; el infundibulo y parte
adyacente del ampula, reciben sangre a partir de la rama tubdrica (craneal) de la tortuosa
arteria ovarica, emitida por ésta justo antes de ingresar en el mesovario distal. Las otras
ramas tubdricas (media y caudal), irrigan respectivamente la parte media del ampula, istmo
y extremidad adyacente al ttero (unién Utero-tubarica 6 UUT). Provienen de una arcada
arterial formada por la rama uterina de la arteria ovérica y la division correspondiente de
la arteria wuterina. Estos vasos tubdricos, forman en el mesosalpinx, arcadas
anastomoticas, procedentes de multiples arteriolas que se dividen en la capa sub-scrosa. De
esta manera, se forma un receso vascular sub-seroso que alimenta sucesivamente a otro
receso vascular ubicado entre las capas musculares, para finalmente, en la mucosa formar
un receso sub-epitelial (Barone, 2001).

Las venas tubdricas se constituyen a partir de recesos vasculares que duplican en
nimero a los arteriales. Ellos son satélites de las arterias, drenando en la vena
uteroovarica y finalmente en la vena cava caudal (Barone, 2001). En el caso particular de

la yegua, y a diferencia de otras especies (ej. bovinos, cerdos), no hay una estrecha
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aposicion entre la vena uteroovarica y la arteria ovarica. Las implicancias funcionales de
esta disposicion vascular estdn ampliamente documentadas y determina un sistema a
contracorriente para el pasaje de prostaglandinas, péptidos, gases inertes y principalmente
hormonas esteroidales (Einer-Jensen, 1988; Einer-Jensen y Hunter, 2000). De todas
maneras, este mecanismo no es del todo imposible en la yegua, debido a que una vena
ovarica accesoria establece contacto con la arteria tubdrica craneal y otras venas (rama
ovarica de la vena ovarica) constituyendo una via posible de transferencia (tal vez menos
cfectiva) a contracorriente (Ginther, 1992; Samper, 2010; Einer-Jensen y Hunter, 2005;
Ginther, 2007; Nelis et al., 2015).

Los vasos linfaticos son extremadamente numerosos y complejos, particularmente en
los pliegues de la mucosa y en la capa serosa del oviducto. Al igual que el ovario, los vasos
drenan la linfa en los linfonddulos lumbo-aorticos (Staples et al., 1982; Barone, 2001).

Los nervios (auténomos) se mezclan en principio, con los del plexo ovarico, para
luego alcanzar el mesosalpinx y distribuir sus ramas tubdricas. Las fibras son
principalmente amielinicas y forman un plexo sub-seroso, desde el que se originan filetes
profundos. La mayoria de estos filamentos nerviosos son motores para la musculatura
oviductal y los vasos sanguineos, encontrandose fibras de tipo colinérgicas, adrenérgicas y
peptidérgicas (Wrobel y Kujat, 1993). Estudios en bovinos (Flieger et al., 1984; Welento et
al., 1987a), ovinos (Flieger, 1978) y cerdos (Welento et al., 1984, 1987a; Boratynski et al.,
1988; Flieger et al., 1988a,b; Czaja, 2000) han demostrado que el oviducto también recibe
inervacion aferente (sensitiva) desde los ganglios dorsales ubicados principalmente en el
segmento toracolumbar de la médula espinal, con cierta variacion topografica de acuerdo a

la especie.

5.5. ANATOMIA MICROSCOPICA

La organizacion histologica del oviducto se halla ampliamente documentada en
numerosas especies de mamiferos domésticos. Basicamente, este oérgano tubular se
compone de tres capas o tinicas concéntricas: la serosa (mesosalpinx) que incluye a la sub-
serosa; la capa muscular (miosalpinx) y la mucosa (endosalpinx) ordenadas desde ¢l

exterior al interior del conducto.
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5.5.1. Serosa y sub-serosa:

La tunica serosa estd representada por las dos laminas peritoneales que constituyen el
mesosalpinx, entre las cuales se aloja el conducto. Tapiza todas las caras del oviducto,
formando un revestimiento completo. Ella se continia con la capa mucosa a nivel del
borde libre del infundibulo fimbriado con ciertas diferencias en esta transicion en algunas
especies estudiadas. Por ejemplo, en los bovinos, existe una estrecha banda de células
epiteliales multiciliadas (caracteristicas de la mucosa) proyectindose hasta
aproximadamente 10 mm desde el borde libre del infundibulo. De manera similar, ocurre
en la cerda, determinando que la transicion entre ambas capas (serosa y mucosa) no sea
exactamente precisa a nivel del borde libre infundibular (Yaniz et al., 2000; Yaniz et al,,
2007).

Las células mesoteliales tipicas de la serosa peritoneal, han sido ampliamente
documentadas y caracterizadas en relacion al tracto genital de la hembra, demostrando una
intensa actividad biosintética en las diferentes fases del ciclo estral (Bird, 2004,
Michailova y Usonoff, 2006). La sub-serosa contiene tejido conjuntivo rico en fibras
coladgenas, mezcladas con pequefias fibras musculares lisas, que irradian desde la capa
muscular del mesosalpinx. Esta capa, aloja a los principales vasos y nervios, y envia
delicadas prolongaciones entre curvaturas vecinas del conducto, adosandolas entre si,

principalmente como se observa en la region del ampula de la yegua.

5.5.2. Muscular:

De la misma manera que las demds porciones tubulares derivadas de los conductos

paramesonéfricos, el oviducto presenta su tinica muscular (miosalpinx) dispuesta por una
capa longitudinal externa y una circular interna. Los patrones de organizacion de ambas
capas varian a lo largo de las regiones del conducto y entre las especies estudiadas (Beck y
Boots, 1974). En todas las especies existe una disminucion gradual del grosor de la tinica
muscular desde la unién Gtero-tubarica hacia el infundibulo.
Bignardi (1948) describe por primera vez la musculatura de la UUT, istmo y ampula del
oviducto de la yegua, constituida por las capas antes mencionadas. Posteriormente
Schilling (1962) sugiere que, en los ungulados, existe una disposicion espiralada del
miosalpinx en la profundidad de los pliegues mucosos. Sisson (1973) observa las clésicas
capas (longitudinal y circular) adicionando un esfinter muscular para la UUT.

Las descripciones actuales del miosalpinx han re-clasificado los patrones de

disposicion muscular, basandose en la observacion 3D de especimenes. De esta manera
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surgen numerosas publicaciones donde se caracteriza una musculatura extrinseca
(derivada del mesosalpinx) y una musculatura intrinseca (propia del miosalpinx) con
diversos tipos de distribucion para las diferentes regiones del 6rgano y especies (Vizza et
al., 1991; Muglia et al., 1991a,b; Muglia et al., 1992; Vizza et al., 1995; Muglia et al.,
1996a,b; Muglia et al., 1997a,b; Muglia y Motta,2001).

Germana et al. 2002, describieron con detalle la arquitectura tridimensional del
miosalpinx de la yegua a través de microscopia electrénica de barrido. En esta especie, las
capas extrinseca ¢ intrinseca estan representadas por una finica estructura muscular, que
transita desde el mesosalpinx hasta la base de los pliegues de la mucosa. La organizacion
es principalmente plexiforme, donde fasciculos musculares de longitudes y direcciones
variables, cruzan diferentes planos de células musculares. En relacion a esta nueva
clasificacion, la UUT de la yegua es un esfinter donde la musculatura extrinseca e
intrinseca se unifica en forma de plexo. Del mismo modo se organiza el musculo liso del
istmo y el ampula (Muglia y Motta, 2001).

El miosalpinx recibe inervaciéon de ambas porciones del sistema nervioso autbnomo
(SNA): simpatico y parasimpatico. Como fue mencionado con anterioridad fueron aisladas
fibras adrenérgicas, colinérgicas y peptidérgicas en el oviducto bovino (Wrobel y Kujat,
1993).

La inervacion adrenérgica involucra fibras cortas y largas. Las primeras, emanan de
ganglios ubicados a proximal o en el 6rgano efector, y se distribuyen en la musculatura no
vascular; mientras que las fibras largas, se ubican a mayor distancia (ganglios
prevertebrales) distribuyéndose en la musculatura vascular y no vascular. Los receptores a
adrenérgicos son potenciados por los estrogenos, mientras que los § adrenérgicos por
progesterona. La densa inervacion adrenérgica del istmo le permitiria funcionar como un
esfinter fisiolégico regulando el movimiento de las gametas y el embridén. En términos de
frecuencia y amplitud, las contracciones experimentan -in vitro- cambios ciclicos
(Rodriguez-Martinez ct al., 1982a) y alcanzan un pico durante ¢l estro y préximo al
momento de la ovulacidon en el oviducto de la cerda (Seckinger, 1923; Wislocki y
Guttmacher, 1924) y la mujer (Wanggren et al., 2006, Wanggren et al., 2008).

Experimentos in vivo han demostrado diferentes patrones de motilidad en el istmo de
las cerdas, presentando ondas regulares en el estro e irregulares peri y post-ovulatorias,
atribuidos a los niveles de estradiol y progesterona ciclicas respectivamente (Rodriguez-
Martinez et al., 1982b; Rodriguez-Martinez et al., 1984; Stanchev et al., 1985; Pettersson,
1991; Mwanza et al., 2000).
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La inervacién noradrenérgica ha sido identificada en diferentes especies como en la
rata (Brundin et al., 1969; Anderson et al., 1993); perro (Owman y Sjoberg, 1972); conejo
(Chernaeva y Milenov, 1978; Kannisto et al., 1986); bovino (Czaja et al., 1993), cerdos
(Majewski et al., 1995; Czaja et al., 1996; Czaja et al., 2001a,b). Las catecolaminas ejercen
su efecto fisiologico modulando las contracciones del oviducto (Ohkawa, 1982; Sorger et
al., 1983) asi como el control neurogénico de los vasos sanguineos (Appenzeller et al.,
1984; Zochodne y Low, 1990).

La predominante inervacidon adrenérgica de los vasos sanguineos posee un efecto
tonico vasoconstrictor, influenciando de este modo la produccién del fluido y el micro
ambiente oviductal. La inervacion colinérgica del oviducto es escasa, aunque la
acetilcolina tiene un efecto vasodilatador, posiblemente actuando sobre receptores
endoteliales, provocando liberacion de 6xido nitrico, el cual relaja las arterias oviductales
(Leese et al., 2001). La amplitud, tono y frecuencia de las ondas de contraccion son
reguladas por diferentes hormonas y factores, como el 6xido nitrico y las endotelinas
(Priyadarsana et al., 2004).

La coordinacion de las diferentes fases de contraccion del miosalpinx parece estar bajo
el control de un tipo de células marcapaso especializadas (Interstitial Cells of Cajal)

distribuidas entre las células musculares del miosalpinx (Dixon et al., 2009).

5.5.3. Mucosa:

La estructura histoldgica de la tinica mucosa (endosalpinx) se halla ampliamente
reportada en la bibliografia. Esta capa, ricamente vascularizada e inervada, se caracteriza
por presentar pliegues que se proyectan hacia el lumen, cuyo numero, altura, complejidad y
organizacion tridimensional, varia a lo largo del conducto y las diferentes especies
estudiadas. Estos pliegues se clasifican segun las caracteristicas mencionadas en,
primarios, secundarios y terciarios (Lombard et al., 1950; Trautman y Fiebiger, 1952;
Hafez y Blandau, 1969; Johnson y Foley, 1974; Mgjia et al., 1984; Hunter, 1988; Yaniz et
al., 2000; Barone, 2001; Yaniz et al., 2006; Yaniz et al., 2013). Esta tunica, se compone de
una lamina propia (tejido conectivo laxo), sobre la cual se dispone el epitelio oviductal; y
que en conjunto, constituyen los pliegues tubaricos (Plicae tubaricae). La lamina propia
posee una vasta cantidad de capilares sanguineos y linfaticos, que en gran medida son los
responsables de los cambios de grosor de los plicgues, en respuesta a las variaciones
ciclicas de los esteroides ovaricos. Estda ampliamente aceptado que los pliegues son mas

pronunciados en el infundibulo y el ampula, donde muestran extrema complejicdad en su
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organizacion y numerosas ramificaciones, para luego, gradualmente hacerse mas simples,
de escasa altura y menor nimero en direccion al istmo y su union uterina.

Las caracteristicas morfo-histolégicas y algunos registros morfométricos obtenidos de
la mucosa oviductal de la yegua seran descriptos con detalle en ¢l apartado correspondiente
a los “Resultados”. De igual manera, a continuacion se describiran las caracteristicas mas
relevantes del endosalpinx de los mamiferos domésticos de mayor importancia. Numerosas
publicaciones describen la morfologia de la mucosa oviductal, basadas en observaciones
directas o con microscopia dptica de secciones histolégicas.

Han sido publicadas varias revisiones detalladas del oviducto de las vacas (Hafez y
Blandau, 1969; Hafez y Kanakawa, 1973; Johnson y Foley, 1974; Hunter, 1977a; Nayak y
Ellington, 1977; Hunter, 1988; Hunter, 1991; Abe y Oikawa,1993b), cabras (Abe et al.,
1993c¢), cerdas (Yaniz et al., 2006), ovejas (Nayak et al., 1976), cerdas Meishan (Abe y
Oikawa,1992), monos (Odor et al., 1980) y perras (Steinhauer et al., 2004).

Los reportes mas recientes y en algunas especies mamiferas, describen de forma
tridimensional las caracteristicas de la mucosa a partir de observaciones con microscopia
electrénica de barrido (MEB), aportando detalles morfolégicos relevantes, mas
concluyentes y relacionados a variados aspectos funcionales de la compleja organizacion
en cada region del érgano.

La organizacion de la mucosa de cada una de las regiones del oviducto presenta
caracteristicas particulares. En el infundibulo de la vaca (Lombard et al., 1950; Yaniz et
al., 2000), oveja (Lewis y Berardinelli, 2001; Yaniz et al., 2013); y cerda (Yaniz et al.,
2006) se observa un complejo patron de foliacién caracterizado por la formacion de
cordones mucosos que se fusionan formando pliegues longitudinales altos, ondulados y
ramificados, asemejando estructuras foliares. A partir de las paredes laterales de los
pliegues primarios, se originan pliegues secundarios, orientados de manera oblicua y
transversal, creando un sistema de bolsillos (cul-de-sacs) en las areas basales, cuyas
aberturas se dirigen en sentido al ovario. En la base de los pliegues primarios se observan
numerosos y pequefios surcos determinando una apariencia arrugada. Desde los
abundantes pliegues secundarios, se desprenden con cierta frecuencia pliegues terciarios.

La mucosa del ampula, se organiza de manera similar al patréon observado en el
infundibulo. En el orificio abdominal, convergen los pliegues ondulados que recorren el
infundibulo para formar de 4 a 10 pliegues primarios altos, alternados con otros de menor
altura. En la parte media del ampula, numerosos pliegues primarios longitudinales, se

ramifican sucesivamente en pliegues secundarios de mayor grosor, que se conectan entre si
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de manera perpendicular u oblicua. Los pliegues secundarios se extienden lateralmente
desde los primarios, formando bolsillos ovales en la region basal, similares a los
observados en el infundibulo. A partir de estos ultimos, surgen pliegues terciarios de
menor altura y complejidad (Yaniz et al., 2000; Yaniz et al., 2006; Yaniz et al., 2013).

Hacia el limite con la region del istmo (UAI) la ramificaciéon y dimensiones de todas
las categorias de pliegues disminuye paulatinamente. La compleja organizacién de la
mucosa del dmpula ocupa casi por completo ¢l lumen del 6rgano, cuya amplitud depende
del grosor de los pliegues epitcliales, condicionado a su vez, por la congestion vascular y el
edema intersticial de la lamina propia subyacente, en concordancia con la fase folicular y
los estrogenos circulantes (Hunter et al., 1983).

La mayoria de los reportes consideran a la unién ampula-istmo (UAI) como una
region algo diferente de las adyacentes, principalmente desde un enfoque macro-
anatomico, aunque no funcionalmente distinta al ampula (Hunter, 1977a; Yaniz et al.,
2000; Hunter, 2005). Se describe a este segmento, como una zona de transicion entre el
ampula y el istmo, donde ambas regiones experimentan ciertos cambios macroscopicos
externos y ademas transicionales en la conformacion del endosalpinx (Abe, 1996; Yaniz et
al., 2006; Desantis et al., 2010).

La mucosa de esta region en los bovinos, ovinos y cerdos, presenta pliegues primarios
longitudinales de moderado tamafio, interconectados con ramificaciones laterales
relativamente cortas y con bifurcaciones perpendiculares de pliegues secundarios. Los
espacios entre pliegues, estan ocupados por surcos, bolsillos y criptas irregulares, sin un
patrén de orientacion definido.

La mucosa del istmo se presenta escasamente plegada, donde en las vacas y ovejas se
observan alrededor de 4 a 6 pliegues primarios, regularmente distribuidos, de baja altura,
anchos, rectos o ligeramente tortuosos (Yaniz et al., 2000; Yaniz et al.,, 2013). En las
cerdas presenta aproximadamente 5 a 8 pliegues primarios con las mismas caracteristicas
mencionadas (Yaniz et al., 2006). En estas especies, la divergencia y convergencia de los
plicgues es menos frecuente que en las partes craneales del oviducto. Los pliegues
secundarios se orientan oblicuamente en direccion hacia la union ttero-tubarica (Wrobel et
al.,, 1993), y entre ellos se forman bolsillos estrechos, en cuya base se ubican criptas
epiteliales pequefias y apretadas.

La union utero-tubarica (UUT) ha sido descripta desde un punto de vista
macroscdpico en el apartado “Regionalizacion”. Esta region presenta marcadas diferencias

anatomicas especie-especificas. Hook y Hafez, (1968), caracterizaron cuatro patrones
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morfoldgicos distintos; Hafez y Black, (1969), determinaron cinco patrones, en tanto que
Beck y Boots, (1974), demostraron diez clases morfolégicas basicas de organizacion de
esta unidn del oviducto y el utero. Wrobel et al., (1993), describen detalladamente la tunica
mucosa y la superficie epitelial de esta region del oviducto bovino. En esta especie la UUT
presenta un lumen en forma de “U”, con escasos pliegues primarios bajos y ramificaciones
secundarias interconectadas, creando bolsillos epiteliales estrechos y ovalados, orientados
hacia el utero. En la parte caudal los pliegues se hacen mds planos y entre ellos aparecen
criptas y las primeras glandulas endometriales (Yaniz et al., 2000). En la cerda, ademas de
las criptas (Brandt et al., 2006), la presencia de “procesos polipoides™ en la mucosa y en la
terminacion de los pliegues, es otra caracteristica morfoldgica de esta porcion caudal de la
UUT, principalmente evidente durante el estro (Fléchon y Hunter, 1981; Yaniz et al.,
2006).

La informacion sobre esta zona de transicion entre el oviducto y utero (UUT) en la
yegua es muy limitada en varios aspectos, principalmente en la organizacion de la mucosa.
No hay reportes sobre la caracterizacion dentro de alguno de los patrones descriptos para
otras especies. Suzuki y Tsutsumi (1979) destacan escasamente la presencia de criptas
epiteliales en la porcion intramural (UUT) del oviducto de la yegua. Liu y Scott (1995) y
Scott (2000) describen las asociaciones entre los espermatozoides equinos y las células
epiteliales en esta regidn del oviducto equino en la profundidad de sus pliegues y en las

criptas epiteliales.

El epitelio es de tipo columnar simple y consiste en dos clases de células; ciliadas y
secretoras no ciliadas (Dellmann, 1994; Banks, 1996; Bacha y Bacha, 2012). Los primeros
reportes distinguian dentro del grupo de células no ciliadas, a las células secretorias, las
basales o indiferenciadas y otras células de aspecto alargado (peg cells) (Johnson y Foley,
1974). Las células ciliadas intervienen principalmente en el transporte de las gametas y el
embrion (Chang, 1966; Odor y Blandau, 1973; Teilmann et al., 2006, Kolle et al., 2009);
en tanto que las células secretoras, sintetizan diferentes productos que se combinan con el
trasudado derivado del plasma sanguineo para formar el fluido oviductal (Oliphant et al.,
1986; Willis et al.,, 1994; Leese et al., 2001). Su volumen y composicion fluctian en
relacion al dominio hormonal que caracteriza a cada fase del ciclo estral, y en
concordancia a las wvariaciones cuantitativas, morfométricas, ultraestructurales,
histoquimicas y bioquimicas que experimentan las células epiteliales (Abe, 1996; Murray,
1996; Nayak y Ellington, 1997; Steinhauer et al., 2004; Aguilar y Reyley, 2005; Abe y
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Hoshi, 2007). De todas maneras, gran parte del significado bioldgico de las mencionadas
variaciones celulares en las diferentes regiones del 6rgano todavia no se comprenden de
manera muy detallada. Del mismo modo, la presencia de las gametas y posterionnente del
embrion, provocan la sintesis de novo de diversos componentes proteicos que constituyen
el fluido oviductal.

En el oviducto bovino (Abe y Oikawa, 1993b); de la cabra (Abe et al.,, 1993c), y
hamster dorado (Abe y Oikawa, 1990a) no hay una regularidad discernible en la
distribucion de las células epiteliales, pero las células ciliadas son mas abundantes en las
regiones craneales (infundibulo y ampula), mientras que las secretorias predominan en el

istmo.

8.6. Variaciones ciclicas:

Como se ha mencionado, existen diversas variaciones ciclicas en las células del
epitelio oviductal a lo largo del ciclo estral, en respuesta a los esteroides ovaricos. En la
vaca (Wrobel et al., 1993); la cerda (Abe y Oikawa, 1992) y la perra (Steinhauer et al.,
2004), durante la fase folicular se observa un claro predominio ciliar en el infundibulo y
ampula; mientras que en la fase luteal (diestro), las células secretorias representan la mayor
proporcion de la poblacion celular. Es precisamente en estas zonas craneales del oviducto,
donde los cambios son mas marcados, en comparacion con las escasas variaciones
observadas en el istmo y UUT. En el oviducto de los primates se observan cambios ciclicos
similares, con formacion de gran cantidad de cilias durante la fase folicular; y subsecuente
deciliacién y atrofia en la fase luteal del ciclo menstrual (Brenner, 1969). Del mismo
modo, en la yegua, las variaciones de la superficie epitelial se manifiestan principalmente
en la region de las fimbrias y ampula, siendo las células ciliadas la poblacion dominante
durante la fase estrogénica folicular (Desantis et al., 2011; Aguilar et al., 2012). En las
especies de ciclos estrales largos (hamster, ratas) no se observan de manera manifiesta
estas variaciones ciclicas en la proporcion de células ciliadas - secretorias a lo largo del
ciclo estral (Abe, 1994).

Adicionalmente, se modifica la altura de las células epiteliales, determinando ciclos de
hipertrofia y atrofia en las células ciliadas, bajo la influencia de los estrogenos y
progesterona respectivamente. Este fenomeno se observa en el epitelio oviductal de las
perras (Sawyer et al., 1984; England et al., 2013); camellas (Skidmore et al., 2011; Accogli
et al., 2014); gatas (West et al., 1976); vacas, cabras y cerdas (Abe, 1996). Nuevamente,
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estas variaciones celulares se presentan predominantemente en las fimbrias y region del
ampula, donde el epitelio en ambas regiones refleja la funcién primordial de las cilias en la
captacion, transporte del complejo ovocito-cimulus (COC) recién ovulado y del fluido
intraluminal (Odor y Blandau, 1973).

También han sido demostradas variaciones regionales en la ultraestructura en las
células secretorias del oviducto en diversas especies de mamiferos tales como, la cabra
(Abe et al., 1999); cerdas (Abe y Hoshi, 2007); mujeres (Verhage et al., 1979); ratones
(Nilsson y Reinius, 1969; Kapur y Johnson, 1988); hamster (Abe y Oikawa, 1991b);
conejos (Jansen y Bajpai, 1982); bovinos (Eriksen et al., 1994); ratas (Abe, 1994) y
marsupiales (Odor y Augustine, 1995). Desantis et al., (2011), describen este aspecto
ultraestructural del epitelio oviductal en la yegua, demostrando y caracterizando diversos
tipos de granulos secretorios en las células no ciliadas del ampula y el istmo, durante la

fase folicular del ciclo estral.

5.7. FISIOLOGIA DEL OVIDUCTO

5.7.1. Motricidad oviductal y su implicancia en el transporte de los gametos
Numerosos reportes han destacado la importancia de la contraccion muscular del
oviducto, (junto con el movimiento ciliar) en el transporte de los espermatozoides, ovocito
y ¢l embrion en desarrollo, durante su estadia transitoria en este érgano (Croxatto 2002;
Hunter, 2011). Como ya fue mencionado en apartados anteriores (Anatomia Macroscopica:
capa muscular) los patrones de contraccion muscular estan bajo control hormonal, siendo
los esteroides ovaricos los que ocupan un lugar preponderante. La mayor actividad motriz
ocurre durante la fase folicular, bajo efecto de los estrégenos; mientras que durante la fase
luteal y dominio progestacional, se observa un efecto relajante en el miosalpinx (Chang,
1966; Hunter, 1988; Mahmood et al., 1998; Orihuecla y Croxatto, 2001; Orihuela et al.,
2003; Nakahari et al., 2011). Los estrégenos circulantes, ademdas de aumentar la cantidad
de receptores adrenérgicos, parecen incrementar ¢l nimero de uniones intercelulares (gap
Jjunctions) entre los miocitos oviductales (Garfield et al., 1980). De igual manera, los
receptores para oxitocina se incrementan como resultado de los citados esteroides (Gilbert
et al., 1992). Los receptores para progesterona se expresan en ambas células epiteliales
(ciliadas y secretoras); y en las células musculares del oviducto de las ratas (Ismail et al.,
2002; Teilman et al., 2006), y en las vacas (Ulbrich et al., 2003; Valle et al., 2007;
Kenngott ct al., 2011; Saruhan et al., 2011, Saint-Dizier et al., 2012). Las prostaglandinas
(PG), principalmente las del grupo F (PGF) y E (PGE), juegan un rol importante en la
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contractibilidad, actividad ciliar, y secreciones del oviducto, con el subsecuente efecto
sobre la fertilizacion, desarrollo embrionario temprano y el transporte de las gametas y el
cigoto (Verdugo et al., 1980; Hermoso et al., 2001).

Se han detectado receptores para ambas prostaglandinas en las células epiteliales,
pared muscular y vasos sanguineos en las trompas uterinas del humano (Wangreen et al.,
2006). Recientemente, en la yegua, fueron caracterizados receptores para PGE, los cuales
se expresan en el epitelio, cilias, endotelio vascular, miosalpinx y serosa. A diferencia de
los bovinos (Gabler et al., 2008), estos receptores, en el oviducto equino, parecen
expresarse de manera independiente a las concentraciones de esteroides ovaricos. Los
efectos de la PGE y sus receptores (RPGE; y RPGE,), en la capa muscular del oviducto de
la yegua, sugieren un efecto miorrelajante, principalmente en el istmo, facilitando el
transito secundario del embrién, que durante algunos dias produce PGE,, permitiendo de
este modo relajar esta region del oviducto e ingresar en la cavidad uterina (Weber et al.,
1991a,b; Weber et al., 1995; Ball et al., 2013).

5.7.2. Transporte de los espermatozoides hacia el oviducto:

Dependiendo de las especies, los espermatozoides son depositados en diferentes
porciones del tracto genital de la hembra. En un gran numero de mamiferos, el semen es
eyaculado en la parte crancal de la vagina, como ocurre en la vaca, oveja, cabra, gata,
primates y conejos. Otros, como los porcinos y los equinos, son considerados
inseminadores intra-uterinos, ya que la eyaculacion se produce en el cuello uterino, o
directamente en el cuerpo del Utero respectivamente (Coy et al., 2012). En el caso
particular del caballo, el semen ingresa directamente en la cavidad uterina, debido a que el
eyaculado ocurre en forma de potentes impulsos (jets) que logran atravesar el dilatado
cérvix de la yegua durante el celo, y como complemento, el proceso uretral del glande se

adapta completamente al cérvix durante la ereccion del pene (Pickett, et al., 1989).

Independientemente de la especie y lugar de eyaculacion, los espermatozoides, en su
viaje hacia el encuentro con el(los) ovocito(s), intentan sobrepasar multiples barreras
anatomicas (cérvix, Gtero, UUT) y fisiolégicas, que determinan el arribo y finalmente el
ingreso al oviducto. En este camino al sitio de la fecundacion, tienen lugar fascinantes
fendmenos que involucran multiples sefiales entre el espermatozoide y el ambiente del
tracto reproductivo, el rol de las distintas regiones del aparato genital de la hembra en la
migracion de las células espermaticas, la implacable seleccion de los mas aptos, y la
participacion del sistema inmunolégico en ella, ademas de las sefiales de atraccion
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(quimiotaxis), cambios en la membrana espermatica (capacitacién) y en los patrones de
motilidad espermatica (hiperactivacién), entre otros (Palma y Miceli, 2000; Rodriguez-
Martinez, 2007).

Como en numerosas especies, en el equino, seguido al dep6sito intrauterino de semen,
por monta natural o inseminacion artificial (IA), los espermatozoides son rapidamente
transportados al oviducto, donde se almacenan formando un reservorio espermatico
(RE), y culminan los procesos mediante los cuales, por diversos cambios bioquimicos,
adquieren ¢l potencial para poder interactuar con las envolturas del ovocito, penetrarlo y
finalmente fusionar su nicleo con el oolema ovocitario en la unién dmpula-istmo del
oviducto (Suarez, 2007).

El transporte y migracién espermatica, ocurre como consecuencia de un trabajo
combinado y orquestado, entre la contraccion del miometrio (Katila et al., 2000), motilidad
espermatica y la actividad ciliar en los diferentes tramos del tracto genital de la yegua
(Bader y Krause, 1980; Scott et al.,, 1994). Comprende una sucesion de fases: (a) una
rapida, de transporte trans-uterino, inmediatamente posterior al deposito de semen; (b) la
colonizacion de los RE, presuntivamente en las partes caudales del oviducto; y (¢) la
liberacion lenta y coordinada desde los RE hacia el sitio de la fertilizacion (UAI) durante el

periodo peri-ovulatorio (Barrat y Cooke, 1991).

Una fraccion muy pequefia, (menor al 1%) de los millones o billones de
espermatozoides depositados (por monta o IA) son transportados exitosamente al lumen
del oviducto. En un reporte en yeguas, mediante flushing (lavaje) intraoviductal, fueron
recuperados solamente el 0,0006% — 0,0007% del total de espermatozoides inseminados
(Rigby et al., 2000). La mayoria de los espermatozoides (70 — 99%), junto con el plasma
seminal y las bacterias contaminantes inoculadas durante la cépula o 1A, son eliminados
efectivamente del utero; por flujo retrégrado a través del cérvix, y fagocitosis leucocitaria

intrauterina, poco tiempo después de completarse el transporte al oviducto.

Las fases de contraccién miometrial (para el transporte y eliminacion espermatica)
ocurren inmediatamente al deposito del semen y durante algunas horas posteriores, debido
a la liberacion de oxitocina en respuesta a la dilatacion vaginal (reflejo de Fergusson) yala
presencia de estrogenos y prostaglandinas en el plasma seminal respectivamente
(Alexander et al., 1995; Troedsson et al., 1998; Madill et al., 2000).

D¢ todas mancras ¢l exceso de células espermaticas no es removido exclusivamente
por este efecto mecénico del utero. El semen del equino, induce una reaccion inflamatoria
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fisiologica y transitoria intra-Gtero, activando una cascada de eventos que incluyen la
activacion del complemento (C3b) ¢ influjo de polimorfonucleares (PMNs) en el lumen
uterino, con la consiguiente fagocitosis de espermatozoides y bacterias; y liberacién de
PGF,0 que estimula al miometrio (Kotilainen et al., 1994; Katila, 1995; Troedsson et al.,
1995a; Troedsson et al., 1995b, Troedsson et al., 2002).

5.7.3. Los espermatozoides en el oviducto y la migracion hacia el sitio de la

fertilizacién:

Los espermatozoides que lograron su ascenso y fueron transportados en la fase uterina
inicial, colonizan rapidamente (en minutos a un par de horas) la UUT en la segunda fase
del transporte espermatico. Posteriormente, si logran atravesar esta barrera anatomo-
fisiologica, se establecen en el segmento tubarico adyacente (istmo caudal) en un niimero
muy reducido aunque significativo (de miles a 1-2 x 10°), comparado con la poblacion
original presente en la dosis inseminante o el eyaculado, y con cierta variacion entre
especies (Rodriguez-Martinez, 2007). Un estudio reciente, con ratones genélicamente
modificados, demostré que un punto critico en el transporte y migracion de los

espermatozoides es su paso a través de la UUT (Tokubhiro et al., 2012).

Una vez alcanzada la region del istmo, los espermatozoides competentes se unen
principalmente a las células epiteliales ciliadas. Este proceso, parece estar mediado por
residuos de carbohidratos presentes en las células ciliadas y por proteinas (tipo lectinas)
presentes en la membrana externa de la cabeza y acrosoma de los espermatozoides (Suarez,
2002). Han sido identificadas diferentes moléculas especie-especificas, en esta interaccion
célula epitelial oviductal —espermatozoide (Talevi y Gualtieri, 2010). En hdmster, es
mediada por acido sidlico (DeMott et al., 1995); en cerdos por galactosa y manosa
(Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005); residuos de fucosa en los bovinos (Ignotz et al., 2001,
Gwathmey et al., 2003, Sostaric et al., 2008), D-galactosa en los equinos (Dobrinski et al.,
1996a), y en las llamas, la N-acetilgalactosamina y la galactosa parecen inhibir esta unién
ligando — receptor (Apichela et al., 2010). Estudios recientes en la yegua, utilizando
modelos in vitro (con explantes oviductales) no lograron identificar a la molécula de
galactosa como molécula clave en la interaccion entre los espermatozoides y células
epiteliales del oviducto (Leemans et al., 2016).

El reconocimiento de carbohidratos, también estd implicado en la interaccién

espermatozoide y célula de Sertoli durante la espermatogénesis (Raychoudhury y Millette,
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1997) y en la unién con la zona pelicida durante la fertilizacion (Geng et al., 1997,
Tulsiani et al., 1997).

En los espermatozoides, se identificaron diferentes proteinas capaces de interactuar
con los residuos de carbohidratos de las células epiteliales. Denominadas colectivamente
“espermadhesinas”, son variables entre especies de mamiferos domésticos estudiados. En
los espermatozoides bovinos, las espermadhesinas (por ejemplo BSP1) han sido estudiadas
ampliamente y utilizadas como modelo de interaccion celular (Fig. 3). Este vinculo
bioquimico, y otros que se describiran a continuacion, tiene por finalidad la construccion
de un reservorio espermatico pre-ovulatorio, donde los espermatozoides se mantienen
viables y potencialmente fértiles, liberandose de mancra controlada hacia la UAIL y
cumpliendo con diversas funciones, entre ellas colaborar con la prevencién de la
fertilizacion polispérmica, completamente inviable en los mamiferos euterios (Hunter,
1996).
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Figura 3:

Mecanismos propuestos para la unién y liberacién espermatica desde el oviducto en el modelo bovino. (a) La unién de
los espermatozoides es mediada por proteinas tipo lectina como la BSP1, presente en la membrana plasmatica de los
espermatozoides, que reconocen los residuos de fucosa contenidos en la molécula de anexina unida a la membrana de la
célula epitelial. (b) La unién de los espermatozoides al oviducto puede ser modulada mediante dos mecanismos diferentes
que ejercen su accién al mismo momento. (bl) Las anexinas presentes en el fluido oviductal compiten por el sitio de
unién para las BSP1 de los espermatozoides, y (b2) las fucosidasas enzimdticas presentes en el fluido oviductal,
remueven los residuos de fucosa contenidas en las anexinas del epitelio oviductal. (¢) Estos diferentes mecanismos y los
cambios de motilidad espermitica (hipermotilidad) permiten a los espermatozoides liberarse desde el reservorio
espermético hacia la region de la fecundacion. (Coy et al., 2012).
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5.7.4. Formacion del Reservorio Espermaitico funcional en el oviducto:

Este reservorio pre-ovulatorio de espermatozoides (RE), ha sido demostrado en
diversas especies de laboratorio; reptiles; anfibios (Sever et al., 1996, Sever et al., 1999;
Sever, 2002); peces (Pratt, 1993); aves (Birkhead y Moller, 1993) y numerosos mamiferos
domeésticos, como la oveja (Hunter y Nichol, 1983); vaca (Hunter et al., 1991; Lefebvre et
al., 1995b; Suarez, 2002); cerda (Hunter, 1981; Sudrez, 1991; Mburu et al., 1996, Suarez,
2002; Rodriguez-Martinez et al., 2005; Tummaruk y Tienthai, 2010; Wallgren et al.,
2010); humanos, (Baillie et al., 1997) y gata (Chatdarong et al., 2004).Recientemente se ha
postulado a las glandulas endometriales de la perra, como posible reservorio pre-tubarico
de espermatozoides (Freeman y England, 2013), permitiendo reemplazar a las células
espermaticas que son eliminadas del reservorio oviductal previamente establecido (Pacey
et al., 2000; Kawakami et al., 2001; Rijsselaere et al., 2004).

La creacion de este reservorio funcional, es el resultado de una serie de fendomenos
delicadamente orquestados, donde intervienen y coexisten numerosos mecanismos: la
permeabilidad del lumen del oviducto en la UUT, la secrecion y retencidn espermatica en
mucus, el fluido oviductal, gradientes de temperatura, supresion de la motilidad flagelar,
cambios en el flujo sanguineo, interacciones ligando — receptor, contraccion del
miosalpinx, y edema de la lamina mucosa, que en mayor medida responden a los

estrégenos circulantes durante el periodo peri-ovulatorio.

El constrefiido lumen y la arquitectura laberintica del endosalpinx de la UUT,
representan una barrera fisica formidable para el progreso de los espermatozoides. Ademas
del estrecho espacio luminal, la presencia de mucus, durante la fase estrogénica en el
oviducto de los bovinos (Suérez, 1998); cerdos (Hunter, 1995; Rodriguez-Martinez, 2001);
y conejos (Jansen y Bajpai, 1982), es otro obstaculo para el ascenso espermatico. Esta
sustancia viscosa y el reducido tamafio del istmo, aseguran un transito lento y mayor
contacto de los espermatozoides (mdas competentes) con el epitelio oviductal (Sudrez,
2002). Se ha sugerido que este material viscoso también colabora con la supresion de la
motilidad espermatica (Overstreet et al., 1980). Del mismo modo, las caracteristicas
viscoelasticas de los fluidos secretados en el tracto genital de la hembra, permiten un
movimiento preferencial de los espermatozoides en relacién estrecha a lcs surcos
microscopicos de la superficie interna de aparato reproductor (Tung, et al., 2015).

Diferentes gradientes de temperatura han sido registrados dentro del lumen del

oviducto de conejos, ovejas y cerdos; y estas variaciones son mas pronunciadas durante el
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estro y en el periodo peri-ovulatorio. Posiblemente, la influencia hormonal ovérica
nuevamente debe ser considerada en esta fluctuacion térmica. Diferencias de ~ 0.2-1.6° C,
se obtuvieron entre el istmo caudal y la regién del ampula de la cerda. Estas variaciones
pueden ser el reflejo del incremento de la actividad vascular y linfatica, generando edema
de la mucosa; y junto a la contraccion del miosalpinx y el microambiente quimico
apropiado en el istmo caudal, podrian contribuir a la permanencia de los espermatozoides

creando el reservorio oviductal funcional (Hunter y Nichol, 1986).

En la hembra equina existen limitados reportes, la mayoria in vitro y con evidencia
presuntiva, que expliquen en forma detallada la formacion y localizacién anatémica en el
tracto reproductor de la yegua donde se¢ establecen los reservorios funcionales de
espermatozoides (Boyle et al., 1987; Thomas et al., 1994a; Troedson et al., 1998; Scott et
al., 1994; Scott et al., 2000; Fiala et al., 2007b; Fiala et al., 2008; Fiala et al., 2010).

5.7.5. Funciones del Reservorio Espermaitico en el oviducto:

Desde el punto de fisiolégico, al reservorio espermatico se le atribuyen diversas
funciones:

1) Colabora (junto con otros mecanismos ovocitarios), reduciendo la incidencia de
fertilizaciones polispérmicas, permitiendo que solo una minima cantidad dec
espermatozoides y en un momento determinado, alcancen al ovocito en la region de la
UAL El incremento de este tipo de fertilizacién inviable, ha resultado como consecuencia
de inseminaciones quirurgicas en el &mpula (Polge et al., 1970; Hunter, 1973); resecciones
de parte del oviducto (istmo) creando un by pass en el reservorio espermatico (Hunter y
Leglise, 1971); o administrando micro-inyecciones de progesterona en la capa muscular

(Day y Polge, 1968; Hunter, 1972).

2) Mantiene el potencial fertilizante de los espermatozoides hasta que el 6vulo es
expulsado del ovario e ingresa el oviducto. Por ejemplo, los espermatozoides bovinos
conservan su capacidad fertilizante y la motilidad in vitro durante mas tiempo, cuando son
co-incubados con células epiteliales oviductales, comparado con otros tipos de epitelio, o
con medio de cultivo sdlo (Pollard et al., 1991; Chian y Sirard, 1994). Posiblemente, la
viabilidad de los espermatozoides unidos al epitelio se prolonga evitando la reorganizacion
de la membrana espermatica (capacitacion), el concomitante aumento intracelular de Ca2'y

una reaccion acrosomica prematura (Dobrinski et al., 1996).
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3) El estado fisiologico de las células espermaticas, especificamente los procesos de
capacitacion y motilidad hiper-activada (hipermotilidad), pueden ser regulados dentro del
reservorio oviductal para garantizar que los espermatozoides se encuentren en el estado
apropiado cuando la ovulacién ocurre. Experimentos in vitro, demostraron que los
espermatozoides con membranas y acrosoma intactos, y no capacitados; son los que logran
unirse al epitelio oviductal, tanto en explantes de tejido oviductal como en cultivos en
monocapas (Smith y Yanagimachi, 1991; Lefebvre et al., 1996; Suéarez, 1998; Leemans et
al., 2014).

5.7.6. Transporte del ovocito en el oviducto:

El ovocito, expulsado desde el foliculo maduro (de DeGraaf) durante la ovulacion
junto con sus envolturas celulares (cumulus ooforus) es desplazado activamente hacia el
interior del orificio abdominal del oviducto. Esto ocurre principalmente como
consecuencia de la acciéon conjunta y sincronizada, del rapido batido ciliar y las
contracciones ritmicas del extremo fimbriado del oviducto. La actividad contractil del
musculo liso del mesoovario y mesosalpinx aporta un rol significativo y adicional en este
transporte ovocitario. Las células del cimulus y la matriz extracelular que acompaiian al
ovocito, son componentes claves para la adhesion inicial del complejo ovocito-cimulus
(COC) en la superficie ciliada de las fimbrias. Debido a la influencia combinada del batido
ciliar en direccion ad-ovdrica, y las potentes ondas de contraccién del miosalpinx, el pasaje
del COC hacia el sitio de fertilizacion en la UAI es relativamente rapido; de 9-15 minutos
en los conejos y 30-45 minutos en los cerdos (Hunter, 1988).

En el momento que el COC alcanza region del ampula, se une al epitelio oviductal
durante variable cantidad de tiempo segun las especies, y comienzan una serie de
modificaciones moleculares en las envolturas y la propia superficie del ovocito (Hunter,
1994, Hunter, 2003; Coy et al., 2008; Coy y Avilés, 2010). En algunas especies (ovinos,
bovinos), el ovocito rapidamente se despoja de la mayoria de las células del cimulus,
mientras que en los cerdos, primates y equinos, el ovocito se encuentra inmerso en una

masa celular densa y pegajosa (Hunter, 1989).
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6. RESULTADOS

6.1. ORGANIZACION DE LA MUCOSA OVIDUCTAL

6.2. Caracteristicas morfométricas y tridimensionales de la mucosa en las diferentes

regiones del oviducte.

La totalidad de los moldes obtenidos a través de la técnica anatomica de replecion
intraluminal, mostraron una impronta compleja que representd tridimensionalmente la
organizacion de la mucosa del organo. Ademas, se lograron demostrar con mayor detalle
las complejas curvaturas y el trayecto tortuoso que adopta el lumen del oviducto en los

diferentes segmentos que lo constituyen.

Es necesario tener presente, que el material utilizado (resina) para producir los moldes,
copia o replica (de manera invertida) el disefio interno de la mucosa. En este sentido, los
surcos sobre la superficie de los mismos, corresponden a las marcas o improntas creadas
por los diferentes pliegues epiteliales del endosalpinx; y los pliegues observados sobre los
moldes son réplicas de los surcos presentes en la mucosa, donde cada espacio es ocupado
por la resina, generando estas formaciones tridimensionales. De igual forma, la presencia
de saculaciones o fondos de saco, pequefias cavidades y/o espacios, son ocupados por el
material de replecion, y los posibles tabiques o trabéculas internas se ven reflejados en los

moldes intraoviductales.

Todos los oviductos recuperados marcaron sobre la superficie de los moldes
resultantes, diversidad de surcos y pliegues; siendo muy manifiesto el incremento en
namero, la creciente complejidad y las diferentes direcciones tridimensionales que
adoptaron, desde la region del istmo, relativamente poco plegada y simple, hacia la zona
del ampula e infundibulo, donde la mucosa se organizd6 de manera compleja y

marcadamente plegada.

En la Figura 15, s¢ muestra un oviducto equino disecado con sus diferentes regiones,
liberado de sus mesos de soporte, y parcialmente desplegado. En correspondencia al
mismo, se presenta un molde tridimensional de su lumen, posterior a la replecion

intraluminal y a la corrosién en solucién alcalina de todos los tejidos circundantes.

Como fue mencionado en el apartado “Materiales y Métodos”, a partir de secciones
histoldgicas, la preparacion de moldes intraluminales 3D, y microfotografias; se obtuvieron

diferentes registros morfométricos de las principales regiones tubulares del drgano,
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correspondientes al istmo, unién ampula-istmo (UAI) y admpula. Para la region del
infundibulo, solamente se observaron las caracteristicas del endosalpinx sin determinar los

registros morfométricos del mismo.

ey
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Figura 15:

Oviducto de yegua aislado del resto del aparato reproductor y desplegado parcialmente (imagen superior), y
molde tridimensional correspondiente a su lumen (imagen inferior) mostrando las diferentes regiones
anatémicas en cada uno de ellos.

A, fimbrias; B, orificio abdominal; C, regién del infundibulo; D, regién del 4mpula; E, unién dmpula-istmo
(UALI); F, region del istmo; G, union utero-tubarica (UUT) o papila oviductal.

Nota: En el molde tridimensional, la papila no esté representada, debido a que la misma se canaliza con
una aguja, y a través de ella se procede a realizar la replecion intraluminal del oviducto para la obtencion
de los moldes.

6.2.1. Regién de la Unién Utero-Tubarica (UUT):

La transicion utero-tubdrica fue muy manifiesta, observandose un cambio abrupto en
el diametro externo (e interno) entre ambos Organos. El oviducto, en su parte inicial,
presento una porcion intraluminal protruyendo en forma de “papila” hacia el interior del
extremo craneal (punta) del cuerno uterino. Posteriormente, y dirigiéndose hacia craneal,
se continud con una porcion intramural durante su recorrido en el espesor de la pared del
utero (Fig. 16). Desde esta ultima porcidn, se originaron de manera insensible y sin
demarcacion precisa, las primeras curvaturas del istmo caudal. La protrusién del oviducto
en forma de papila, fue un hallazgo (macro y microscdpico) constante en todas las

muestras disecadas, y en las diferentes ctapas reproductivas evaluadas.
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A partir de las microfotografias obtenidas de los cortes histoldgicos transversales se
pudo observar un marcado predominio de la capa muscular (miosalpinx), en contrastc al
escaso desarrollo de la mucosa, cuyos pliegues epiteliales de baja altura y escasamente
ramificados, superaron en pocas ocasiones la decena. A pesar de que no fue realizado un
analisis estadistico de los datos obtenidos a partir de las muestras de las diferentes etapas
reproductivas, los valores hallados para el area (~0.12mm?) y perimetro luminal
(~ 2.95mm) fueron los parametros morfométricos mas pequefios, en comparacion con las

restantes regiones tubulares del oviducto.

En los cortes histologicos longitudinales de esta region, la transicién entre el
endometrio — endosalpinx fue gradual, hallandose numerosas glandulas uterinas
invadiendo la periferia de la porcién intraluminal (papila). Las mencionadas estructuras
glandulares fueron muy evidentes durante la etapa de diestro del ciclo reproductivo, y en
varias de ellas se pudo observar un aspecto tortuoso en el recorrido de su lumen. En la
parte basal de varios pliegues se observaron criptas epiteliales ramificadas, simulando

estructuras glandulares de tipo tibulo-alveolar (Fig. 17).

La porcion intraluminal de la UUT, produjo sobre los moldes tridimensionales (a
‘manera de impronta), un surco de aspecto anular, que circunscribid, en forma de corona, el
orificio de entrada ¢ inicio de la region caudal del istmo. La protrusion (papila), fue mas
evidente durante la fase de estro, del mismo modo que la prominencia de los pliegues
endometriales del Utero durante esta fase del ciclo estral. Los pliegues del endometrio,
también dejaron sus improntas sobre la superficie de los moldes, formando pequefios

surcos, que parecen confluir hacia el surco anular antes mencionado (Fig. 18).
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Figura 16:

Extremos de cuernos uterinos abiertos longitudinalmente durante la etapa anovulatoria (A, B) y en estro (C),
donde se expone la superficie endometrial y la unién Gtero-tubdrica. En A, se observa la porcioén intraluminal
del oviducto protruyendo en forma de papila dentro del cuerno uterino, y un surco anular tenue rodeando la
misma.

En B, fue disecada y aislada la porcidn intramural del oviducto, la cual se continiia hacia craneal, de manera
insensible, con las primeras curvaturas de la region del istmo caudal. En ambas imégenes (A y B) la
superficie endometrial se caracterizé por presentar pliegues endometriales de escaso desarrollo, aspecto
tipico durante esta fase del ciclo reproductivo, En C, los pliegues del endometrio fueron muy manifiestos,
presentdndose engrosados, edematosos y de aspecto cerebroide. D, imagen magnificada de la porcion
intraluminal de la UUT, donde se ha dilatado artificialmente el ostium uterino (flecha). po, papila oviductal
(porcibn intraluminal); pl, pliegues endometriales; pim, porcién intramural de la unién utero-tubdrica; ‘e,
region del istmo caudal. Barra de escala en A, B, y C indica lem. En D indica 1mm.
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Figura 17:

Corte transversal (A) y longitudinal (B, Cy D) de la UUT durante la etapa de diestro.

En A se observa el gran desarrollo de la capa muscular (miosalpinx, ms), y escasos pliegues epitcliales de
baja altura. En B, se muestra la porcién intramural (pim) e intraluminal (papila, pe) de la UUT, y las
distintas capas de la pared uterina adyacente. En C y D (magnificacién de C) se observa la superficie
endometrial (flecha) diseminada de gldndulas, muchas de ellas de aspecto tortuoso (1). El endometrio
glandular parece invadir la papila oviductal, cuyo ingreso esta parcialmente ocupado por pliegues epiteliales
(pe) v algunos forman en su parte basal una cripta epitelial (cri). mm, miometrio; em, endometrio; ms,
miosalpinx; es, endosalpinx. Barra de escala en A, B, C y D, indica 500um,
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Figura 18:

Moldes 3D del lumen de la UUT y extremo craneal del utero durante la etapa anovulatoria. En A
(estereomicroscopia) y B, (MEB) se aprecian algunos surcos débilmente marcados por pliegues del
endometrio. Se observa un surco irregularmente anular (flechas punteada) formado en torno de la porcién
intraluminal (papila, pe) de la UUT. Algunos surcos tenues, correspondientes a pliegues endometriales (sem)
parecen confluir sobre éste desde distintas direcciones. En B se observa un surco longitudinal (flecha)
recorriendo las diferentes partes de la UUT, transitando por la porcion intramural (pim) y continuando hacia
craneal, para alcanzar la regién del istmo caudal (ic). Barra de escala en A, indica 500pm; en B indica 1mm.
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6.2.2. Region del Istmo:

En todas las secciones histologicas de los segmentos centrales de esta region, se halld
una estrecha 4rea luminal (al), que no superé los 0,5mm’ (Tabla 3), sin observarse
diferencias significativas en los valores hallados entre las etapas reproductivas evaluadas
(p> 0,05). En las microfotografias, se presentaron, en promedio, de ocho a diez pliegues
(8-10) primarios de base amplia y apices redondeados, separados por surcos poco
profundos y organizados en forma radial (Fig. 21A). En las partes basales de los pliegues,
se pudieron observar pequefios fondos de sacos (cul-de-sacs) o criptas epiteliales (Fig.
21A). El escaso numero de plicgues primarios, sin ramificar y la baja altura de los mismos,
determinaron en los cortes histologicos, un perimetro epitelial (pe) de pocos milimetros. En
la Tabla 4 se detallan de manera resumida, las diferentes categorias y alturas de los

pliegues epiteliales hallados en las distintas regiones tubulares del oviducto.

Se pudo observar, que las secciones histolégicas con mayor area ocupada por los
pliegues epiteliales (ap), presentaron en gran medida, un incremento lineal en el perimetro
(Fig. 20). Sin embargo, en este segmento fue hallado el menor perimetro epitelial (pe), en
comparacion con las otras regiones tubulares, aunque sin apreciarse diferencias

significativas entre las etapas reproductivas (Tabla General A).

Al igual que en las secciones histoldgicas, 1os moldes tridimensionales mostraron que
el istmo caudal y la UUT (papila oviductal, datos no mostrados) presentaron el menor
diametro luminal, sin diferencias significativas entre las fases del ciclo estral (p> 0,05,
Tabla 5, Fig. 19). En las superficies de moldes, tres o cuatro surcos (correspondientes a
pliegues primarios), se extendieron en forma de canales longitudinales continuos,
reduciendo su profundidad a medida que se aproximaron hacia la UAI (Fig. 21B, C y D).
En todas las etapas del ciclo estral, se hallaron multiples proyccciones de baja altura,
dispuestas en hileras y separadas por surcos secundarios mas pequeiios ¢ interconectados,
algunos en posicion oblicua y dirigidos hacia UUT (Fig. 21D). Estas formaciones pueden
representarlos moldes o improntas de las criptas epiteliales en la mucosa istmica,

conformando bolsillos o cul-de-sacs.

El lumen del istmo caudal, en proximidad a la UTT, se dispuso de manera mas
rectilinea, y en el resto del segmento, se pudieron observar curvas sigmoideas, cada vez
mas cerradas y en forma de “U” o “V” en direccion hacia la UAI (Figs. 15 y 21C). Las

multiples curvas halladas, determinaron que la longitud de esta region (istmo) sca una de
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los mas extensas (junto con el ampula), sin observarse diferencias significativas entre las

etapas evaluadas (p>0,05; Tabla General B, Fig. 33).

Tabla 3:

Area del lumen del istmo expresada en milimetros cuadrados (mm?), medida a partir de los cortes
histolégicos. Media (+ D.E).

Anovulatoria 0,21 (0,11) 0,11 0,38

Diestro 0,24 (0,19) 0,08 0,65

Estro 0,25 (0,09) 0,10 0,44

Posovulatoria 0,21(0,16) 0,05 0,45
Tabla 4:

Altura (media) de los diferentes pliegues epiteliales hallados en la region del istmo, UAly ampula,
expresado en micras (um), medidos a partir de cortes histologicos.

Region Istmo Union Ampula-Istmo Ampula

Categoria 1° 2 3 4 1° 2° 3° 4° 1° 2° 3 4°
Mediciones 80 - - - 20 20 20 10 40 40 40 30
Media 1933 - - - 5944 3208 165,6 160,3 702,1 363,1 209.8 1285
D.E 768 - - ¥ 2601 1325 608 439 2098 1449 59,1 31,6
Min 53,5 - - - 256,7 1425 83,3 874 4558 160,7 123,3 76,6
Miix 4186 - - - 11139 721,1 3483 2510 11221 7603 3316 1793
Tabla 5:

Diametro luminal del istmo expresado en micras (um) en diferentes etapas reproductivas, medido a
partir de moldes 3D. Media (+ D.E).

Mediciones Diametro
Anovulatoria 536 499,64 (4,87)
Diestro 254 500,83 (7,04)
Estro 186 491,87 (7,97)
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Diametro intratuminal del istmo en diferentes etapas
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Figura 19:

Box-plot del didmetro intraluminal del istmo, en diferentes etapas reproductivas, obtenido a partir
de moldes 3D.

800+ Perimetro luminal vs. Area pliegues
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Figura 20:

Recta de regresion para perimetro luminal (epitelial) versus area ocupada por pliegues zpiteliales
de la region del istmo, obtenida a partir de cortes histologicos en diferentes etapas reproductivas.
r’=0,78.
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Figura 21:

A, Seccion histolégica de la porcién central del istmo (H&E), mostrando pliegues primarios de base ancha,
surcos dispuestos en forma radial, y algunas criptas epiteliales (cul-de-sacs) en las 4reas basales de los
pliegues (flechas); B, seccion transversal de un molde intraluminal del istmo, donde se observan de 8 a 10
surcos y pliegues (estereomicroscopia, 40X); C, microscopia electronica de barrido (MEB, 45X) de un molde
3D del istmo, mostrando surcos similares a canales longitudinales a lo largo de su recorrido (flechas); D,
proyecciones de baja altura (correspondientes a fondos de saco o cul-de-sacs), dispuestos en filas (cabezas de
flechas) separados por pequefios surcos secundarios interconectados, algunos orientados oblicuamente hacia
la unién Gtero-tubdrica, MEB, 125X, Se observan algunas burbujas pequefias localizadas en la profundidad
de los surcos primarios y secundarios. Barra de escala en A y B indica 250um, en C y D, 200um. Adaptado
de: Morphometric study of the mare oviductal mucosa at different reproductive stages. Mouguelar H, Diaz
7, Borghi D, Quinteros R, Bonino F, Apichela S, Aguilar J. Anatomical Record. 2015, 298(11): 1950-
1959,
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6.2.3. Regién de la Unién Ampula-Istmo (UAI):

El area luminal (Tabla 6) y el perimetro del epitelio (Tabla 7, Fig. 23), de la UAI
determinados a partir de los cortes histologicos, evidenciaron un incremento sustancial en
comparacion con la region istmica, mostrando ademas, algunas diferencias significativas
entre etapas reproductivas (p <0,05). Los pliegues epiteliales aumentaron en numero,
ramificaciones y direcciones. Fueron identificados pliegues terciarios y con menor
frecuencia cuaternarios, principalmente en la parte craneal, hacia el limite con la region del
ampula (Tabla 4). De la misma manera que en la region del istmo, se observarcn criptas
epiteliales en las areas basales de los pliegues primarios (Fig. 25A). En la UAI asi como
en el istmo, se hall6 una relacion lineal entre el perimetro y el area de la mucosa epitelial

(r* = 0,80; Fig. 22).

La morfologia del endosalpinx de la UAI cambi6 gradualmente, desde el istmo hacia
la regiéon ampular. Este hallazgo también fuec observado sobre la superficie de los moldes
de resina, los cuales mostraron una moderada complejidad en sus pliegues y surcos, en
comparacion con el istmo (relativamente liso), y el ampula fuertemente plegada. La
mayoria de los pliegues primarios se ramificaron y dividieron longitudinalmente, con una
posicion perpendicular u oblicua, creando un patrén de pliegues y surcos sin un orden claro
y definido sobre la superficie de los moldes (Fig. 25C, D). Esta region mostrd un ligero
incremento en el diametro luminal, desde su union con ¢l istmo y hacia &mpula, con ciertas

diferencias entre las etapas reproductivas estudiadas (Tabla General A).

En los moldes intraluminales de esta region, fueron observadas multiples curvas
dispuestas en forma de “W” continuas (Fig. 24A, B, C; Fig. 25B). Estas curvas muy
pronunciadas, se produjeron por pliegues transversales de tejido conectivo sub-seroso
penetrando desde los lados opuestos de la pared del conducto (mesosalpinx y
antimesosalpinx), creando de es¢ modo un trayecto sinuoso y en zigzag en el lumen
oviductal (Fig. 24, 25B). A pesar de las numerosas curvaturas identificadas en este
scgmento, la longitud total fue aproximadamente 2,5 veces inferior a la observada en el

istmo (Tabla General B; Fig. 33).
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Tabla 6:
Area del lumen del UAI expresada en milimetros cuadrados (mm?), medida a partir de cortes

histologicos. Media (= D.E).

Etapa
Anovulatoria 2,19 (0,92)"
Diestro 2.51:(1,35)"
Estro 1,07 (0,69)"
Posovulatoria 1,20 (0,12)"

Diferentes superindices indican diferencias estadisticas (p <0,05).

Tabla 7:
Perimetro luminal del istmo, UAI y 4mpula expresado en milimetros (mm), en diferentes etapas

reproductivas, obtenido a partir de cortes histologicos. Media (+ D.E).

Etapa (cortes histolagicos)

Anovulatoria Diestro Estro Posoyulatoria
Region (n=12) (n=14) (n=23) (n=10)

Istmo 4,15 (1,64) 3,75 (1,53) 3,61 (1,82) 4,19 (2,24)
VAL 48,79 (1552 45,50 (543)° 17,80 14,92 31,18 (14,17)*
[\mpula 80,58 (29,87) 89,48 (25,49) 86,61 (23,10) 81,28 (30,12)

Diferentes superindices indican diferencias estadisticas (p <0,05).

Perimetro luminal vs. Area pliegues
63,79+
50,85+
37914
2497~

12034

Perimetro lumen {mm)

0,91 T T T 1
0,09 135 2,79 4,23 567

Area pliegues (mm2)

Figura 22:
Recta de regresion para perimetro luminal versus drea ocupada por pliegues epiteliales de la region UAI,
obtenido a partir de cortes histolégicos y en diferentes etapas reproductivas. r'=0,80.

70



Resultados
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Figura 23:

Perimetro luminal (mm) del istmo, UAI y dmpula en diferentes etapas reproductivas, medido a
partir de cortes histolégicos.
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Figura 24:

Imagenes obtenidas a partir de moldes tridimensionales y cortes histolégicos de la unién dmpula-istmo. A,
molde de la UAI proveniente de una yegua en estro donde se aprecia el trayecto sinuoso del lumen; By C,
surcos transversos penetrando desde lados opuestos de la pared (generados por el mesosalpinx y
antimesosalpinx) durante la fase anovulatoria y diestro respectivamente (flechas); D, corte histolégico
transversal de la UAI donde se aprecian segmentos continuos de la region, debido a la presencia de
numerosas curvas cerradas y adheridas entre ellas, 20X (tincién H&E); E y F, transformaciones de la imagen
mostrada en D para realizar algunas determinaciones morfométricas del lumen oviductal (4rea y perimetro
luminal) a través del software Motic Images Plus 2.0 ML. Barra de escala en A, By C indica 250um, en D, E
y F indica 500um.
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Figura 25:

A, Corte histologico de la porcidn central de la unién dmpula-istmo (UALl), coloreado con hematoxilina y
eosina (H&E), mostrando diferentes categorias de pliegues y algunas criptas epiteliales (estructuras similares
a glandulas) en las dreas basales de los pliegues (flechas); B, estereomicroscopia de un molde de la UAI,
donde surcos profundos y desde tados opuestos (flechas) producen curvas en forma de “W” (linea punteada)
y un trayecto sinuoso en el lumen (40X); C, Microscopia electronica de barrido (MEB, 21X) de un molde de
resina de la UAI mostrando un trayecto tortuoso y un sistema complejo de pliegues y surcos sin una
organizacion especifica; D, estrecho surco primario(l), secundario(2) y terciario(3) sobre la superficie del
molde, producidos por los pliegues epiteliales, MEB, 70X. Barra de escala en A y D, indica 100 um, en B
500um y C, lmm. Adaptado de: Morphometric study of the mare oviductal mucosa at different
reproductive stages. Mouguelar H, Diaz T, Borghi D, Quinteros R, Bonino F, Apichela S, Aguilar J.
Anatomical Record. 2015, 298(11): 1950-1959.
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6.2.4. Regién del Ampula:

En los cortes histolégicos y en todas las etapas reproductivas, se encontraron multiples
pliegues cpiteliales de diferente altura y complejidad, siendo ésta la caracteristica mas
conspicua y sobresaliente de esta region tubular del oviducto. La vasta cantidad y
ramificacion de todos los pliegues epiteliales (primarios, secundarios, terciarios, y con
clevada frecuencia cuaternarios de baja altura) (Tabla 4), ocuparon la mayor parte del
lumen del dampula, dejando solamente una escasa area luminal libre ¢ irregularmente
central (Fig. 27). En relacién a este parametro (drea del lumen) no se observaron
diferencias significativas entre las etapas reproductivas evaluadas (p> 0,05, Tabla General
A). De la misma manera que en la regiéon de la UAI, se pudiecron observar numerosas
criptas epiteliales o cul-de-sacs (similares a estructuras glandulares) ubicadas
principalmente en la region basal de los pliegues primarios (Fig. 29A). En algunas
ocasiones se pudieron hallar trabéculas de tejido conectivo, revestidas por endosalpinx, y

dividiendo el lumen en dos 0 mas compartimientos (Fig. 28).

Los numerosos y complejos pliegues epiteliales, indujeron un incremento sustancial en
el perimetro epitelial, en comparacién con los valores determinados en la region istmica y
la unién ampula-istmo (UAI). Este hallazgo, fue observado en todas las etapas
reproductivas del ciclo estral (Tabla General A). De manera similar a la region de la UAT
y el istmo, en esta regién ampular, se halld una relacién practicamente lineal y

significativa, entre el perimetro epitelial y el area de la mucosa (r* = 0,79, Fig. 26).

En este segmento tubular del oviducto, se hallé el maximo diametro intraluminal, en
comparacion con las demas regiones tubulares, y pudiéndose observar algunas diferencias

estadisticas significativas entre las principales ctapas reproductivas (Tabla General A).

Sobre la superficie de los moldes tridimensionales, se apreciaron numerosos surcos
irregulares de diferente profundidad y grosor, orientados de maneras muy diversas;
demostrando y coincidiendo con la disposicién compleja ¢ intrincada de los pliegues del
endosalpinx ampular. Algunos surcos profundos, asimétricos y dispuestos de manera
longitudinal (generados por los pliegues epiteliales primarios) se orientaron hacia la region
del infundibulo, separdndose o uniéndose con otros multiples surcos laterales, mas

pequeifios, tenues y de escasa profundidad (Fig. 29).

Los moldes 3D ademads pusieron en evidencia varias curvas y un trayecto sinuoso en el

recorrido del lumen, principalmente en la porcién media y caudal (proxima a la UAI).

74




Resultados

Estas curvas fueron desapareciendo gradualmente en la region mas craneal y hacia el
infundibulo, donde el lumen adoptd un trayecto principalmente rectilineo (Fig. 29B). En
esta zona de transicidon con la regién infundibular, algunos pliegues primarios se

dispusieron de forma radial en torno a la periferia del conducto (Fig. 27).

La longitud del segmento, fue similar a la observada para la region del istmo, siendo
ambas significativamente diferentes respecto de la UAI (p<0,05, Tabla General B; Fig.
33).
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Figura 26:

Recta de regresidn para perimetro luminal versus drea ocupada por pliegues cpiteliales de la regién del
ampula, obtenido a partir de cortes histoldgicos y en diferentes etapas reproductivas. r’=0,79.
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Figura 27:

Imigenes obtenidas a partir de moldes tridimensionales y cortes histologicos del ampula. A, molde del
ampula caudal junto a la UAI, proveniente de una yegua en estro donde se aprecian curvaturas tenues y un
trayecto algo sinuoso del lumen; B, surcos marcados por pliegues primarios en la region craneal; C, surcos
dispuestos radialmente (flechas) en la parte craneal del 4mpula en vecindad con el infundibulo; D, corte
histolégico (tincion H&E) del 4mpula craneal registrado con la cdmara de la lupa con una magnificacioén de
20X; donde se observa gran cantidad de pliegues epiteliales, dejando un 4rea estrecha e irregular en el lumen;
E y F, transformaciones de la imagen mostrada en D para realizar las mediciones del lumen oviductal (drea y
perimetro) con el software Motic Images Plus 2.0 ML. Barra de escala en A, B y C indica 250uym, en D, E y
F indica S00pum.

Figura 28:
Corte histolégico del 4mpula, donde se observa el lumen dividido en varios compartimientos a través de
trabéculas conectivo-epiteliales (c). Tincién Tricrémica de Masson, (100X), Barra de escala indica 50pm.
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Figura 29:

A, Microfotografia de la porcion craneal del ampula (H&E), donde se observan pliegues epiteliales
primarios, secundarios, terciarios y cuaternarios, ocupando la mayor parte de su lumen. Se¢ muestran
numerosas criptas epiteliales (estructuras similares a glandulas) en la parte basal de los pliegues (flechas); B,
estereomicroscopia de un molde del 4mpula observado a baja magnificacion (7.5X), mostrando algunas
curvas en la porcién caudal (CaP), que gradualmente desaparecen hacia su porcion craneal (CrP), donde el
lumen del &mpula se dispone en forma rectilinea; C, Microscopia electronica de barrido (MEB, 33X) de un
molde intraluminal del 4mpula, mostrando la disposicién intrincada del endosalpinx; D, ramificacién de
surcos primarios, secundarios (2), terciarios (3) y cuaternarios (4) (remarcados), correspondientes & diferentes
categorias de pliegues epiteliales, MEB, 65X. Barra de escala en A, indica 100um, en B, 5Smm; C, immy D,
200um. Adaptado de: Morphometric study of the mare oviductal mucosa at different reproductive stages.
Mouguelar H, Diaz T, Borghi D, Quinteros R, Bonino F, Apichela S, Aguilar J. Anatomical Record. 2015,
298(11): 1950-1959.
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6.2.5. Infundibule:

Algunas fimbrias se proyectaron a partir de uno de los extremos del borde libre del
infundibulo, en forma de prolongaciones digitiformes, adhiriéndose firmemente sobre el
borde medial y superficie mesotelial (peritoneo) del ovario, en estrecha relacion con la fosa
de ovulacion. Estas fimbrias ovaricas, se observaron en todas las muestras y etapas
reproductivas evaluadas (Fig. 30A). En los oviductos provenientes de yeguas en estro pudo
apreciarse (macroscopicamente y en los moldes vasculares; Fig. 31) un aumento evidente
de la densidad capilar, manifestada ademas por rubor (congestién vascular) y edema en los

pliegues de mucosa de ésta y otras regiones del oviducto.

El endosalpinx de este segmento (observado a través de las réplicas de resina y
microscopia Optica) mostrd numerosos pliegues y surcos de aspecto foliado, de
dimensiones variables e interconectados; muchos de ellos orientados de manera
longitudinal, formando arcos paralelos y dirigidos hacia el ampula (Fig. 32A, B). En esta
transicion (infundibulo-ampular) los pliegues y surcos mostraron cierta convergencia hacia
el ostium abdominale (Figs. 30B, 32A), para posteriormente, continuarse con el
endosalpinx de la regién del dmpula. En ninguna ocasién se realizaron determinaciones

morfométricas para este segmento del oviducto.

Figura 30:

A, Ovario y regién del infundibulo del oviducto equino, durante la etapa transicional (primavera). Se observa
la fimbria ovérica (sostenida por la pinza) unida a la superficie y borde medial del ovario, en la fosa de
ovulacién. fo, fimbria ovérica; fov, fosa de ovulacién; inf, infundibulo; lpe, ligamento propio del ovario. B.
Oviducto aislado donde se observa el infundibulo y la parte craneal del &mpula. Se aprecian las fimbrias en el
borde del mismo, y pliegues de mucosa formando arcos, dirigidos hacia el ostium abdominale (oa, ocupado
por la aguja hipodérmica). Barra de escala indica lecm.
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Figura 31:

Molde vascular del ovario, punta del cuerno uterino y oviducto a través de la replecidn de la arteria ovérica
con poliuretano (PU4ii"°), durante la etapa de estro. En lineas punteadas estdn contorneados el ovario
(amarillo); punta del cuerno uterino (celeste); ¢ infundibulo (verde). La punta de flecha sefiala la fosa de
ovulacion. En la imagen ampliada de la derecha, se observa una porcién del lecho capilar del molde vascular
del infundibulo. 4.0, arteria ovérica (tortuosa); inf, infundibulo. Barra de escala indica lcm en la imagen
general y 1mm en la imagen ampliada.

Figura 32:

Moldes 3D intraluminales de la region del infundibulo, durante la etapa de estro. A, se observa la disposicién
de los surcos y pliegues en forma foliada, haciendo convergencia en el ostium abdominale, en la transicién
con ¢l ampula. oa, posicion del ostium abdominale, amp, region del ampula; B, se observan pliegues (y
surcos) foliados primarios ubicados de manera paralela (plf), interconectados por pliegues secundarios. Barra
de escala en A y B, indica 1cm.
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Tabla General A:
Parametros morfométricos del oviducto en las principales etapas reproductivas. Medias (= D. E).

Region Istmo Unién Ampula-Istmo (UAT) Ampula

Al Pe Am DI Al Pe' Am DI Al Pe Am DI

Etapa (mm?) (mm) (mm’) (mm) (mm’) (mm) @m") (@mm) @@o) (mm) mn’) (mn)
Anestro 0.21 4.15 0.42 49964 2.19 48.79 3.47 1850.09 2.10 8058 6.46 3902.52
(0.11) (1.64) (0.24) (4.87) (0.92) (15.52)° (1.28)™ (55.09) (0.35) (2987) (1.93) (916.20)"
0.25 361 0.36 49187 1.07 17.80 1.52 171607 243 5183 5§71 373793
Estro 0 00) (1.82) (0.15) (797) (0.69)" (1492)° (L19) (63.79)" (1.51) (2649) (2.85) (984.44)"
Diestro 0.24 3.75 041 50083 251 45.50 480 254934 272 89.48 6.81 4903.94
0.19) (1.47) (0.30) (7.04) (1 .35)h 543 @41 )h (78.99)" ©.73) (25.49) (1.63) (933.95)b
valor p <001 <0001 <0002 <0.001 <0.001

Al, 4rea luminal; Pe, perimetro epitelial; Am, drea mucosa; DI, diametro luminal.
Diferentes superindices indican diferencias estadisticas (p<0.05).

Tabla General B:
Longitud (mm) de las diferentes regiones tubulares del oviducto, en las principales etapas reproductivas,
determinada a partir de moldes de resina. Medias (= D. E).

Longitud en todas

Region  Anestro Estro Diestro valor p las etapas
Istmo  96.36 (4.31) 108.02(7.14) 88.71(639) >.05 96.78 (3.32)"
UAI 48.03 (3.63) 45.89(6.02) 58.57(5.38) >.05 50.24 (3.62)"

Ampula 89.44 (4.86) 89.71(8.06) 74.12(7.21) >.05 85.66 (4,34)"

LTO 205.53 (9.99) 23632 (16.57) 194.21 (14.82)

v

08
valor p <0.001

Diferentes superindices indican diferencias estadisticas entre regiones del oviducto (p< 0.05).
UAI, unién dmpula-istmo; LTO, longitud total de los oviductos.
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Figura 33:

Longitud de las diferentes regiones tubulares del oviducto sin discriminar entre etapas reproductivas. Medias
con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Tabla General C:
Volumen aproximado (ul) de las diferentes regiones tubulares del oviducto, en las distintas etapas
reproductivas, calculado a partir de las secciones histoldgicas. Medias (+ D. E).

Etapa Istmo ,_\mpulu

Anestro 2154(9.09) 12505 (36.93)  504.46 (38.73)°

Estro 37.16 (5.03) 46.08 (18.03)"  283.63 (53.63)"

Diestro 21.84(7.04)  108.02 (7.14"  203.92 (51.90)°
valor p >.05 <0.005 <0.01

Diferentes superindices indican diferencias estadisticas entre regiones del oviducto (p< 0.05).
UAI: unién dmpula-istmo.
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6.3. Microscopia éptica.

A través del estudio mediante microscopia Optica de las secciones transversales de
diferentes regiones tubulares del oviducto, se observo la organizacion bidimensional del
endosalpinx. Una revision detallada de las caracteristicas histologicas del epitelio
oviductal, en diferentes etapas del ciclo estral fue reportada previamente por nuestro

equipo de investigacion (Aguilar et al., 2012).

En términos generales, la cantidad, complejidad y grado de ramificacion (categorias)
de los pliegues de la mucosa, mostré importantes variaciones, desde la region menos
plegada representada por el istmo; hacia el dmpula ¢ infundibulo, donde numerosos y
ramificados pliegues fueron la caracteristica mas sobresaliente de estas dos ultimas
regiones. Frecuentemente en el ampula, la cuantiosa y compleja disposicion de los pliegues
epiteliales, ocupd gran parte del lumen (Fig. 34A, B y C). El epitelio oviductal presentd, de
la manera habitual, las dos poblaciones celulares tipicas (ciliadas y secretorias) en todas las
regiones tubulares del 6rgano y en las diferentes fases reproductivas analizadas (Fig. 35A,
B). En los diversos segmentos (y principalmente en el ampula) se pudieron observar criptas
epiteliales “estructuras similares a glandulas tubulo-alveolares™ dispersas en el grosor y en
la base de los pliegues del endosalpinx. De la misma manera, fueron halladas protrusiones
bulbosas epiteliales, que consistieron en proyecciones celulares dirigidas hacia el lumen

del 6rgano, algunas de las cuales contenian al niicleo o sélo el citoplasma (Fig. 35B).

Del mismo modo que en la mucosa, la capa muscular (miosalpinx) mostré variaciones,
principalmente en su grado de desarrollo. La unién utero-tubarica (papila) y la region del
istmo presentaron ¢l mayor espesor de la capa muscular, la cual fue decreciendo
paulatinamente hacia la union ampula-istmo (UAI), para finalmente, en el ampula

observarse un miosalpinx escasamente desarrollado (Fig. 34A, By C).
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Figura 34:

Imagenes de microscopia Optica, a partir de secciones transversales de la region central (media) del istmo,
unién dmpula-istmo (UAI) y dmpula: A, escasos pliegues epiteliales primarios de baja altura se proyectan
hacia el lumen del istmo, y gran desarrollo de la capa muscular; B, incremento en el mimero, ramificacién y
altura de los pliegues epiteliales en la UAI, con reduccion en el espesor del miosalpinx; C, regién del &mpula,
donde se aprecia un pequefio lumen ocupado por multiples pliegues epiteliales de diferente altura,
complejidad y categoria. Capa muscular (miosalpinx, *). Magnificaciéon de las imdgenes 25X. Tincion de
Hematoxilina y Eosina (H&E). Barra de escala indica 100um.
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Figura 35:

Microscopia dptica de la UAI A, pliegue epitelial con las tipicas células ciliadas (cc) y secretorias (es); B,
protrusiones apicales bulbosas en el epitelio de la UAI (protrusion nuclear, punta de flecha; protrusion
citoplasmatica, fecha). Magnificacién 400X. Tincion de Hematoxilina y Eosina. Barra de escala indica Spm.
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6.4. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Las caracteristicas generales de la mucosa y principalmente la superficie epitelial del
oviducto, pudo ser observada con suficiente detalle a través de MEB. Los diferentes
pliegues de la mucosa presentaron aspectos morfoldgicos variados, y en algunas regiones
fueron muy manifiestos e intrincados, careciendo de un patron regular de organizacion

(Fig. 36A).

El epitelio con sus dos poblaciones celulares tipicas se diferencid notablemente,
mostrando caracteristicas morfolégicas particulares, principalmente sobre la superficie
apical de las mismas. En las células secretorias, se hallaron microvellosidades de baja
altura, sin alcanzar en ninglin caso la longitud de las cilias, las cuales se agruparon
formando paquetes o manojos, dirigidas hacia diferentes posiciones (Fig. 37A, B). Se
pudieron visualizar surcos intercelulares, delimitando con cierta precision a células
secretorias vecinas, hecho poco evidente entre las células ciliadas; asi como entre las
ultimas y las secretorias. En algunas regiones tubulares, se hallaron depresiones
profundas, correspondientes a criptas epiteliales, cuyo aspecto morfologico recuerda a
glandulas tibulo-alveolares (Fig. 36B). En la transicion entre ¢l epitelio oviductal, en la
region de la UUT y el endometrio uterino, se hallaron algunas aperturas en forma de

pequeiios poros, pertenccientes a la desembocadura de las glandulas endometriales.

Sobre la superficie epitelial y en la profundidad de algunos surcos de diferentes
regiones y etapas reproductivas, se halldé secrecion celular, que en variadas ocasiones

present6 un aspecto muco-filamentoso (Fig. 38A).

Las protrusiones celulares, presentes en las células secretorias, fueron observadas en
los cortes histologicos, MEB, y microscopia electrénica de transmision (MET) conteniendo
en ciertas ocasiones al nicleo celular. Ademas, diversas estructuras vesiculares y globosas
alojadas entre las cilias y sobre las células secretorias, fue otro hallazgo observado en
diversas regiones (Fig. 38B). Dicha existencia, junto con la presencia de secrecion

filamentosa, implica cierta actividad secretoria en las diferentes fases del ciclo estral.
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Figura 36:

Microscopia electrénica de barrido (MEB) de la superficie epitelial de la UAI y 4mpula.

A, pliegues epiteliales de diferente tamafio y categoria, y sin un patron de organizacién definido, en la
mucosa de la UAIL; B, cripta epitelial (flecha) en forma de ranura en el centro de un pliegue epitelial del
ampula. En los cortes histoldgicos, estas formaciones se asemejan a estructuras similares a glandulas tubulo-
alveolares, como las halladas sobre la superficie endometrial,
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Figura 37:

Microscopia electrénica de barrido (MEB) de la superficie epitelial de la region del istmo.

A, pliegues epiteliales primarios de baja altura, donde se aprecian las dos poblaciones de células epiteliales
tipicas (ciliadas y secretorias) dispersas sobre la superficie mucosa y separadas entre si mediante surcos
intercelulares; B, células ciliadas (cc) y células secretorias (¢s), donde se observan microvellosidades (mv)
sobre la superficie apical de estas dltimas.
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Figura 38:

Microscopia electrénica de barrido (MEB) de la superficie epitelial regién del 4mpula.

A, abundante secrecién muco-filamentosa (smf) acumulada sobre un pliegue epitelial y dispersa en pequefias
cantidades sobre la superficie mucosa; B, protrusiones apicales (pa) y miltiples vesiculas globosas (vg) entre
las cilias y en la profundidad de un pliegue epitelial.
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6.5. Microscopia Electronica de Transmision (MET).

Las caracteristicas generales y algunos detalles ultraestructurales del epitelio oviductal
pudieron ser observados a través de microscopia electronica de transmisién. En algunas
muestras evaluadas, se observé una organizacion del epitelio de tipo cilindrico simple,

aunque en otras, la disposicion del epitelio adquirié un aspecto pseudoestratificado (Fig.
39).

Claramente se¢ distinguieron las poblaciones de células epiteliales, con las clasicas
células ciliadas y las secretorias -no ciliadas- (Fig. 39). Entre células vecinas, se hallaron
diferentes tipos de uniones intercelulares, principalmente uniones oclusivas (zonula
occludens) en proximidades de la regidn apical, y especializaciones tipo-desmosomas

(punctum adherens) en la profundidad de las uniones antes mencionadas (Fig. 40A, B).

Las células ciliadas presentaron, en su mayoria un citoplasma electro-densc, nicleos
ovalados y en ciertas ocasiones nucléolos manifiestos. Se observé abundante cantidad de
mitocondrias (redondeadas u ovaladas), ubicadas en las regiones juxtanucleares y en
cercanias de las zonas apicales celulares (Fig. 41). De la misma manera, se hallaron
reticulos endoplasmicos en forma de cisternas alargadas esparcidas por el citoplasma.
Algunos complejos de Golgi, con sus tipicas cisternas apiladas, fueron hallados en
vecindad de las mitocondrias y a cierta distancia del nucleo (Fig. 41 y 42). La
caracteristica mas conspicua de este tipo celular, fue la presencia de cilias sobre el borde
apical protruyendo hacia el lumen. En aquellas cilias cortadas transversalmente, se observo
la tipica organizacion de sus microtubulos, dispuestos en nueve pares periféricos y dos
centrales (Fig. 43). En la raiz de las cilias, los cuerpos basales formaron bandas electro-

densas (oscuras) evidentes (Fig. 41).

Las células secretorias se caracterizaron por presentar microvellosidades muyv cortas y
esparcidas sobre la superficie apical de la célula. Tapizando las microvellosidades se hallo
un glicocalix difuso. Frecuentemente, en estas células, se observaron protrusiones bulbosas
citoplasmaticas apicales (Fig. 45), conteniendo diversos granulos de secrecion, algunos
con una matriz oscura (electro-densa), y otros mas claros. Fueron halladas algunas
vesiculas redondeadas, electro-lucidas, de aspecto vacuolado o vacio, en proximidades de
los granulos secretorios y algunas mitocondrias (Fig. 44). Otro hallazgo, fueron los
cuerpos multivesiculares, de formas variadas, recubiertas por membranas, conteniendo

pequefias vesiculas internas, y material granular disperso (Fig. 46).

89



Resultados

Figura 39:

Microscopia electronica de transmisién (MET) del epitelio de la regién del &mpula. Se observan los dos tipos
de células tipicas, ciliadas y secretorias. La apariencia pseudoestratificada del epitelio podria sugerirse por la
disposicion en diferentes estratos de los nicleos celulares, principalmente el ubicado en la esquina inferior
derecha de la imagen. cc, célula ciliada; cil, cilias; cs, célula secretoria; mv, microvellosidades; N, nicleo; cr,
heterocromatina; mit, mitocondria. Magnificacion 4800X.
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Figura 40:

Microscopia electronica de transmisién (MET) del epitelio oviductal durante la etapa de estro. A, se observan
tres células ciliadas adyacentes, y diferentes uniones intercelulares. En el nicleo de una de ellas s¢ visualiza
nitidamente el nucléolo. B, imagen a mayor magnificacion de una especializacién tipo-desmosoma, puncrum
adherens (recuadro en A), donde se aprecia la zona de unin, y el estrecho espacio intercelular entre ambas
membranas plasmaticas (mp). cc, célula ciliada; cil, cilias; cs, célula secretoria; zo, zonula occludens; N,
nucleo; cr, heterocromatina; nu, nucléolo. Magnificacion en A 3400X; en B 160500X.
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Figura 41:

Microscopia electrénica de transmisién (MET) del epitelio oviductal en la region de la UAI en la etapa de
estro,

Multiples mitocondrias ovoides y redondeadas ubicadas en la regién supranuclear de una célula ciliada. La
mayoria se orienta en sentido longitudinal, siguiendo el eje mayor de la célula. Se observa un complejo de
Golgi con sus cisternas alargadas y curvadas, a cierta distancia del nicleo. En el origen de las cilias los
cuerpos basales se observan como bandas transversales electro-densas. En la unién intercelular con la célula
ciliada vecina se observan zonas oclusivas. ce¢, célula ciliada; cil, cilias; zo, zonula occludens; mit,
mitocondrias; N, nicleo; cgol, complejo de Golgi; eb, cuerpo basal. Magnificacién 12800X.
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Figura 42:

Microscopia electronica de transmision (MET) del epitelio oviductal en la regién de fa UAI en la etapa de
estro.

Un par de mitocondrias ovoides y elongadas dispersas en la matriz citoplasmética. Se observa un complejo
de Golgi con sus cisternas apiladas, alargadas y onduladas en cercania de una mitocondria. Un cuerpo basal,
en forma de estrias transversales electro-densas, ocupa la base de una cilia. En la parte superior derecha se
aprecia una especializacion tipo-desmosoma (punctum adherens). cgol, complejo de Golgi; mit, mitocondria,
cb, cuerpo basal; pa, punctum adherens. Magnificacién 34300X.
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Figura 43:

Microscopia electrénica de transmisién (MET) del epitelio oviductal en la region del istmo.

Células ciliadas presentando abundantes cilias sobre sus superficies apicales. En el recuadro superior
izquierdo, se visualiza a mayor aumento, la organizacioén interna de los microtibulos de las cilias cortadas
transversalmente, ordenados en nueve pares periféricos y dos centrales (configuracién 9+2). Se observa
ademas, una célula secretoria protruyendo hacia el lumen entre dos células ciliadas, conteniendo el nucleo
condensado, en proceso de degeneracién, y con escaso citoplasma vacuolado. cc, célula ciliada; es, célula
secretoria; N, niicleo, pa, protrusién apical. Magnificacién 3400X.
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Figura 44:

Microscopia electronica de transmisién (MET) del epitelio oviductal de la region de la UAI durante la etapa
de estro.

Protrusién apical de una célula secretoria, sobrepasando la altura de la cilia adyacente (ubicada en la parte
superior izquierda de la imagen). Se observan las pequefias microvellosidades tipicas sobre la superficie
apical. Evidente presencia de grinulos de secrecion dispersos en la matriz citoplasmitica, con diferente
electro-densidad, y contenido finamente granular. Algunas estructuras vesiculares se hallan agrupadas en el
citosol celular. mv, microvellosidad; cil, cilia; gs, granulo de secrecion; v, vesicula. Magnificacion 12800X.
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Figura 45:

Microscopia electrénica de transmision (MET) del epitelio oviductal de la regién del ampula durante la etapa
de estro.

Protrusion citoplasmatica en una célula secretoria, donde la superficie apical sobrepasa notablemente la altura
de las cilias adyacentes. Algunas estructuras vesiculares se hallan agrupadas en el citoplasma celular. cs,
célula secretora; ce, célula ciliada; cil, cilia; pa, protrusion apical; v, vesicula. Magnificacién 3400X.
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Figura 46:

Microscopia electronica de transmision (MET) del epitelio oviductal de la regién del 4mpula durante la etapa
de estro.

Estructuras vesiculares de gran tamafio recubiertas por membranas, conteniendo pequeiias vesiculas internas,
y material de aspecto granular disperso, posiblemente de tipo secretorio. Dichas formaciones son compatibles
con los denominados cuerpos multivesiculares. cmv, cuerpo multivesicular; gs, granulo de secrecién; v,
vesicula. Magnificacién 34300X.
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6.6. RESERVORIOS DE ESPERMATOZOIDES EN EL OVIDUCTO

En el apartado “Materiales y Métodos”, Recolecciéon de semen e Inseminacion
Artificial, (punto 4.6.1), Tabla 2, se presentan de manera resumida, las caracteristicas
generales de la recuperacion de tejido oviductal con el objetivo de evaluar el reservorio
espermatico (RE) en el oviducto de la yegua. En relacion directa a la informacion brindada
en el mencionado apartado (y tabla) correspondiente, los hallazgos observados respecto a
las células espermaticas fueron variables e inconstantes, principalmente debido al tiempo

de recuperacion y evaluacion de las muestras obtenidas post-IA (Tabla 8).

Tabla 8

Caracteristicas y cronologia de la recuperacion de espermatozoides a partir de oviductos de yeguas
inseminadas artificialmente (1A).

Recuperacion de espermatozoides en oviductos de yeguas post-1A

Diciemb Agosto Diciemb Diciemb Eneroc  Enero Febrero
2011 2012 2012 2013 2014 2015 2015

Mes 7 Ano

Yegaas 11 (n) n=3 n=] n=1 n=1 n=3 =1 n=1
Etapa Estro Anov Estro Estro E;tomf Estro Estro
Wuestren post-1A (Is) * 36 + 18 +20 +8 +72 +35,5 +12
n=6 n=2 n=2 n=2 n= n=1 =1
; . . . ; - Post
Frigorif. Cirugla Frigorif.  Cirugia  Frigorif. Cirugia Moite
Bi Bi Bi Bi Bi Ipsi Cont
Resultado recup. spz + - - ++ - ++ ++
Lado / Region con spz I%SI - - lpﬁ;‘i‘:m - ]I?: C[;!:t
, IMP

Método visualizacion MO 1 ne i 1 Sep I T 1T MFL - MEB
Relacion spz y céls epit E - - Adh - Adh Adh

Anov, anovulatoria; Po, posovulatoria; Bi, bilateral, Ipsi, ipsilateral al foliculo dominante preovulatorio;
Cont, contralateral al foliculo dominante preovulatorio; A, regién del ampula; 1, regién del istmo; U, region
de la unién dmpula-istmo; MO, microscopia 6ptica; MEB, microscopia electrénica de barrido; LAV, lavaje
intraluminal; TMP, impronta; MF, microscopia de fluorescencia; L, espermatozoides (spz) libres en el
lumen (sin contacto con el epitelio); Adh; espermatozoides en contacto con las cilias o microvellosidades de
las células epiteliales del oviducto, *+, escasos espermatozoides; +++, abundante cantidad de espermatozoides;
-, sin espermatozoides.
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Durante los primeros muestreos (afio 2011), mediante la evaluacion de secciones
histologicas de los diferentes segmentos tubulares, y a través de microscopia Optica,
pudieron identificarse escasos espermatozoides libres (n=12) en ¢l lumen de la region del
ampula de un solo oviducto (1/6 = 16,7 %). Este unico segmento, donde fueron halladas
células espermaticas, correspondia a la porcion mas caudal del ampula e inmediatamente
relacionada con la unién con el istmo (UAI), donde la ramificacion y cantidad de pliegues
epiteliales de la mucosa, ain no se mostraba demasiado compleja (Figs. 47 y 48A). La
mayoria de los espermatozoides observados en esta oportunidad (92 %), se encontraron
relacionados con un material amorfo, acidofilo y algo disperso; o junto a restos de células
epiteliales libres presentes en la luz del oviducto (Fig. 47). Practicamente todos las células
espermaticas se encontraron inmersas en la sustancia mencionada, siendo dificil la
identificacion de las 