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1. Introduccion

1.1 Generalidades del oviducto

En los mamiferos, los oviductos son estructuras tubulares que comunican a los ovarios
con el Utero. La funcion de éste es indispensable para llevar a cabo diversos eventos
reproductivos (Buhi y cols. 1990). El oviducto presenta caracteristicas particulares que permite
que se lleven a cabo en éste diversas actividades fundamentales para la reproduccion de la
especie. Algunas de estas son: proporcionar el entorno adecuado para el almacenamiento de los
gametos masculino y femenino, maduracion final de los ovocitos, transporte de los gametos, asi
como proporcionan el ambiente 6ptimo para que se lleve a cabo la fertilizacion y colaboran en

el desarrollo de los embriones en sus primeras etapas de desarrollo (Lee y cols. 2018).

El oviducto se divide en cinco regiones: la FIM, INF, AMP, IST y la UTJ, cada estructura
cumple funciones muy particulares. La pared del oviducto esta formada por tres capas de tejido:
la externa o serosa formada por tejido conectivo altamente irrigado; la intermedia 0 muscular
formada por fibras de musculo liso; y la interna 0 mucosa, compuesta de células epiteliales
ciliadas y secretoras organizadas en columnas (epitelio columnar seudoestratificado) y tejido
conectivo o estroma. Los dos tipos de células epiteliales se encuentran entremezcladas, aunque

existe cierta regionalizacion de predominancia de uno u otro tipo (Suarez y Pacey, 2006).

Capa muscular. En los mamiferos, desde el AMP hasta la UTJ, la capa muscular se
compone predominantemente de células musculares lisas con una porcién muscular longitudinal
externa y otra circular interna (miosalpinx) (Halter y cols. 2011). La tunica muscular es méas
gruesa hacia la region del IST, que es la region proximal al dtero (Bacha y Bacha, 2001). En las
porciones anteriores del oviducto humano se aprecian la capa longitudinal externa y circular
media; mientras que, en las porciones posteriores se observa una capa longitudinal interna.
Ademas de la longitudinal externa y la circular media, la frecuencia de las contracciones son

mayores en la capa muscular circular que en la longitudinal (Helm y cols. 1982).



Capa epitelial. La capa epitelial se encuentra revestida por células ciliadas y secretoras
que decrecen en su numero segun la region del oviducto, sus funciones son variables, desde
proporcionar el entorno adecuado para que se lleven a cabo las diversas funciones de esta
estructura, colaboran con el transporte de los gametos, interactlian con éste y con el embrion en
sus primeras etapas de desarrollo (Li y Winuthayanon, 2017). La lamina propia se encuentra
formada por tejido conectivo y abarca invaginaciones de revestimiento epitelial, es decir, las
células secretoras. Estas contienen nutrientes para los ovocitos y los espermatozoides,
promueven la capacitacion de estos para la fertilizacion de los ovocitos y dan el sostén al
embrion en sus primeros estadios de vida (Steinhauer y cols. 2004; Xie y cols. 2018;
Abdelhamed y cols. 2018).

Las criptas son estructuras formadas por el epitelio oviductal, se encuentran presentes en
diversas especies, en las ovejas se han observado desde la zona del AMP, hasta la zona del IST,
es en este Ultimo donde se ha observado una alta presencia de estas estructuras con una apertura
predominante orientada hacia el Utero y el extremo ciego orientado al ovario. Esta zona se
conoce como la principal region encargada del almacenamiento espermatico; En vacas y cerdas
se ha observado que las criptas con sus extremos ciegos orientados en direccion ampular pueden
ser esenciales para el almacenamiento espermatico a espera del momento adecuado para llevar
a cabo la fertilizacién. Ademés de que en regiones mas caudales del IST y la UTJ, estas
estructuras junto con los pliegues de la mucosa podrian servir como barrera fisioldgica para los

espermatozoides, reduciendo asi el numero de éstos que llegan al AMP (Yanizy cols. 2014).

Epitelio oviductal en la fimbria/infundibulo. En el humano, raton y conejo, la FIM
contiene un menor nimero de células ciliadas y un mayor porcentaje de células secretoras. Su
epitelio se compone de células cilindricas simples (Ng y Barker, 2015; Xie y cols. 2018; Pedrero
y cols. 2013). En humanos, las células ciliadas del oviducto son abundantes en la zona de la FIM
y escasas en el IST (Abdelhamed y cols. 2018). La mucosa (endosalpinx) tiene una distribucion
longitudinal, reduciendo la luz a nivel de la AMP, a una serie de hendiduras estrechas que se
ramifican (Dyce y cols. 2011; Halter y cols. 2011). En conejas, la FIM esta formada por pliegues
de epitelio, no presenta capa muscular y ayuda en la captura del dvulo liberado por el ovario

(Pedrero y cols. 2013). Dicha estructura es la encargada de recoger el ovocito liberado (Ng y



Barker, 2015). EI INF corresponde a la region que contintia a la FIM. En ovejas, la mucosa
forma pliegues longitudinales y surcos que forman algunas criptas superficiales con ramas

cortas, formado principalmente por células ciliadas (Yanizy cols. 2014).

Epitelio oviductal en el &mpula. EI AMP comprende aproximadamente la otra mitad
del oviducto, su diametro es mayor comparado con el IST. Los pliegues longitudinales del INF
convergen en el AMP, formando un complejo sistema de pliegues primarios y secundarios
interconectados. Los pliegues primarios disminuyen hacia la zona del IST, los pliegues
secundarios se observan anchos, oblicuos o perpendiculares a los pliegues primarios que se
dirigen hacia las areas basales entre pliegues o se conectan con algun pliegue primario
adyacente, formando pliegues sin salida con aperturas en su mayoria apuntando hacia el ovario.
En esta estructura se observa la formacion de criptas por los pliegues mucosos. En la zona mas
caudal del AMP, proximal al ovario, algunos de estos pliegues primarios desaparecen o se
continuan hasta el IST, mostrandose una estructura con menos pliegues. Las células epiteliales
de la unién del AMP con el IST se observa como epitelio de transicion (Yéaniz y cols. 2014). La
capa muscular es delgada orientada circularmente, en el AMP ocurre principalmente la

fertilizacion (Suarez y Pacey, 2006).

Epitelio oviductal en istmo. EI IST comprende casi la mitad de la longitud del oviducto,
tiene una capa muscular gruesa orientada longitudinal y circularmente (Suarez y Pacey, 2006).
Esta region es el principal sitio de almacenamiento espermatico, el contacto de los
espermatozoides con las células epiteliales y algunos compuestos moleculares que componen a
dicha region ayuda a la seleccion de los espermatozoides, a mantenerlos viables, y en la

capacitacion espermatica (Miller 2015).

Epitelio oviductal en la union utero-tubal. En el humano, la regién UTJ es la porcion
proximal al Utero, ahi se forma la capa muscular del oviducto, proporciona una barrera para los
microorganismos infecciosos que provienen del Gtero y leucocitos que pudieran entrar,
selecciona el paso de los espermatozoides y regula su movimiento desde el Utero hacia el

oviducto (Suarez y Pacey, 2006).



1.2 Funciones del oviducto

El oviducto lleva a cabo diversas funciones vitales para la reproduccién de las especies,
como son: 1) la captura del ovocito después de la ovulacion, 2) el control de la migracion de los
espermatozoides al sitio de fertilizacidn, 3) el mantenimiento de un microambiente adecuado
para la fertilizacion, y 4) la nutricion del embrion en sus primeras etapas de desarrollo y su

transporte hacia el Gtero (Saint y cols. 2019).

1.2.1 Transporte de gametos

Seguido de la ovulacion, el oviducto por medio de la FIM recoge al ovocito con la ayuda
de las contracciones del miosalpinx y por adhesion a los cilios del oviducto y las células del
cumulo (Halter y cols. 2011). Una vez que los espermatozoides entran al aparato reproductor de
la hembra, éstos cruzan por diversos obstaculos que dan lugar a que solo los més aptos
sobrevivan para llegar al oviducto. En la vagina, los espermatozoides tienen que sobrevivir a las
condiciones acidas que tiene ésta, antes de ingresar al cuello uterino, el flujo del moco cervical
elimina agentes patdgenos y a los espermatozoides débiles y no méviles (Li y Winuthayanon,
2017). En los oviductos, el transporte de los gametos se lleva a cabo por: 1) la secrecién de las
células secretoras que proporcionan el medio de transporte y los nutrientes necesarios para la
sobrevivencia de los gametos, 2) los cilios de las células epiteliales que proporcionan el empuje
en la direccion requerida, y 3) la contraccion de las células musculares (Suarez 2006). Las
células secretoras producen liquido oviductal, el cual es rico en aminoacidos y otros
componentes proporcionando un microambiente 6ptimo para que se lleve a cabo el desarrollo y
maduracion de los ovocitos, la capacitacion de espermatozoides, la fertilizacion, y la
supervivencia embrionaria (Jingu y cols. 2018). El transporte de los dvulos se lleva a cabo por
accion de los cilios y del masculo liso. Los receptores de estrogenos (ER) y de progesterona
(PR) se localizan en los cilios del oviducto, regulando la frecuencia del batido ciliar para el
transporte. En el AMP, los ovocitos se mantienen unidos al epitelio por un periodo de tiempo

variable (Coy y cols. 2010).



Una vez que los espermatozoides llegan al oviducto, existen mecanismos que los guian

a través de este y los preparan para llevar a cabo la fertilizacion, estos son:

Reotaxis. El contacto de los espermatozoides con el fluido oviductal generado por el
trasudado de la circulacion y las células que componen al epitelio oviductal (ciliadas y
secretoras), proporciona el medio adecuado para que se lleven a cabo los procesos de
capacitacion espermatica. La capacitacion espermatica es un proceso el cual modifica la
morfologia del espermatozoide. Este proceso incluye una afluencia de iones de bicarbonato y
calcio, eliminacion de factores decapacitantes, cambio en el pH y actividades proteosomicas de
los espermatozoides, asi como el aumento en la fosforilacion de la proteina tirosina (Li y
Winuthayanon, 2017). La interaccion del epitelio con los espermatozoides provoca la
modificacion de las proteinas de superficie del esperma que dara lugar a la hiperactivacion,
activando el canal cationico de los espermatozoides (Catsper). Este es un canal i0nico
dependiente del voltaje que se ubica en el flagelo del espermatozoide, selectivo al Ca2+ y
sensible al pH, controla la entrada de iones de calcio con carga positiva, en conjunto con otros
canales ionicos, facilita la entrada de calcio. Esta afluencia conduce a un aumento de la
concentracion de calcio intracelular y da lugar al aumento de la motilidad espermatica. Una vez
activado el Catsper, el movimiento de la cola o flagelo del espermatozoide se ve aumentado
dando lugar a un latido asimétrico, que dara una mayor fuerza al empuje de los espermatozoides

a la zona de fertilizacién (Li y Winuthayanon, 2017).

Termotaxis. EI camino de los espermatozoides por el oviducto se ve guiado por la
capacidad de estos para detectar diferencias en temperatura dentro del oviducto. Estudios han
reportado que la variacion en la temperatura del oviducto se ve influenciada segun la etapa del
ciclo estral. Los cambios en la temperatura varian segun la etapa del ciclo estral, aumentando
en periodos horas previas a la ovulacion. La region caudal del IST es 1-2 °C menor que la
porcion craneal del AMP. Esta reduccion de temperatura en el IST reduce la movilidad de los
espermatozoides momentos previos a la ovulacion, facilitando su almacenamiento e

hiperactivacion (Hunter 2012).

Quimiotaxis. La fusion del liquido oviductal y el liquido folicular después de la

ovulacion proporciona diferentes moléculas que facilitan el movimiento de espermatozoides (Li



y Winuthayanon, 2017). En humanos, el complejo cimulo-ovocito secreta progesterona (P4)
gque se une a sus respectivos receptores presentes en el espermatozoide. Ello afecta la
hiperactivacion de los espermatozoides y la reaccion del acrosoma (Villanueva y cols. 1995). El
cumulo-ooforo sintetizan y secretan P4, la cual actiia como quimioatrayente de espermatozoides
(Teves y cols. 2006) (Figura 1).

Ovulacion; EI complejo cimulo-ovocito llega
hasta el punto 4 y la temperatura en el
punto 1 decrece

Termotaxis de espermatozoides capacitados
del punto 1al 2

Quimiotaxis de espermatozoides desde el
punto2 al 3, seglin el gradiente de
progesterona secretada por las celulas del
cumulo.

Quimiotaxis de espermatozoides desde el
punto 3 al 4, de acuerdo con un gradiente de
otros quimio atrayentes secretados por el
ovocito,

Figura 1. Secuencia de eventos que ocurren en el camino del espermatozoide a la fertilizacion. Los
espermatozoides ya en la regién del IST y capacitados pueden ser guiados primero por termotaxis, el sitio del IST
tiene una temperatura mas baja y por su parte la zona del &mpula tiene una temperatura mas calida. Cerca del sitio
de fertilizacion los espermatozoides pueden ser guiados por quimiotaxis al complejo cimulo-ovocito, esto segln
el gradiente de progesterona presente en la periferia del complejo. Los espermatozoides ya dentro del cimulo
ooforo detectan otros quimioatrayentes mas potentes que son secretados por el ovocito. Adaptado de Oren y cols.
2008.



Las quimosinas juegan un papel importante en la fusion del espermatozoide con el
ovocito (Kverka y cols. 2012). El liquido oviductal contiene diversos tipos de gquimiocinas
producidas por la célula de la granulosa a partir de foliculos preovulatorios en el humano y se
encuentran regulados por TNF-a. Entre las quimosinas estan CCR1, CCR5 y CCR6, y los
ligandos para éstos modulan directamente la funcion de los espermatozoides (Isobe y cols.
2002). Las interacciones ligando-receptor promueven la motilidad de los espermatozoides y la
guimiotaxis, los ligandos CCL20 presentes en el liquido folicular pueden unirse al CCR6 y
alterar el movimiento de los espermatozoides (Caballero y cols. 2014). Otra molécula quimio
atrayente presente en el liquido oviductal es el péptido natriurético auricular (ANP) y su
precursor A (NPPA). EI ANP se sintetiza en las células de la granulosa del ovocito, para ser
secretada al liquido oviductal. Este péptido induce la exocitosis acrosémica en espermatozoides
y ejerce su accion mediante el receptor de ANP (NPR1). Este péptido inhibe la reanudacion de
la meiosis de los ovocitos en ratas (Zamiry cols. 1995). Los endocanabinoides y sus receptores,
el 1y 3, se encuentran en el liquido oviductal y en la cabeza y cuerpos de los espermatozoides,
respectivamente (Li y Winuthayanon, 2017).

Células ciliadas y transporte de gametos. El paso de los gametos y el embrion por el
oviducto depende de las concentraciones de E2 y P4. En ratas, la aplicacion de E2 reduce el
tiempo de paso del gameto por el oviducto, mientras que la aplicacién de P4 retarda el transporte
de este (Orihuela y Croxatto, 2001). Los efectos del E2 se encuentran mediados por la presencia
de sus receptores (Orihuela y cols. 2002). El batido ciliar es estimulado por E2 y reducido por
P4 (Mahmood y cols. 1998). Existe una contradiccion en relacion con la frecuencia de batido
ciliar (FBC) dependiendo la etapa del ciclo estral, en algunos estudios se ha demostrado el
cambio en la frecuencia del batido ciliar conforme la etapa del ciclo. Sin embargo, en otros no
se ha observado cambio alguno. Nishimuray cols. (2010) demostraron en un estudio realizado
en cobayas que la FBC aumento en la fase folicular, manteniéndose en la etapa ovulatoria y en
la fase lUtea temprana aumentando su pico mas alto, disminuyendo para la fase I0tea intermedia
y aumentando nuevamente en la fase lutea tardia. Estas observaciones demuestran que la FBC

se encuentra controlada por la presencia de E2 y P4.



Contraccion muscular y transporte de gametos. Ademas del movimiento de los cilios
del epitelio, la contraccién muscular juega un papel importante para el paso de los gametos y el
embrién por el oviducto. Dixon y cols. (2009) demostraron que la contraccion del musculo
tubarico es esencial para impulsar el movimiento de los gametos y lo hacen de manera pendular.
El latido ciliar, junto con las secreciones oviductales, sirve de lubricante y proteccion de los
ovocitos. La contraccién muscular se encuentra dada por diversos factores. Wanggren y cols.
(2008) determinaron que tanto las prostaglandinas como las hormonas esteroideas regulan la
contraccion del musculo oviductal. La concentracion de las prostaglandinas es mayor durante el
periodo periovulatorio en comparacion con las fases folicular y lGtea. Esto se relaciona con el
aumento de E2 durante el periodo periovulatorio, y sugiere que la P4 tiene un papel inhibitorio.
El oviducto presenta receptores para PGE1, PGE2 (EP1-4) y PGF2a (FP), la PGE2 induce la
contraccion muscular oviductal mediante los receptores de prostaglandinas EP1 y el EP3 que
regula la contraccion del musculo longitudinal, o la relajacion mediante los receptores de

prostaglandinas EP2 y EP4 (Wanggren y cols. 2008).

Elementos nerviosos cercanos al musculo liso del oviducto, como inervaciones
colinérgicas, donde la acetilcolina juega un papel importante en la contraccién muscular del
oviducto, y en la vasodilatacion de las arterias oviductales en conejos (Jankovic y cols. 2004).
Las endotelinas participan en la fertilizacion y el desarrollo temprano del embrion. Los
antagonistas del receptor de endotelina disminuyen el nimero de embriones de dos blastomeros
(Myoungkun y cols. 2010). En oviducto de humano se han identificado la presencia de
receptores de oxitocina, especificamente en las regiones del AMP e IST, los cuales aumentan
durante la fase secretora temprana del ciclo menstrual. En tratamientos con estrogenos se ha
observado el aumento de dichos receptores a oxitocina. El proceso de contraccion y relajacion
intermitente del oviducto inducido por la oxitocina juega un papel importante para el transporte
de los ovocitos, dichos movimientos son de gran importancia en el AMP ya que crean una
presion intraluminal negativa reteniendo al ovulo en esta zona hasta el momento de la

fertilizacion. (Jankovi¢ y cols. 2001).



1.2.2 Almacenamiento espermatico

El oviducto actla como reservorio de espermatozoides. La interaccion de los
espermatozoides con el epitelio y las secreciones oviductales condicionan el medio adecuado
para la supervivencia e hiperactivacion de espermatozoides (Li y Winuthayanon, 2017). El
almacenamiento espermatico permite a las hembras tener la posibilidad de gestar sin necesidad
de tener un apareamiento inmediato. Esta capacidad no es exclusiva de los mamiferos, ya que
otros animales pueden almacenar a los gametos masculinos por dias y hasta afios. En el humano,
se consiguen fertilizaciones exitosas con coitos 6 dias previos a la ovulacion. Algunas serpientes
que almacenan espermatozoides durante 7 afios, algunas hormigas almacenan espermatozoides
durante una década después de un solo apareamiento. El sitio de almacenamiento debe
proporcionar ademas de un sitio de reservorio, debe regular la funcién de los espermatozoides,

incluida la viabilidad, capacitacién y la vida util de éstos (Sakkas y cols. 2015; Miller 2015).

La region encargada del almacenamiento espermatico es el IST. En la gata, el niUmero
de espermatozoides almacenados es mayor en las criptas epiteliales que en el lumen del
oviducto. En cerdas, hay una distribucion alta de espermatozoides almacenados en la porcion
de la UTJ y el IST caudal (Tummaruk y Tienthai, 2010). En humanos, los espermatozoides se
unen a la superficie apical del epitelio oviductal mediante sus cabezas. El transporte en el
oviducto es mucho mas lento por el moco presente en esta estructura. La presencia de los
espermatozoides altera de forma especifica la respuesta del perfil protebmico secretor del
oviducto. Las diversas proteinas encontradas en presencia de los gametos influyen en la
maduracion, viabilidad y funcién de los gametos y, a su vez, éstos pueden variar segun la especie
(Miller 2015; Georgiou y cols. 2005).

Los espermatozoides se mantienen unidos al epitelio del IST disminuyendo su motilidad
espermatica, alargando con esto su vida util. Los sitios de almacenamiento espermatico
reconocen y seleccionan a la poblacion de espermatozoides mas aptos para llevar a cabo la
fertilizacion. Estos son liberados de forma gradual para pasar al AMP y con esto reducir las
posibilidades de que ocurran polispermia. La protedlisis contribuye a la liberacion de
espermatozoides del epitelio oviductal. La interaccion del epitelio con los espermatozoides

puede suprimir el aumento normal de calcio libre intracelular de los espermatozoides Utiles para



la capacitacion espermatica (Miller 2015). Miller (2015) mostr6 que los espermatozoides de la
cerda se unen a glucanos como el trisacarido de Lewis X (LeX) y bi-SiaLN. Dada la union
directa de la cabeza de los espermatozoides al epitelio sugiere que los receptores a estos
glucanos existen en esa porcion del gameto. Ademas, el oviducto contiene glucoproteinas que
participan en la adherencia de los espermatozoides al epitelio del IST (Leese y cols. 2001). Las
especies reactivas de oxigeno, generadas por el metabolismo celular normal, disminuye la
viabilidad, motilidad y capacidad de los espermatozoides para lograr la fertilizacién del ovocito.
Las enzimas superdxido dismutasa (SOD), glutation reductasa (GPx) y tiorredoxina (Trx)
pueden ayudar a regular el equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los

antioxidantes en los espermatozoides (Georgiou y cols. 2005).

1.2.3 Capacitacion espermatica

La capacitacion espermatica comienza desde que los espermatozoides son depositados
en la vagina. La regién de la UTJ e IST son los principales sitios de almacenamiento y
capacitacion. El proceso de capacitacién implica diversos cambios estructurales y funcionales,
remodelado en la membrana plasmatica, cambios en su fluidez y composicion, hay un aumento
intracelular del calcio, activacion de canales idnicos y alteraciones en el movimiento de su
flagelo. Este proceso le permite al espermatozoide mejorar su movilidad haciéndolo més &gil el
movimiento del flagelo, proporcionandole la fuerza necesaria para moverse a través del epitelio
del oviducto. Esta reaccion le confiere al gameto masculino una mayor flexibilidad para girar
entre los pliegues de la mucosa oviductal y llegar hasta el sitio de fertilizacion, donde el
espermatozoide se une a la zona pellcida del ovocito por medio de receptores de membrana
(Suarez, 2008; Coy y cols. 2012). EI moco vaginal facilita la eliminacion de la membrana
plasmatica, la eliminacion de colesterol de la membrana plasmatica es un requisito de gran
importancia para la capacitacion. En la capacitacion actian moléculas como el esterol sulfatasa
y las especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas por los leucocitos que se infiltran en el
moco post coital y actiian como pre-capacitantes. En el endometrio, la proteina de union a &cido

sialico facilita la union y movimiento de Ca? hacia el espermatozoide, ayudando a la
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remodelacion de la membrana (Jonge, 2017). Cada segmento diferente del oviducto representa
un microambiente especifico que favorece la capacitacién de los espermatozoides y la
fertilizacion del 6vulo, ademas de condicionar el sustrato para el desarrollo embrionario en sus

primeras etapas (Li y Winuthayanon, 2017).

1.2.4 Desarrollo embrionario

El volumen del fluido oviductal cambia segun la etapa del ciclo estral por la que esté
cursando la hembra, ademas de esto el fluido dado por el lecho capilar y la secrecion de los
epitelios varia segun la region del oviducto de la que se esté hablando (Hunter 2012). Miki y
Claphan (2013) mostraron que la prolactina se encuentra involucrada en el aumento y
disminucion de la secrecion de liquido oviducto. La conformacion del liquido oviductal aun
tiene grandes incdgnitas. La presencia de aquaporinas regula el contenido de agua dentro del
oviducto (Leese y cols. 2001). La composicion del liquido oviductal varia dependiendo de la
especie animal y del estado hormonal. De manera general, este fluido contiene K+ y HCO3,
glucosa, arginina, alanina, glutamato, glicina, leucina, fenilalanina, taurina e hipotaurina,

afectando la viabilidad de los gametos y embriones (Leese y cols. 2001).

El oviducto es importante en el desarrollo del embridn en sus primeros estadios de
maduracién, el tiempo que pasa el embrion en el oviducto varia segun la especie. En vaca, el
embrién abandona el oviducto hasta la etapa de moérula de 16 células, alrededor de los 4 0 5
dias. En la perra, el embrion abandona el oviducto alrededor de los 7 dias post- fecundacion. En
el microambiente oviductal ocurren grandes cambios para el embrion, cambios que incluyen las
primeras divisiones meidticas hasta la activacion del genoma embrionario (Banliat y cols. 2020).
Durante el tiempo que pasan los embriones en el oviducto, su metabolismo se va modificando.
El embrién unicelular requiere de un metabolismo oxidativo, dada la alta presencia de
mitocondrias maternas, el sustrato principal es el piruvato que es generado por las células del
foliculo ovarico. Las tasas glucoliticas al comienzo de la gestacidn son bajas dada la inhibicién

de la hexoquinasa y la fosfofructosa quinasa. La presencia alta de glucosa puede afectar el
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desarrollo embrionario en sus primeras etapas. A medida que el nimero de mitocondrias
disminuye durante la divisién celular del embrién, la expresién del transportador de glucosa
aumenta hasta que ésta excede al piruvato. La mayor disponibilidad de glucosa (glucdlisis) se
acelera en la etapa principalmente de blastocisto, y toda la glucosa se metaboliza a lactato
(Folmes y Terzic, 2014). Los cambios en el estado redox en el desarrollo del embrién o el
aumento de las especies reactivas de oxigeno, requeridas para eventos de diferenciacion, son
algunos de los posibles papeles que se le ha dado al estrés oxidativo en el desarrollo embrionario.

El glutation ayuda a proteger al embrion de estrés oxidativo (Li y Winuthayanon, 2017).

1.3 Hormonas esteroides y oviducto

1.3.1 Estrogenos

El estrogeno (E2) mas potente producido por el organismo es el 17B-estradiol. La
sefializacion celular de estrogenos esta mediada por los receptores de estrogenos alfa y beta
(ERa y ERB). El E2 estimula la proliferacion de células epiteliales en el tracto reproductivo
femenino, entre otros. En ratones, el ERa media los principales efectos proliferativos del E2,
mientras que el ERB modula los efectos proliferativos de ERa (Liu y cols. 2002). Las células
epiteliales encontradas en el anestro se diferencian por la influencia del E2 en el proestro tardio,
incluida la hipertrofia celular y la ciliacion (Derussi y cols. 2012). En el proestro y estro se

aumenta el numero de células ciliadas a lo largo de todo el oviducto (England y cols. 2013).

Lamy y cols. (2016) encontraron que las concentraciones de P4 en el liquido oviductal
en bovinos son mas altas en el periodo de fase lGtea media, mientras que la concentracion mas
alta de E2 es en el periodo pre-ovulatorio. En la yegua y el hdmster dorado, los niveles mas altos
de P4 en el liquido oviductal se han encontrado en el periodo post-ovulatorio. En la yegua, las
concentraciones de E2 son mayores en la etapa pre-ovulatoria (Hilde y cols. 2015). Los
estrogenos también participan en la acumulacién de liquido oviductal en comparacion con la
aplicacion de P4, donde esta acumulacion se ve disminuida (Leese y cols. 2001). Las células
epiteliales ciliadas y secretoras son susceptibles a la concentracion hormonal, el E2 es el
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principal regulador de estas células, induce a la hipertrofia, maduracion y aumentos en la altura
de las células. La P4 induce atrofia celular y disminuye la actividad secretora de las células
epiteliales. Estos cambios hormonales pueden influir en la tasa de secrecion al modular el

movimiento de iones a través del epitelio oviductal (Leese y cols. 2001).

1.3.2 Progesterona

La P4 regula la morfologia y funcionalidad del oviducto (Tahir y cols. 2012). La P4
actla a través de dos receptores, el receptor nuclear convencional, en sus dos isoformas PRA 'y
PRB, y dos receptores potenciales, a los cuales se les ha denominado, componentes de
membrana del receptor de progesterona (PGRMC) 1 y 2. El PGRMC1 tiene acciones anti-
apoptoticas en las células de la granulosa de la rata, regula la reaccion del acrosoma de los
espermatozoides en cerdos y humanos, la maduracion del ovocito en bovinos y la relajacion del

miometrio durante la gestacion en humanos (Saint y cols. 2012).

La P4 participa como un regulador cuantitativo y cualitativo del fluido oviductal, y en la
contraccion del musculo liso del oviducto. Ademas, los PRs se localizan en el IST y UTJ
participando en el almacenamiento y mantenimiento de espermatozoides (England y cols. 2013).
En el oviducto de la vaca, la P4 ayuda en el desarrollo embrionario temprano a través de cambios
en el ambiente oviductal. La cantidad y composicion del fluido oviductal es regulado por la P4.
La P4 regula el transporte del embrién al Gtero, ya que reduce la motilidad del oviducto y la de
los cilios a través de acciones no gendémicas (Saint y cols. 2012). En la cerda, el E2 y la P4 ayuda

en la relajacion del masculo liso inducida por la LH sobre el oviducto (Gawronska y cols. 2000).
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2. Antecedentes

La perra presenta caracteristicas en su reproduccion que la diferencian de otras hembras de
mamiferos, particularidades antes, durante y después de la ovulacion (Lopez 2014). La
investigacion en la reproduccidon de esta especie presenta grandes incognitas dadas las

caracteristicas tan propias en esta hembra.

2.1 Fisiologia reproductiva del macho y copula

La edad de madurez sexual es variable en el perro segun la raza y/o talla, puede oscilar entre
los 6 a 24 meses. En razas pequefias esta puede comenzar de los 6 a 8 meses, en algunas razas
como el Beagle esta puede ser entre los 15 y 16 meses. Los machos de esta especie producen
espermatozoides durante todo el afio. La maduracion de los espermatozoides ocurre en el
epididimo, alcanzando la capacidad de fertilizacion en la cola del epididimo. La
espermatogénesis tiene una duracion de 62 dias y los gametos masculinos tardan en transito por
el epididimo alrededor de 15 dias (Nagashima y Songsasen, 2021).

El 6rgano copulador del macho estd compuesto por una raiz, cuerpo y glande. En su
porcion distal, al nivel de la raiz, presenta dos cuerpos cavernosos separados por un tabique
medio (Getty y Sisson, 2002). Estos cuerpos cavernosos se encuentran compuestos por tejido
eréctil, revestido cada uno por una tdnica albuginea de tejido conectivo denso con fibras
elasticas (Bacha y Bacha, 2001). En su parte craneal presenta un hueso, él os penis, considerado
como una porcion osificada del cuerpo cavernoso. Ventralmente se presenta un surco para la
uretra, dorsalmente convexo, cranealmente reducido y con una prolongacién fibrosa curvada
(Getty y Sisson, 2002). Los machos muestran conductas de monta y empuje desde una edad
temprana, 4 a 5 semanas, dichas actitudes permiten el aprendizaje de las conductas de
apareamiento propias de su sexo. En los adultos, las feromonas presentes en la descarga vulvar
y en la orina de la hembra en celo atraeran al macho (Ettinger y Feldman, 2007). Una vez que
la hembra se encuentra receptiva el macho intentar4 montarla, una vez montado el macho se

sujetard por los flancos hacia delante y penetra a la hembra. La ereccidn se vera ayudada por los
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estimulos de roce con la vulva de la hembra, existira un flujo de sangre hacia los cuerpos
cavernosos que junto al hueso peneano brindaran la rigidez necesaria para la penetracion, previa
a esta intromision se eyaculara la fraccion pre-espermatica. Durante la penetracion se
estimularan las terminaciones sensitivas peneanas, por la temperatura y presion ejercida por la
vagina. En esta fase se produce la ingurgitacién completa de la porcion larga y del bulbo del
glande que dara lugar a la fijacion del pene dentro de la vulva (abotonamiento). Durante la
ereccion, el semen llega a la uretra prostatica, e impulsado a traves de la uretra pélvica. Con
ayuda de las contracciones de los mudsculos bulbocavernoso e isquiocavernoso, el semen es
expulsado por el orificio uretral externo y se produce la eyaculacién, la cual dura de 1 a 2
minutos (Ettinger y Feldman, 2007). Al finalizar la eyaculacion el macho pasara uno de los
miembros por la grupa de la hembra quedando enfrentados por la cola. En esta posicion, el pene
sufrird una flexion de 180° dentro de la vulva este movimiento no causara dolor ni molestia. En
algunos machos este movimiento se obvia, quedando algunos paralelos o sobre la hembra.
Durante el abotonamiento se eyaculara la fraccion prostéatica, este tiene una duracién de 10 a 45
minutos (Stornelli y Garcia, 2016).

2.2 Anatomia reproductiva de la hembra

Los o6rganos reproductores de la perra se encuentran conformados por los ovarios,
encargados de la produccion de los gametos femeninos y hormonas, los oviductos, los cuernos
uterinos y el cuerpo del utero, la vagina y el vestibulo que se abre al exterior en la vulva, que
por igual tiene funcién para la miccion (Figura 2; Dyce y cols. 2011). Dichos 6rganos varian en
sus tamafios dada la diversidad en las tallas de las razas existentes en esta especie. Los ovarios
son de forma oval alargada, de longitud media de 2 cm, se sitlan caudalmente al rifion y asientan
a la altura de las vértebras LIl o LIV. Se encuentran envueltos completamente por la bolsa
ovarica, que es la fusion del mesovario distal y el mesosalpinx, formada por dos capas con gran
cantidad de grasa y musculo liso, lo que hace que los ovarios no sean tan visibles como en otras

especies (Figura 3; Getty y Sisson, 1993).
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Bolsa Hendidura
ovarica de la bolsa
ovarica
Figura 2. Aparato reproductor
de la perra. Se observa porcion
del cuerpo del utero, los dos
cuernos uterinos y la bolsa
ovarica que sostiene y cubre al Cuernos
oviducto y ovarios (Sanchez, uterinos
2021)
Cuerpo del
utero
Bolsa Hhyane Oviducto

Ovarica

Figura 3. Aparato reproductor de

la perra con ligamento. Se

observa los cuernos uterinos

k4 rodeados por el ligamento ancho,

AoV Cuemodel la bolsa ovérica se presenta con

: 3 dtero gran contenido de grasa lo que
hace poco observable a los
ovarios (Sanchez, 2021)

Ligamento
ancho
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El ovario estd unido por los ligamentos ovarico y suspensorio. La bolsa ovérica se abre
en la pared medial con una hendidura donde se pueden observar un pequefio nimero de fimbrias
de color mas oscuro. El oviducto sigue un curso tortuoso dentro de las paredes de la bolsa
ovarica, presentando una amplia curva que pasa primero en direccion craneal al ovario para
continuar caudalmente al mesosalpinx, la union del oviducto con el cuerno del Gtero no presenta

tanta grasa en comparacion con otras especies (Figura 4; Dyce y cols. 2011).

El ovario es irrigado por la arteria ovarica que se origina de la aorta abdominal. La arteria
ovarica, a su vez, se divide en tres ramas: 1) la rama ovarica ; b) la rama tubarica que irriga las
porciones craneales del oviducto, el mesosalpinx, la bolsa ovérica (en la rata) y el tercio craneal
y medial del ovario; c) la rama uterina se anastomosa con las ramas segmentales de la arteria
uterina e irrigan a la porcion craneal del cuerno uterino; y d) la arteria urogenital da origen a la
arteria uterina y emite ramas segmentales que se anastomosan con la arteria ovarica (Céspedes
y cols. 2006).

En la perra, los oviductos, de 5 a 8 cm de longitud, se dirigen cranealmente por la parte
lateral de la bolsa ovéarica y luego por la parte medial (Getty y Sisson, 1993). Se encuentran
ubicados dentro de la bolsa ovarica, la entrada de ésta se ve reducida por la protrusion de la
fimbria. Las porciones siguientes del oviducto siguen un curso tortuoso dentro de la bolsa
ovarica, el oviducto hace una curva que se dirige de forma craneal en el mesovario distal y luego
cruza craneal al ovario para continuar caudalmente por el mesosalpinx Estos se conectan
directamente con los cuernos uterinos (Figura 4 y 5; Dyce y cols. 2011). El utero presenta un
cuerpo pequefio (de 2 a 3 cm) con dos cuernos alargados (12-15 cm) (Figura 2) que asientan
totalmente en el abdomen, divergiendo hacia cada rifion. La vagina es relativamente grande y
estrecha cranealmente. El vestibulo vaginal conecta la vagina y el orificio uretral con la vulva
(Getty y Sisson, 1993).
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2.3 Fisiologia reproductiva de la hembra

Generalmente, las perras son consideradas monoéstricas no estacionales, con un solo
celo por estacion reproductiva, primavera y otofio en la mayoria de los individuos (Nagashima
y Songsasen, 2021). En la mayoria de las razas, si bien existen algunos meses con mayor
actividad sexual, no se ha podido demostrar una distribucion bimodal de los periodos estrales
(Concannon y cols. 2011). La pubertad es variable segun el tipo de raza, ésta se alcanza en torno
a los 6 a 7 meses con un rango de 4 a 24 meses. Las razas pequefias presentan su primer celo a
los 6-10 meses, por su parte las razas de talla grande lo presentan a los 18-24 meses (Lépez
2014). El ciclo estral de la perra difiere al de otras especies, éstas presentan una fase lutea
espontanea con una duracion similar o un poco més extensa que su fase folicular 64 +- 1 dia.
Por su parte, la gestacion tiene una duracion de alrededor de 65 +- 1 dia (Stornelli y cols. 2006;
Concannon, 2011). Las perras y la mayoria de los canidos salvajes ovulan espontaneamente en
ausencia de un macho. El ciclo estral de las perras se divide en 4 fases, que presentan

caracteristicas muy particulares, estos se describen a continuacion.

Proestro. Esta etapa tiene una duracion de 5 — 20 dias, con un promedio de 9 dias. El
periodo desde el inicio del proestro hasta el inicio del proximo proestro, se conoce como el
intervalo inter-estro (Marti 2011). En la hembra hay un aumento del tamafio de la vulva, con
descarga serosanguinolenta de origen uterino. Esto corresponde al incremento en la irrigacion
del utero, que producird la salida por diapédesis de eritrocitos hacia la luz del vestibulo vaginal,
gue en conjunto con las secreciones uterinas constituiran la descarga vulvar (Lopez 2014). La
mucosa vaginal se observa edematizada, cambiando su tono de rosado a blanco a medida que
avanza el periodo, con presencia de liquido serosanguinolento superficial. Los pliegues se
vuelven mas profundos dando una apariencia lisa. Los frotis del epitelio vaginal, al principio de
esta etapa, muestran células parabasales acompafiadas de un numero variable de neutrofilos.
Sucesivamente estas células van cambiando, para observar células escamosas intermedias y mas
tarde células cornificadas grandes con ausencia de neutrofilos, los picos de carnificacion se

observan 1 a 6 dias previos al aumento de la LH (Concannon, 2011).
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Oviducto

Unién del
oviducto al
cuerno uterino

Figura 5. Secci6n esquematica del
sistema de suspension del ovario y el
oviducto. La bolsa ovérica presenta
una hendidura estrecha con el ovario
atrapado en ella. 1, tuba uterina; 2
ovario; 3, mesovario; 4, mesosalpinx;
5, la flecha indica la hendidura de la
bolsa ovarica; 6, fimbria-infundibulo.
Adaptado de Dyce y cols. 2011.

Bolsa
ovarica

Cuerno
uterino

Figura 4. Presentacion in vivo
del oviducto y el cuerno del
Utero, en la figura se puede
apreciar claramente la bolsa
ovérica que envuelve al oviducto,
asi como la unién que tiene con
el cuerno del Gtero (Sanchez,
2021)
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Los foliculos ovaricos en desarrollo producen un aumento gradual en los niveles de E2,
de 10 a 14 dias. Luego de alcanzar su pico maximo 2 a 3 dias previos a la receptividad, existira
un descenso rapido de éste y consigo el aumento de la LH. Los niveles séricos de E2, aumentaran
progresivamente de 5 a 15 pg/ml (~20-55 pmol/l) inicialmente, para llegar a alcanzar picos de
40-120 (media 70) pg/ml (~150-450, media 255 pmol/l) (Concannon, 2011; Figura7). Al
comienzo de esta etapa comienza la atraccion de los machos por las hembras, con intentos de
monta no consentidos y mostrando un comportamiento agresivo a ellos, que disminuye
conforme este periodo evoluciona. El periodo termina cuando la hembra presenta receptividad
por los machos, esto ocurre de 0.5- 3 dias post el pico de E2 y dentro de un dia del pico pre-
ovulatorio de LH. El proestro fisioldgico culmina con el pico pre-ovulatorio de LH. La atraccién
del macho se ve dada por la accion de la secrecion de feromonas (Concannon, 2011).

La perra presenta una luteinizacién folicular pre-ovulatoria, relacionada con el aumento
sérico de los niveles de P4, hecho que ocurre de 1 a 2 dias previos al pico de LH. La luteinizacion
se refiere al cambio morfologico y bioguimico de las células de la granulosa y de la teca, las
cuales se transforman en células grandes (granulosas luteales) y pequefias (tecales luteales), para
dar lugar al cuerpo luteo. Este hecho coincide en la mayoria de las especies con el periodo post-
ovulacion. Contrario a lo ocurrido en las perras, el cual involucra tanto células de la teca como
de la granulosa, pero sin diferenciacion a células luteales grandes y pequefias, la explicacion a

dicho evento es ain un tema desconocido (De Los Reyes y cols. 2017).

Estro. El estro tiene una duracion de alrededor de 5-15 dias, disminuyendo lenta o
rapidamente después de los 5 a 10 dias, con un promedio de 9 dias (Marti 2011; Concannon,
2011). Clinicamente se define que el estro dura hasta que anatdmica y vaginalmente ya no se
observen signos de cornificacion total o0 maxima, sino mas bien haya descamacion regional
extensa, con aparicion de células no cornificadas. El epitelio se observa adelgazado y existira la
migracion de neutrofilos a la luz, dichos cambios suelen ocurrir entre 6 y 11 dias posteriores al
pico de la LH. Anatdbmicamente se puede observar el arrugamiento de la mucosa vaginal, esto
en respuesta a la fuerte disminucion de los estrégenos, el pico maximo de este evento sucede
entre el 4-5 dia. En la citologia, se observa la presencia de células intermedias y superficiales
gueratinizadas, algunos eritrocitos y poca presencia de moco (Figura 6; Stornelli 2016).
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Figura 6. Citologia vaginal de \ -
perra. Se observan algunas células Células
superficiales, con nicleo pequefio y Alhcleadsy
gran cantidad de células anucleadas
(Sanchez, 2021).
Células

superficiales

Endocrinologicamente, el estro ocurre en respuesta a la disminucién del E2, que
comienza a disminuir poco antes del pico de LH y continua durante todo el estro, este inicio se
facilita de forma sinérgica por el rapido aumento de la P4 resultante del pico de LH. Hay un
declive en los valores de E2, desde los valores maximos del proestro tardio a valores intermedios
de 10 a 20 pg/ml (40 a 90 pmol/l). Por su parte, la P4 sérica aumenta por encima de 1 a 3 ng/ml
(3 a6 nmol/l) previo al pico preovulatorio de LH, aumentando inmediatamente o posterior de 1
a 3 dias hasta llegar a 10 a 25 ng/ml (~30 a 80 nmol/l) al dia 10, al final del estro o poco después
de este. La ovulacion ocurre aproximadamente 2-3 dias posterior al pico de LH. Los dvulos se
liberan como ovocitos primarios y no se vuelven fértiles durante 2 hasta 4 dias después de la
ovulacion, montas 9 dias antes a 8 dias después de la ovulacion pueden dar lugar a una

fertilizacion exitosa (Urhausen y cols. 2011; Concannon, 2011; Goodman 2002). En esta etapa
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se observa la receptividad de la hembra al macho. El tamafio del edema vulvar disminuye al
igual que la descarga serosanguinolenta, observandose descargas vulvares y una vulva flacida,
lo cual permite la penetracion del macho. En algunas hembras, esta variacion de color no se ve
marcada (Stornelli 2016).

Metaestro. Con una duracién de 50 a 80 dias, esta es la etapa donde el celo cesa, al igual
que el edema y la descarga vulvar, y la perra rechaza al macho (Stornelli 2016). La duracién va
de 2 a 3 meses si la perra no ha quedado gestante, cuando ésta ha quedado prefiada dura
aproximadamente 67 dias (Marti 2011). EI metaestro comienza de 7 a 10 dias despues del
aumento de la LH. En la citologia vaginal se observa una disminucion en las células
cornificadas, la presencia de células superficiales y escamas anucleadas. Los niveles de P4
permanecen elevados (Marti 2011). La P4 sérica aumenta progresivamente a picos de 15 a 80
ng/ml (50 a 250 nmol/l) entre el dia 20 y el 35 del ciclo, luego disminuye lentamente por debajo
de 1 ng/ml (~3 nmol/ 1) en el dia 55-90 (media 70). Los valores de E2 van de 15 a 30 pg/ml (~

15 a 110 pmol/l), con valores paralelos a los de la P4 en esta etapa (Concannon, 2011).

Anestro. Con una duracion de 80-240 dias, durante el anestro, el ovario se encuentra
inactivo. En esta etapa, la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) hipotalamica aumenta
su amplitud, favoreciendo la progresion del anestro temprano al tardio (Okkens y Kooistra,
2006). La GnRH estimula la liberacién de las gonadotropinas pituitarias, LH y FSH. La
frecuencia del pulso de LH aumenta en perras a medida que avanza el anestro. Durante esta
etapa, la concentracion de FSH aumenta, mientras que la de LH es baja hasta el final del anestro.
Por su parte, el aumento en la concentracion de FSH induce la foliculogénesis y finaliza el
anestro (Kutzler, 2018). En la fase folicular implica un grupo de maduracion de 2 a 8 foliculos
por ovario (Concannon, 2011). La citologia vaginal muestra escasas células parabasales y
neutrofilos y la mucosa vaginal se muestra delgada y enrojecida con capilares visibles. El E2
sérico varia entre 5a 10 pg/ml (~ 15 a 35 pmol / I). La P4 permanece por debajo de 1 ng/ml (por
debajo de ~4 nmol /). La LH basal es baja, menor de (<1 a 2 ng/ml, con pulsos esporadicos y
de picos variables, a menudo altos 3-30 ng/ml, a intervalos de 7 a 18 h. La FSH es alta (50 a 400

ng/ml, media de 140), con pulsos que rebasan los valores mencionados (Concannon, 2011).
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Figura 7. Ciclo estral de la perra. Esquema de los cambios en las concentraciones de las hormonas reproductivas.
Se observa un pico del estradiol en el proestro tardio, 1-2 dias previos al pico de LH; el aumento de la progesterona
previo a la ovulacion refleja la luteinizacién preovulatoria; el comienzo del estro y final del proestro se caracteriza
por la disminucién de las concentraciones de estradiol y el aumento de las concentraciones de progesterona, esta
alcanza su pico maximo en el metaestro temprano. La disminucion lenta de la progesterona dura 4-8 semanas refleja
la regresidn ldtea lenta, asi como un aumento en el tamafio mamario. Adaptado de Concannon, 2011.

La perra presenta una luteinizacion folicular pre-ovulatoria relacionada con el aumento
sérico de los niveles de P4, lo que ocurre de 1 a 2 dias previos al pico de LH. La luteinizacion
se refiere al cambio morfoldgico y bioguimico de las células de la granulosa y de la teca, las
cuales se transforman en células grandes (granulosas luteales) y pequefias (tecales luteales), para
dar lugar al cuerpo Iuteo. Este hecho coincide en la mayoria de las especies con el periodo post-
ovulacidn. Por el contrario, a lo ocurrido en las perras, el cual involucra tanto células de la teca
como de la granulosa, pero sin diferenciacion a células luteales grandes y pequefias (De Los

Reyes y cols. 2017).
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2.4 Foliculogénesis ovarica en la perra

La informacion sobre el desarrollo folicular en esta especie es rudimentaria y escasa, la
formacion de ovogonias se puede apreciar en el feto alrededor del dia 42 posterior al coito, el
numero de foliculos varia en relacion con la edad de la hembra. En perras periovulares (6 a 10
meses de edad) se observan mas foliculos que en las perras preplberes (< 6meses) y en las
maduras (>10 meses) (Songsasen y Wildt, 2007). Los datos en relacion con el crecimiento
folicular en las etapas de anestro y proestro en las perras son minimos. La deteccion del
comienzo de la ovulacion se ha realizado indirectamente, mediante la observacion de la
conducta, frotis vaginales y determinacién de hormonas en sangre (Hirata y cols. 2018). El
crecimiento folicular en la perra difiere al de otras especies. Los foliculos permanecen debajo
de la superficie ovarica, en la corteza, y estos comienzan a ser visibles hasta el proestro tardio.
A pesar de que en el ovario de la perra hay varios foliculos de diversos tamafios, la mayoria de
estos se encuentran en una etapa antral temprana (-2mm de diametro) y requieren de un
crecimiento sustancial para convertirse en ovocitos preovulatorios (4-13mm) (Songsasen y
Wildt, 2005).

En la perra, hay foliculos ovéaricos en 5 distintos estadios, clasificados segin su
morfologia, tamafio, tipo y numero de capas de células foliculares y la presencia de liquido
folicular. Los foliculos primordiales se forman desde el dia 17 hasta el 54 posterior al
nacimiento, se caracteriza por la presencia de ovocitos de aproximadamente 25 pm de didmetro,
contiene solo una capa de células de la granulosa y no presenta zona peltcida. Contienen un
nucleo central con nucléolo, grandes mitocondrias redondeadas, reticulo citoplasmatico liso y

pequerios cuerpos de Golgi (Songsasen y Wildt, 2005).

Los foliculos preantrales primarios se observan a partir de alrededor del dia 120 post-
nacimiento, contienen ovocitos pequefios de coloracion palida de alrededor 78 + 15 um. La zona
pelicida se comienza a formar y se vuelve mas evidente a medida crece la célula, esta se
caracteriza por una malla de red fibrosa con numerosas fenestraciones de tamafio intermedio, el
grosor de la zona pelicida (ZP) de un ovocito completamente desarrollado es de 10 pm. Esta
comienza a presentar proyecciones trans-zonales de las células del camulo y llegan hasta la ZP,

el o6lema emite una serie de microvellosidades delgadas. Los nucleos se observan redondos y
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ligeramente aplanados, la envoltura nuclear se observa lisa (Lesegno y cols. 2007). Las
mitocondrias aumentan en cantidad a medida crece el ovocito, debido a una mayor actividad
metabdlica. El citoplasma tiene matrices granulares, contiene hebras o laminillas de reticulo
endoplasmatico liso y los cuerpos de Golgi aumentan en nimero (Reynaud y cols. 2006). En
esta etapa aparecen gotas lipidicas compuestas por grasas saturadas, triglicéridos, colesterol,

fosfolipidos y glicolipidos (Nagashima y Songsasen, 2021).

Los foliculos preantrales secundarios contienen ovocitos desarrollados >100 pm,
compuestos por lipidos citoplasmaticos oscuros. Los foliculos antrales se comienzan a observar
en perras a partir de los 6 meses. Posterior al pico de LH, los foliculos antrales avanzan y se
agrandan para convertirse en foliculos pre-ovulatorios con una medida de 4 a 13 mm. La ZP es
facilmente visible en esta etapa, debido a la notable estructura de carbohidratos especificos de
la especie dentro de esta estructura. Las proteinas de la ZP de esta especie se originan en las
células de la granulosa y en el ovocito, estas se sintetizan y expresan de forma secuencial
(Songsasen y Wildt, 2007). Reynaud y cols. (2006) observaron que posterior al pico de la LH,
se produce algo de mucificacion en las capas de la granulosa periférica que rodean las capas
densas internas. Las células de la granulosa son responsables de la inhibicion de la meiosis,
sugiriendose que una estrecha relacion entre el ovocito y la corona radiada después del pico de
la LH podria contribuir al retraso entre la ovulacion y la reanudacion meiotica. Los foliculos en
crecimiento experimentan atresia previa a la etapa preovulatoria. Los foliculos preantrales
exhiben dos tipos de regresion, el tipo A implica cambios necroticos de los ovocitos y la zona
pelicida, y la B involucra necrosis en las células de la granulosa. Esto da como resultado el
desarrollo de un pseudoantro, condensacion de los cromosomas y arrugamiento de la envoltura

nuclear en la atresia folicular (Songsasen y Wildt, 2007).

En la perra se puede observar una incidencia alta en la presencia de foliculos poli-
ovociticos (11%), en comparacion con el gato (4%), humano (3%) y el mono Rhesus (2%).
Dichos foliculos pueden contener de 2 hasta 17 ovocitos (promedio de 2 — 3). Estos no aparecen
hasta poco antes del primer estro. Existe una relacion morfoldgica homogénea entre éstos
cuando un foliculo contiene menos de 3 ovocitos y heterogénea cuando sobrepasan dicho

numero. Muchos de estos ovocitos se encuentran en distinto estado de desarrollo o incluso
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algunos de estos ya se hallan en un proceso de degeneracion. En relacién con el tamafio y
localizacion, los ovocitos situados en la periferia son mas pequefios y alcanzan un crecimiento
tardio. Este evento ocurre con mayor frecuencia en perras jovenes, disminuyendo a medida que

la perra envejece (Astudillo, 2016; Songsasen y Wildt, 2005).

2.5 Maduracion del ovocito en la perra

La perra presenta una caracteristica muy particular en su reproduccion, ya que el
producto de su ovulacion es un ovocito detenido en meiosis | de la profase I. Los ovocitos
completan su maduracion nuclear y citoplasmatica dentro del oviducto dentro de 48 a 72 h
posteriores a la ovulacion, bajo la influencia de P4. Dados estos rasgos tan particulares, el
estudio de este evento ha sido de poco éxito y grandes incdgnitas (Lopez 2014). Los foliculos
pre-ovulatorios (4- 13 mm de didmetro) liberan ovocitos (118-135 pum) dentro del oviducto para
completar la maduracion 2- 3 dias posteriores, en la porcion del AMP. Este evento ocurre en
presencia de altos niveles de P4 (Songsasen y Wildt, 2005). Lesegno y cols. (2007) mostraron
que 3 dias posteriores a la ovulacion el cimulo ovocito canino se encontraba aln en etapa
vesicula germinal. El espacio perivitelino se forma, pero se limita a menos de 1/5 parte del
perimetro del ovocito con una distancia entre el oolema y la ZP que no excede mas de 1 mm.
Los ovocitos en etapa de vesicula germinal contienen una alta variedad de microtubulos
subcorticales y pequefios asteres de tubulina visibles en todo el ooplasma, los cromosomas se

encuentran compactados (Lesegno y cols. 2008).

Dada el tiempo de maduraciéon del ovocito, los espermatozoides ya se encuentran
presentes alrededor de los complejos cimulo- ovocito antes del inicio de la maduracion. Saint-
Dizier y cols. (2001) observaron que la fertilizacion de los espermatozoides al ovocito puede
ocurrir cuando éste ultimo se encuentra en etapa inmadura y, a su vez, los gametos masculinos
inducen la reanudacion de la meiosis del ovocito. Lesegno y cols. (2008) observaron el
comienzo de la metafase I a las 98 h post-ovulacién, y la metafase 11 a las 105 h post- ovulacion.
Las células del cumulo son pocas y més sueltas, de forma irregular con proyecciones laterales
muy delgadas y alta presencia de material gelatinoso. La cariolisis es evidente, con un

citoplasma rico en mitocondrias, reticulo endoplasmico y aparatos de Golgi. En la metafase I,
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los cromosomas se organizan en una placa paralela al oolema que se distribuyen en parches de
2 mm juntos o pegados formando una forma de herradura. El cuerpo polar se observa redondo
y en las proximidades de la placa. El espacio perivitelino se hace evidente hasta la etapa de
metafase Il. En esta etapa, las proyecciones transaccionales se ven retraidas en el espacio
perivitelino o en la ZP, las microvellosidades son numerosas y colocadas sobre el segundo
cuerpo polar. Los cromosomas se encuentran separados entre si, se observan dos centros
organizadores de microtubulos dispuestos simétricamente a 5 mm de los cromosomas. El cuerpo
polar se observa alargado, parcialmente fragmentado y alejado de la placa de la metafase. En
ambas etapas, los granulos corticales se distribuyen uniformemente debajo del oolema (Lesegno
y cols. 2008).

Algunos factores que permiten a los ovocitos caninos reanudar la meiosis son los
antioxidantes, como la cisteina y el acido ascorbico (Songsasen y Wildt., 2007). Las hormonas
ovaricas son otro factor importante. La adicion de estradiol-17 y/ o P4 aumenta la proporcion
de ovocitos en metafase 11, esto en etapa folicular. De igual manera, la exposicién de los ovocitos
a la gonadotropina coridnica equina (eCG) promueve la reanudacion de la meiosis y ayuda a
que estos se desarrollen hasta la etapa de metafase 1. También, la exposicion de los ovocitos a
la hormona del crecimiento promueve la expansion de las células del cimulo del ovocito
(Songsasen y Wildt., 2007). Sustancias como el beta-mercaptoetanol (BME) protege a los
ovocitos del estrés oxidativo, aumentando la produccion de glutation intracelular, y mejora la
capacidad de maduracion nuclear. Ademas, proteinas especificas producidas por las células

epiteliales del oviducto favorecen la maduracion del ovocito (Songsasen y Wildt., 2007).

2.6 Fertilizacion del ovocito

En la perra la fertilizacion de los ovocitos también se presenta como un evento muy
particular, el cual ain no se conoce por completo. Observaciones obtenidas por Reynaud y cols.
(2006), demuestran que la fertilizacion en esta especie ocurre a las 92 h posteriores a la
ovulacion, con la presencia de los ovocitos en las regiones distales, mas cercanas al cuerno del
utero. Esto contrasta con otros mamiferos donde la fertilizacion ocurre en la parte proximal de

esta estructura, especificamente el AMP.
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2.7 Oviducto de la perra y hormonas ovaricas

El oviducto de la perra tiene cinco regiones de proximal a distal: FIM, INF, AMP, IST
y UTJ. Las FIM son eversiones de la mucosa del infundibulo, ésta conecta cranealmente con el
ovario y distalmente con el INF, el INF es la porcion craneal que conecta con el ovario por
medio de las FIM, se encuentra localizado dentro de la abertura ovérica y toma forma de
embudo, presenta una abertura por la cual ingresa el dvulo a la trompa uterina (Figura 8;
Praderio 2016). EI AMP es la porcion que sigue al infundibulo. EI IST es mas estrecho. Al unirse
con el cuerno del Utero, esta region es embebida dentro del orificio uterino de la tuba y funciona

como una barrera para los espermatozoides y 6vulos (Dyce y cols. 2011).

El oviducto canino lleva a cabo funciones especificas en esta especie, éste proporciona
el entorno adecuado para que se lleve a cabo la maduracion de los ovocitos. Como ya se
menciond anteriormente, la perra ovula ovocitos inmaduros. EI AMP es la zona donde se lleva
a cabo la maduracion y fertilizacion del ovocito (Tahir y cols. 2012). Ademas, el oviducto en la
perra participa en la capacitacion espermatica y almacenamiento de los espermatozoides, puesto
que dichos gametos permanecen viables hasta 11 dias dentro de la estructura, esperando el
momento adecuado para llevar a cabo la fertilizacion de los ovocitos (England y cols. 2013).
Asi, las células que conforman a estas estructuras permiten la capacitacion y la sobrevivencia
de los espermatozoides que aguardan hasta la madurez del ovocito para llevar a cabo la
fertilizacion (Steinhauer y cols. 2004; England y cols. 2013). Los embriones no abandonan el
oviducto antes de la etapa de morula o blastocisto, 8-10 dias después de la ovulacion. El
ambiente del oviducto es regulado por P4 (Tahir y cols. 2012). La fertilizacion de los ovocitos
caninos ocurre a las 90 h post-ovulacion, a pesar de la presencia de estos ya en el oviducto. Esto
sugiere la necesidad de un periodo minimo en el oviducto previo a la fertilizacion. A las 92 h,
los ovocitos ya se encuentran en la parte distal del oviducto, en contraste con otros mamiferos

donde la fertilizacion ocurre en la parte proximal de esta estructura (Reynaud y cols. 2006).
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Figura 8. Oviducto. El oviducto ha sido
separado de la bolsa ovarica y ovario, en
la imagen se puede observar
macroscopicamente una porcién del
. cuerno uterino y la conexion que tiene con
Unidén utero el oviducto, el oviducto presenta algunas
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El tiempo de los espermatozoides dentro del oviducto de esta especie puede ser
significativamente largo, permaneciendo viables dentro de esta estructura por un prolongado
tiempo, los apareamientos en la perra pueden ocurrir 9 dias previos a la ovulacion y dar como
resultado gestaciones exitosas. Las criptas uterinas son los principales reservorios de
espermatozoides (Rijsselaere y cols. 2014). Los estudios relacionados con la distribucién y
supervivencia de espermatozoides en el tracto reproductivo de la perra son limitados. Durante
el apareamiento natural, los espermatozoides son depositados en la porcion craneal de la vagina
de la hembra. Posteriormente, se distribuyen por el tracto reproductivo gracias a las
contracciones vaginales y uterinas, entre 25 a 50 s posteriores al apareamiento se pueden
encontrar los espermatozoides ya en las puntas craneales de los cuernos uterinos (England y

Burgess, 2003; Rijsselaere y cols. 2014).

Los ovocitos pueden llegar a tener una vida util de hasta 8 dias post-ovulacion, en
comparacion a 8- 18 h en otras especies. Los cigotos abandonan el oviducto antes de la etapa de
morula o blastocito, hecho que ocurre de 8 a 10 dias post-ovulacion (Reynaud y cols. 2005).

Dichos eventos tienen lugar en concentraciones altas y crecientes de P4, evento que se relaciona
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con la luteinizacion pre-ovulatoria de los foliculos ovaricos. En algunas especies se ha
demostrado que la P4 juega un importante rol como regulador de la morfologia y funcionalidad
del oviducto, sin embargo, en la perra, aun no se conoce del todo como funciona la P4 en la

regulacion de dichas funciones (Tahir y cols. 2012).

La expresion de PR y ER en el oviducto de la perra ha sido poco estudiada. Tahir y cols.
(2012) demostraron que los PR se expresan en las capas de AMP, IST y UTJ. La expresion de
los receptores varia en torno a la ovulacion en las capas estromales y musculares, permaneciendo
constantemente altas en el epitelio, dicho estudio concluye que la expresion dependiente de
tejido sugiere que la P4 modula las funciones del oviducto. Las regiones del &mpula y fimbria
tienen ERs en las tres capas de tejido y en diferentes etapas del ciclo estral, asi como durante y
posterior a la gestacién, siendo mayor hacia el proestro. Este marcaje fue disminuyendo
progresivamente hasta metaestro tardio donde se elevo (Vermeirsch y cols. 2002). Vermeirsch
y cols. (2002) identificaron PR en el epitelio, estroma y células del musculo liso de la FIM y
AMP, durante distintas etapas del ciclo estral y gestacion. Encontraron que los PRs disminuyen,
desde el proestro hasta el metaestro temprano, en las tres capas de tejido del AMP, para aumentar
subsecuentemente en el estroma y tejido muscular en la etapa de metaestro tardio. En la FIM, la
presencia del PR disminuye desde el proestro hasta el metaestro temprano en las capas del
epitelio y estroma, aumentando ligeramente en la capa del estroma en el metaestro tardio,
disminuyendo en todas las capas para el anestro, gestacién y periodo post-parto. Tahir y cols.
(2012) encontraron PR en la capa epitelial aumenta previo al pico de LH y ovulacién, y en el
tejido epitelial se observa un ligero aumento de los RP de las tres capas del IST, aumentando

Unicamente en el tejido epitelial de la UTJ para el dia 7 post-ovulacion.

Los niveles altos de P4 se asocian con la atrofia de las células secretoras y la pérdida de
cilios, contrario a lo que ocurre con los niveles de E2. La P4 induce regresion del epitelio
oviductal. En la perra, los niveles crecientes de P4 aumentan la apoptosis de las células del
epitelio del IST y UTJ, 4 dias post-ovulacion y en la fase lutea media (Urhausen y cols. 2011).
La UTJ es la zona principal de almacenamiento espermatico junto con la porcion proximal del
cuerno uterino, encontrando en este un mayor porcentaje de células secretoras en el proestro y

estro (England y cols. 2013; Urhausen y cols. 2011). En la perra, los RP son expresados de
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manera diferencial en el musculo liso sugiriendo su efecto en la contraccion y transporte de
gametos; mientras que su expresion en el IST y UTJ podria relacionarse el almacenamiento y

mantenimiento de espermatozoides (Concannon, 2011; England y cols. 2013).
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H

Ipotesis

P

1. Se encuentra una mayor proporcién de células ciliadas en las regiones de la FIM e INF,
y una menor cantidad en las regiones del IST y UTJ, son en estas Ultimas zonas donde
predominan las células secretoras, por su parte el AMP cuenta con una proporcion mixta
de ambas células. Las criptas se encuentran en todo el oviducto. La distribucion de los
receptores de estrégenos es mayor hacia la region FIM-INF, en comparacion con el resto
de las regiones.

Objetivos

4.1. Objetivos generales
e Describir las caracteristicas histologicas del oviducto de la perra.
4.2. Objetivos especificos

1. ldentificar las regiones del oviducto de la perra.
2. Describir los componentes histolégicos que conforman a la estructura

3. Cuantificar el porcentaje de células ciliadas y secretoras existentes en cada porcion de la

estructura
4. ldentificar la presencia de criptas a lo largo del oviducto de la perra.

Localizar la presencia de receptores de estrogenos en cada region y capa que compone al

oviducto en la perra.
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4. Metodologia

Animales. Se utilizaron oviductos de perras adultas en anestro (n=6) obtenidos de
ovariectomias realizadas en clinicas veterinarias bajo las condiciones bioéticas y anestesia

apropiadas.

Tincion del oviducto. Los oviductos se fijaron con la solucion de Bouin-Duboscqg por
12 h. Se deshidrataron con alcoholes en concentracion ascendente (60-100%), e incluyeron en
parafina. Los oviductos se cortaron transversalmente a 7 um con un micrétomo y fueron
colocados en una laminilla. Los cortes se tifieron mediante la tincion tricrémica de Masson, se
deshidrataron en alcoholes de concentraciones ascendentes y fueron cubiertos con Cytoseal TM

60 y un cubreobjetos.

Identificacion de las regiones oviductales. Por observacion al microscopio se
identificaron las regiones FIM, INF, AMP, ITS y UTJ. Para la descripcion de cada region
oviductal, las laminillas fueron observadas en sus caracteristicas de las capas epitelial y

muscular.

Conteo de las células ciliadas y secretoras. Una vez identificada cada una de las
regiones de cada oviducto, se tomé una laminilla de la mitad de cada region, la cual se tifio
mediante la tincion acido peryodico de Schiff (PAS) para determinar la presencia de células
ciliadas y secretoras. El conteo se realiz6 tomando fotografias a 100x al azar (usando 5
cuadrantes, 20 células por cuadrante) en un corte por cada region. Se contaran 100 células y se

calculara la proporciéon células ciliadas y secretoras.

Identificacion de células positivas a ERs. Se utilizaron laminillas de la porcion media
de cada regién de dos perras, se utilizaron para realizar la técnica de inmunohistoquimica. Para
la determinacion de la expresion de los receptores de estrogenos mediante el método avidina-
biotina-peroxidasa-HRP (ABC), donde los cortes, ya hidratados, se incubaron en una solucion
buffer de citratos (pH= 6) durante tres noches. Posteriormente, los cortes se incubaron con los
anticuerpos primarios anti-ERa (1:50; MA3-310; Thermo Scientific, MA, USA) en una cdmara
himeda a 4°C durante una noche. Seguido de ello, los cortes se incubaron con un anticuerpo

secundario goat anti-mouse (1:250; sc-2005; Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) durante dos
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horas a temperatura ambiente. Después, los cortes fueron lavados con una solucion buffer de
fosfatos (PBS; pH=7.2) e incubados con el ABC durante 1 h. Para luego realizar el revelado en
una solucién de diaminobenzidina (DAB) al 0.05% y H202 al 3% en PBS hasta obtener el
marcaje de las células. Finalmente se deshidrataron los cortes en alcoholes de concentraciones
ascendentes y fueron cubiertos con Cytoseal TM 60 y un cubreobjetos. Las células
inmunoreactivas fueron observadas en la laminilla con un microscopio de luz visible (Nikon

ECLIPSE E600) y se les tomaron fotos con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles.

La puntuacion de inmunohistoquimica se determind mediante la evaluacion de
intensidad de la tincion marron positiva de ndcleos o citoplasma de las cinco regiones que
componen al oviducto FIM, INF, AMP, IST y UTJ. En las tres capas histol6gicas que componen
a esta estructura, masculo, estroma y epitelio. Esta calificacion se realiz6 por dos evaluadores
en una escala de ABUNDANTE, MEDIO y POCO.

Anélisis estadistico: Se realizo una ANOVA de una via para el analisis de la proporcion

de células ciliadas y secretoras
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5. Resultados

Cabe mencionar que no en todas las perras fue posible tener todas las regiones del
oviducto debido a problemas en la escision de esta estructura. Asi como a la complicacion
técnica de las ondulaciones del oviducto que hicieron que algunas porciones de las regiones
fueran cortadas de manera longitudinal en vez de transversal. A pesar de ello, se usaron las

regiones correctamente cortadas para hacer los analisis.

6.1. Regionalizacion del oviducto

Macroscopicamente, el oviducto en la perra se observd como una estructura tubular que
rodea al ovario dentro de la bolsa ovérica, presenta algunas curvaturas en su camino (Figura 9).
Histologicamente, se determinaron cinco regiones: FIM, INF, AMP, IST y UTJ. La FIM se
observd como una region de forma amorfa con proyecciones largas, en forma de guante que
rodean el ovario (Figura 10). La capa epitelial se distingue por estar formado por células
cilindricas simples ciliadas, dichas células se encuentran ampliamente distribuidas, el estroma
es abundante, se puede apreciar la presencia de algunos paquetes de musculo liso (Figura 11).
El INF se muestra como una estructura circular, con una ligera capa muscular en orientacion
circular, la cual va cerrando por completo a medida que avanza la estructura a la siguiente region
(Figura 12). La luz se observa poco dilatada cuando la estructura ha cerrado por completo, existe
alta ramificacion del epitelio. El epitelio se muestra como una sola capa de células cilindricas,
con una abundante proporcién de cilios (Figura 13). La regién craneal del AMP es la region que
conecta enseguida con el INF y se observa una luz mas dilatada en comparacion con las otras
estructuras y no tan ramificada, en las regiones mas cercanas al INF el AMP se presenta con una
capa muscular en orientacion circular mas delgada que va engrosando a medida avanza al IST.
El AMP Presenta un epitelio cilindrico simple y una porcion disminuida de células ciliadas en
comparacion con la estructura previa. En la porcion mas caudal la capa circular del musculo se
ve engrosada y comienza a aparecer una capa longitudinal interna muy delgada que engrosa el

perimetro de la estructura, la luz se observa disminuida (Figura 14).
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Bolsa
Ovarica

Figura 9. Ovario y oviducto.

Fotografia tomada in vivo, se puede
Ovario observar al oviducto rodeando al
ovario, se presenta como una estructura
tubular con varias curvaturas, también
se puede apreciar a la bolsa ovérica la
cual se ve de color més claro. La unién
al cuerno del Gtero es visible.

Cuerno uterino

Oviducto

La presencia de células ciliadas sigue disminuyendo, por su parte el numero de células
secretoras va en aumento. El diametro del IST craneal, asi como su luz se ve reducido. La capa
muscular se observa gruesa, la capa longitudinal interna sigue siendo visible junto con la capa
muscular circular, la cual se presenta muy engrosada. Algunas fibras de esta capa se apartan del
oviducto para formar contiguamente el mesotubario. Las células ciliadas se ven disminuidas en
mayor proporcion, con una alta proporcién de células secretoras (Figura 15). Las porciones mas
caudales del IST, la luz se reduce por completo, la capa muscular circular externa se ve muy
engrosada. ElI mesotubario rodea al oviducto y se acomparia de gran presencia de tejido
conectivo. Las células secretoras dominan a la estructura y las células ciliadas se encuentran
disminuidas en gran medida, vasos sanguineos rodean la estructura (Figura 16). La UTJ es la
estructura que une directamente al oviducto con el cuerno uterino, se observa la presencia de
gran cantidad de tejido conectivo, la luz se reduce al minimo, la capa muscular se ve engrosada

y la orientacion de las fibras musculares circular externa predomina, la capa longitudinal interna

36



desaparece, hay una alta presencia de glandulas, asi como de células secretoras, las células

ciliadas han reducido en gran cantidad. Las criptas predominan en la luz (Figura 17).

Vaso sanguineo

Mesovario

Ovario

Figura 10. Ovario y oviducto.
Fotografia tomada a 4x. Tincion
Tricromia de Masson. Se puede
observar el ovario con foliculos en
distintos estados de maduracion,
la FIM lo rodea. Se puede apreciar
la presencia del mesovario que es
el ligamento encargado de dar el
sostén a estas estructuras, asi
como de algunos  vasos
sanguineos.
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Figura 11. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcion de la FIM: A): Objetivo 40x Tincién
tricrdmica de Masson. Se puede observar un paquete de masculo liso en orientacion circular, la presencia de epitelio
cilindrico simple. B) Objetivo 100x, Tincion tricrdmica de Masson. Se observa epitelio cilindrico simple, se pueden
apreciar algunas células ciliadas (flechas blancas). C) Objetivo 100x, tincion PAS. Se observan varias células
ciliadas, ademas de células secretoras. Abreviaturas: musculo liso (ML), epitelio cilindrico simple (ECS), células
ciliadas (CC), células secretoras (CS)
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Figura 12. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcién de la FIM. A) objetivo 4X, tincion
tricromica, la estructura no termina de cerrar su perimetro, se observa algunas proyecciones y criptas (flecha). La
luz se observa dilatada. B) objetivo 10X, se observa una delgada capa muscular en direccion circular. C) objetivo
100X, tincién PAS, capa de epitelio cilindrico simple (ECS), con alta presencia de cilios que se observa en el limite
apical de las células del epitelio. Abreviaturas: criptas (C), cilios (C), (CR) criptas, epitelio (E), epitelio cilindrico
simple (ECS), luz (L), musculatura circular (MC).
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Figura 13. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcion del INF. A) objetivo 4X, El
musculo liso en orientacién circular ha cerrado por completo la circunferencia, las flechas indican la presencia de
criptas. La luz se observa abierta sin embargo existe una extensa ramificacion del epitelio. B) objetivo 10X, se
observa la capa muscular en orientacidn circular. C) 40X el epitelio formado por una sola capa de células cilindricas
con presencia de cilios en su superficie apical. D) 100X Tincién PAS, se observan varias células ciliadas y unas
cuantas células secretoras. Abreviaturas: cilios (C), criptas (CR), epitelio (E), epitelio cilindrico simple (ECS), luz
(L), musculatura circular (MC), células ciliadas (CC).
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Figura 14. AMP. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcion del AMP. A) objetivo 4X
AMP craneal, se observa una luz amplia, y la presencia de algunas criptas. B) objetivo 10X la musculatura circular
es mas gruesa que la observada en las regiones anteriores. C) objetivo 40X, musculatura en orientacién circular.
D) el epitelio cilindrico simple se ve compuesto por algunas células ciliadas que componen a esta estructura, asi
como otras células secretoras. E) AMP Caudal, las criptas se ven aumentadas en nimero y tamafio. F) El didmetro
se ve engrosado, la luz se ve mas reducida. G) Comienza a aparecer la musculatura longitudinal. H) Las células
ciliadas son aln presentes y visibles en cantidad, también son detectadas las células secretoras. Abreviaturas:
Células ciliadas (CC), criptas (CR), epitelio (E), epitelio cilindrico simple (ECS), luz (L), musculatura circular
(MC), Células secretoras (CS), musculatura longitudinal (ML).
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Figura 15. IST craneal. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcion del IST craneal. Tincion
tricromica A) Objetivo 4X, el diametro se ve mas engrosado. B) la Luz se redujo las criptas se observan abundantes,
es visible como algunas fibras musculares escapan de la estructura. C) Objetivo 40X es visible la capa muscular
circular mayormente engrosada y la musculatura longitudinal. D) objetivo 100X, Tincién PAS, algunas células
ciliadas son visibles, asi como las células secretoras. Abreviaturas: Células ciliadas cilios (CC), criptas (CR),
epitelio (E), epitelio cilindrico simple (ECS), luz (L), musculatura circular (MC), Células secretoras (CS),
musculatura longitudinal (ML), fibra muscular (FM).
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Figura 16. IST caudal. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcién del IST caudal. Tincion
tricrdmica. A) objetivo 4X, la luz se observa completamente cerrada, la capa muscular es muy gruesa, muchas
fibras musculares escapan al mesotubario. B) objetivo 10X, las criptas siguen estando presentes y son de mayor
tamafio. C) objetivo 40X, la capa muscular en orientacion circular es gruesa, la capa muscular longitudinal se
reduce en su tamafio. D) objetivo 100X, el epitelio esta formado por células cilindricas simples, las células ciliadas
se ven muy reducidas en comparacion con las células secretoras. Abreviaturas: Células ciliadas (CC), criptas (CR),
epitelio (E), epitelio cilindrico simple (ECS), luz (L), musculatura circular (MC), Células secretoras (CS),
musculatura longitudinal (ML), fibra muscular (FM), mesotubario (Mt).
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Figura 17. UTJ. Microfotografias tomadas de cortes transversales en la porcion de la UTJ. Tincion tricrdmica. A)
objetivo 4x, el mesotubario se encuentra muy cercano a la estructura, la regién se observa con una capa muscular
muy prominente, la luz se ve reducida. B) 10X la flecha indica las criptas, las cuales son predominantes y de gran
tamafio. C) objetivo 40X, la musculatura longitudinal es minima y desaparece, la musculatura circular externa es
la predominante. D) objetivo 100X, las células secretoras dominan en el epitelio cilindrico simple, la proporcién
de células ciliadas es menor. Abreviaturas: Células ciliadas cilios (CC), criptas (CR), epitelio cilindrico simple
(ECS), luz (L), musculatura circular (MC), Células secretoras (CS), musculatura longitudinal (ML), musculo (M),
mesotubario (Mt).
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6.2. Proporcion de células ciliadas y secretoras

Los resultados muestran que existe mayor proporcion de células ciliadas en las
estructuras de la FIM. Esta proporcion disminuye gradualmente hasta Ilegar a la region de la
UTJ, la disminucién de células ciliadas en la region de la AMP anterior a la posterior se ve
marcada, al igual que la del IST anterior y posterior. La proporcién de células secretoras
aumento gradualmente como avanza el oviducto hasta region de la UTJ donde se observa su
mayor expresion, el aumento del nimero de células secretoras en la region del AMP posterior
en comparacion con el AMP anterior es notable, al igual que la region del IST posterior y el

anterior (Figura 18).

Porcentaje

90 -
80 -
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60 -+

30 -~
20 -

FIM INF AMPant AMPpost ISTant ISTpost uTl

Figura 18. Porcentaje de células ciliadas y secretoras. Porcentaje de células ciliadas (linea rellena) y secretoras
(linea discontinua), fimbria (FIM), infundibulo (INF), &mpula (AMP), istmo (IST) y unién UTJ. Parala FIM e INF,
se tomaron medidas solo en tres animales, por complicaciones técnicas, al igual que en el AMP posterior, IST
anterior y posterior.
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6.3. Receptores de estrogenos

Los resultados de la inmunohistoquimica demostraron la presencia de receptores de estrogenos
en el oviducto y estructuras que lo rodean, como vasos sanguineos y mesotubario. No hay
diferencias significativas en el marcaje de RE por region, los datos observados por los dos
revisores resaltaron un mayor marcaje en las zonas mas cercanas al ovario, FIM e INF, sin
variacion entre sus capas histoldgicas. En la porcion del AMP, el marcaje de RE es abundante,
con una ligera variacion en el estroma. Las regiones mas caudales también presentaron marcaje,
predominando en la capa muscular y epitelio el estroma nuevamente tuvo una ligera
disminucion en el marcaje. Las criptas de toda la estructura fueron positivas a estos receptores,

al igual que las glandulas, el mesotubario tuvo un marcaje abundante (Figura 19).
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Figura 19. Inmunohistoquimica oviducto. Microfotografias tomadas por region. A) FIM objetivo 100 X, el epitelio se encuentra con un marcaje positivo
se puede observar como un cilio es muy notable, el estroma también se observa tefiido positivamente. B) objetivo 100X una cripta formada principalmente
por células ciliadas se encuentra positiva, es evidente la tincion marrdn en los nucleos de las células. C) objetivo 40X, el estroma y epitelio muestran un
marcaje positivo. D) INF objetivo 100X, el epitelio y estroma presentan un abundante marcaje. E) objetivo 100X, la musculatura en orientacion circular
también se observa con marcaje positivo. F) objetivo 40X, las tres capas presentan un marcaje positivo. G) AMP, objetivo 100X, el epitelio, estroma y fibras
musculares se observan positivas. H) objetivo 100X las glandulas también se presentan positivas. I) objetivo 40X, el marcaje es abundante. J) IST, objetivo
100X, las células ciliadas y secretoras del epitelio presentan un marcaje positivo. K) objetivo 100X, las fibras musculares en sus dos orientaciones presentan
un abundante marcaje. L) objetivo 40X, los vasos sanguineos y el mesotubario que rodea a esta estructura presentan un marcaje positivo abundante. M) UTJ
objetivo 100X, el marcaje del epitelio es abundante, el estroma se observa con una ligera disminucién en el marcaje. N) objetivo 100X las fibras musculares
presentan un marcaje positivo abundante. N) objetivo 40X el mesotubario es positivo al marcaje. Abreviaturas: epitelio cilindrico simple (ECS), estroma
(Es), células ciliadas (CC), células secretoras (CS), criptas (CR), glandulas (G), musculatura circular (MC), musculatura longitudinal (ML), mesotubario
(Mt), vasos sanguineos (Vs).
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6. Discusion

7.1. Regionalizacion del oviducto

El oviducto es una estructura importante para la reproduccion de los mamiferos, es en
este sitio donde se llevan a cabo algunos de los primeros eventos para la reproduccion. El
oviducto se encuentra dividido en diferentes regiones, las cuales cumplen funciones especificas,
he aqui la importancia del estudio de cada una de sus regiones y cuales son aquellos

componentes histoldgicos que las conforman y diferencian de las otras.

Los resultados de este estudio demuestran que el oviducto de la perra se encuentra
dividido en 5 regiones y presentan caracteristicas histoldgicas diferentes entre ellas. La FIM es
una estructura independiente del infundibulo, que rodea al ovario, ésta presenta un epitelio
cilindrico simple ciliado, asi como la presencia de algunos paquetes musculares, nuestra
observacién coincide con los datos obtenidos por otros autores en especies como la coneja
(Pedrero y cols. 2013). La FIM cumple funciones importantes, se encuentra estrechamente
relacionada con el ovario y es la encargada de recoger al ovocito después de ovulacion (Ng y
Barker, 2015). De acuerdo con lo descrito por Garret y cols. (2008), la atresia congénita del
oviducto es una patologia que puede apoyar la hipotesis de que la FIM puede tener un origen
embriologico diferente al resto del oviducto. Otras patologias como el sindrome de MRKH, que
consiste en una malformacién, donde la vagina se encuentra ausente, al igual que el Gtero y
oviducto (o en su defecto estos Ultimos pueden ser rudimentarios); y los ovarios se encuentra
presentes y funcionalmente normales con un remanente de FIM sin otro segmento asociado al
oviducto, pueden también apoyar dicha teoria. Actualmente se ha prestado gran interés en esta
region del oviducto, dado que se ha identificado como un sitio principal de formacion de
carcinomas serosos tempranos en humanos (Garrett y cols. 2008). Estas observaciones podrian
determinar la causa de la variacion tan importante que existe entre las caracteristicas histologicas

de esta regidn con las regiones que le contintan.
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Continuando a la FIM encontramos al INF, éste Gltimo en la perra se presenta como una
estructura circular poco dilatada, el lumen se observa muy ramificado, presenta una capa de
musculatura lisa delgada que va cerrando a medida que avanza la estructura, esta capa presenta
fibras musculares en orientacion circular y un epitelio cilindrico simple con presencia alta de
cilios. El INF participa activamente en el transporte de gametos, los cilios son componentes
importantes para el transporte de gametos, el batido ciliar transporta los ovocitos a la zona de
fertilizacion. En estudios realizados en ratones con diversas patologias donde se identificd una
disminucion en el tamafio y cantidad de células ciliadas, se reporto que esto reduce la capacidad

de captacion de ovocitos y un aumento de la infertilidad (Hosotani y cols. 2020)

El AMP continua a la estructura previamente mencionada, tiene funciones muy
importantes dentro del oviducto. En otros mamiferos, esta es la zona de fertilizacion. En la perra,
esta zona es de gran importancia dado que es aqui donde se lleva a cabo la maduracion del
ovocito. En esta especie, el producto de la ovulacién es un ovocito inmaduro, contrario a otros
mamiferos, la reanudacion de la meiosis se lleva a cabo en el oviducto 2-3 dias post-ovulacion,
en presencia alta de P4 (Reynaud y cols. 2006; Chastant y cols. 2012). Se observé que la regién
del AMP presenta un lumen muy amplio y altamente ramificado, y con abundante estroma. Esto
coincide con otros datos reportados en otras especies, como el raton, donde se describe que la
region presenta una mucosa con pliegues longitudinales ampliamente ramificados, que da lugar
a un amplio didmetro en su superficie luminal, dicha regidn presenta la luz mas amplia de toda
la estructura (Dixon y cols. 2019). La capa muscular presenta fibras en orientacion circular y
se puede observar que es mas gruesa en comparacion con la estructura previa. En las porciones
caudales mas cercanas al IST, la luz se observa poco mas cerrada, comienza a surgir una ligera
capa de fibras musculares en la region interna en orientacion longitudinal ademas de la capa
muscular en orientacion circular externa, que se observa mas gruesa. Esto coincide con lo
reportado por Dixon y cols. (2019), en ratones, donde describe que la capa de musculo liso en
el ampula craneal es delgada y a medida avanza hacia el IST ésta presenta una capa con dos
orientaciones, a diferencia de la perra en los ratones la orientacion de las fibras musculares es
distinta, en esta especie se puede observar una capa longitudinal externa y una circular interna.
Ademas, dicha orientacién se ha observado en humanos, longitudinal externa y una circular

media, la frecuencia de las contracciones es mayor en la capa muscular circular que en la
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longitudinal (Helm y cols. 1982). La capa mucosa observada presentd un epitelio cilindrico

simple con una porcion mixta de células ciliadas y secretoras.

La regién caudal del IST en conjunto con la UTJ son las regiones encargadas del
almacenamiento de espermatozoides (Suarez 2006). EI IST esté involucrado en el proceso de
capacitacion espermaética, hecho relevante para que se lleve a cabo la hiperactivacion de los
gametos masculinos y solo los mejores de estos lleguen al sitio de fertilizacion (Coy y cols.
2012). Reynaud y cols. (2006) reportaron que las zonas mas caudales del oviducto podrian ser
las zonas de fertilizacion en la perra, contrario a lo ocurrido en otras especies, en sus
observaciones describieron que la fertilizacion ocurre a las 90 h post ovulacién en dichas zonas.
En este estudio se observd que la porcidon craneal del IST presenta una abundante capa muscular
en dos orientaciones, una circular externa predominante y otra longitudinal interna mucho
menor, dichas capas hacen que la estructura se observa engrosada. Algunas fibras musculares
escapan para formar el mesotubario que en la porcion posterior rodea a la estructura. Por su
parte, la capa muscular longitudinal interna se ve disminuida. En humanos se ha observado la
presencia de tres capas musculares, una longitudinal externa, otra circular media y una

longitudinal interna (Helm y cols. 1982), contrario a lo observado en la perra.

La luz del IST se observé disminuida, con un menor numero de células ciliadas y mayor
de células secretoras. Coincidiendo con lo mencionado por Dixon y cols. (2019) en roedores,
donde las regiones mas caudales se describen con una luz disminuida. Esta ademas ayuda en la
seleccion de espermatozoides y liberacion paulatina de estos, ayudando a evitar la entrada de un
exceso de espermatozoides, previniendo la polispermia (Coy y Aviles, 2010). La region caudal
del IST conecta directamente con la UTJ, presenta una disminucion significativa de la capa
longitudinal interna, la luz se ve reducida por completo, con un estroma abundante. El epitelio

presenta una abundate presencia de células secretoras y una disminucion en las células ciliadas.

England y cols. (2013), reportaron en un estudio realizado en perras que las zonas de
mayor almacenamiento espermatico son la regién proximal del cuerno uterino, y la UTJ. El
almacenamiento espermatico dentro del aparato reproductor de la hembra es fundamental para
que los gametos masculinos se mantengan fertilizables durante un periodo de tiempo

prolongado. Los espermatozoides permanecen durante un tiempo prolongado a espera del
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momento adecuado para llevar a cabo la fertilizacién, por lo tanto, se deben contar con las
estructuras adecuadas para llevar a cabo el mantenimiento de estos gametos a espera del
momento adecuado. En esta especie, hay montas 9 dias antes y 9 dias después de la ovulacion
dando como resultado fertilizaciones exitosas. Los espermatozoides de esta especie pueden
almacenarse en grupos distintos dentro de criptas y glandulas en los cuernos uterinos y en el
oviducto. La supervivencia prolongada dentro de esta estructura se ve relacionada con la intima
relacion entre los espermatozoides y el epitelio de estas estructuras. Las puntas de las cabezas
de los espermatozoides se encuentran en constante contacto con microvellosidades en la
superficie epitelial de la luz uterina y en la porcion distal de la UTJ. La unién de los
espermatozoides al epitelio es fundamental para la capacitacion espermatica. Existe un bajo
nimero de espermatozoides capacitados en la region del utero proximal a la UTJ y alrededor de
la ovulacion, las sefiales asociadas con el liquido folicular, y la secrecion oviductal parecen que
pueden inducir a la capacitacion de los espermatozoides y los desprende del epitelio para

permitirse llegar al sitio de fertilizacion (Rijsselaere y cols. 2014).

La UTJ es la estructura que conecta directamente el oviducto con el cuerno del utero, la
unién del oviducto al utero es variable segun la especie, en rumiantes y cerdos, esta union se da
de forma gradual, en especies como los equinos, gatos y perras, la union se describe como
abrupta, el oviducto sobresale hacia el cuerno uterino formando un monticulo glandular que se
abre con una pequefia hendidura en el centro del monticulo, esta unién sirve como barrera para
el ascenso y descenso de los espermatozoides (Dyce y cols). England y cols. (2006) encontraron
que la UTJ presenta dos areas distintas, una glandular distal y una no glandular contigua al
oviducto. Esta zona garantiza un reservorio adecuado que permita la liberacion de
espermatozoides en un periodo de tiempo apropiado en respuesta a estimulos fisioldgicos
especificos y a su vez proporciona un mecanismo que ayuda en la reduccidn de espermatozoides,

ayudando asi a reducir la polispermia.

La anatomia de la UTJ tiene como funcion restringir la entrada de organismos
infecciosos, leucocitos y espermatozoides provenientes del Gtero. En muchas especies, los
pliegues de la mucosa llenan casi por completo el lumen de esta region. Las contracciones

provenientes de la capa de musculo liso y/o por congestion del liquido oviductal. En algunas
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especies, incluido el humano, esta union se encuentra llena de moco que sirve para la seleccion
de los espermatozoides. En periodos como el estro y gracias al estimulo por el coito, la UTJ se
puede volver permeable, sin embargo, se requiere de ciertas proteinas presentes en la membrana
plasmatica de la cabeza del espermatozoide para que este pueda ingresar al oviducto (Suarez,
2008). Lo observado demostrd una capa muscular en orientacion circular gruesa, con un epitelio
cilindrico simple, con abundantes células secretoras. Lo reportado en ratones describe que el
musculo longitudinal del oviducto se vuelve continuo con el miometro, y en la punta del
segmento intramural, el musculo circular forma un anillo alrededor de la abertura del oviducto

similar a un esfinter (Dixon y cols. 2019).

7.2. Presencia de criptas

Nosotros observamos la presencia de criptas en todo el oviducto. En regiones como la
FIM e INF se apreciaron criptas, en el AMP existe una moderada disminucion en la presencia
de éstas, mientras que aumentan su tamafio y presencia en las regiones del IST y UTJ. La alta
presencia de criptas en la region de la UTJ coincide con los datos encontrados por Tummaruk y
Tienthai (2008) realizado en cerdas. Este estudio indicd que las criptas en esta region juegan un
papel importante en el almacenamiento de espermatozoides. En ovinos se ha identificado la
presencia de criptas desde el INF, en el AMP se ha observado la formacion de criptas mas largas
y con mas ramas que en el INF. En el IST se puede apreciar numerosas criptas que se ven cortas
y estrechas con un extremo puntiagudo, al igual que la UTJ (Yaniz y cols. 2013).

Suérez en 2008 menciona que el reservorio de espermatozoides previo a la ovulacion
desempefia un papel fundamental para la preservacion de la fertilidad de los gametos masculinos
y, a su vez, reduce la incidencia de polispermia al liberar los espermatozoides de manera gradual
durante el periodo periovulatorio. Especificamente en mamiferos marsupiales, los gametos se
almacenan en criptas mucosas especiales, los cuales en algunos casos pueden estar retenidos
mediante la supresion flagelar. En la mayoria de los mamiferos, el almacenamiento oviductal se
crea con la union del espermatozoide a la superficie epitelial, en bolsas formadas por los pliegues

mucosos.
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7.3. Proporcion de células ciliadas y secretoras

El presente estudio muestra que la distribucion de células ciliadas y secretoras varia
segun la regiodn, existe una mayor proporcién de células ciliadas en la estructura de la FIM. Esta
proporcion disminuye gradualmente hasta la region de la UTJ, el porcentaje de células secretoras
es reducido en la regién de la FIM, y se observa aumentado en la UTJ e IST. EI AMP presenta
una variedad mixta de estas células. Estos hallazgos coinciden con lo descrito por Abdelhamed
y cols. (2018) en humanos, en donde se reporta una mayor distribucion de células ciliadas en la
region de la FIM. De igual manera Pedrero y cols. (2013) reportaron un patrén similar en
conejos. La explicacion de esta variacion en las células ciliadas podria relacionarse con la
funcién que tienen estas, en diversos articulos se ha comprobado la importancia de los cilios
para el movimiento de los gametos y embridn, el movimiento de dichas células es en direccion
al atero (Dixony cols. 2019), eso podria explicar porque en las zonas craneales existe una mayor
proporcion de dichas células, ante la necesidad del transporte del gameto femenino a la zona de
maduracion y/o fertilizacion. Por su parte las zonas méas caudales como el IST y la UTJ tienen
funciones de capacitacion espermatica, almacenamiento y seleccion de estos (England y cols.
2006), por lo cual la presencia de estas células no participan del todo, siendo reemplazadas en
mayor numero por la células secretoras, las cuales aumentan para llevar a cabo las funciones
previamente mencionadas, y dado el tiempo prolongado de almacenamiento espermatico, se
requiere de mayor secrecion del epitelio oviductal para ayudar al mantenimiento de los
espermatozoides; el movimiento de los gametos masculinos puede verse ayudado de su propia
hiperactivacion ademas de la contraccion muscular, la cual podria ademés intervenir en el

movimiento del embrién.

7.4. Receptores de estrogenos
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La localizacién celular de la RE observada en este estudio mostré que no existe
una variacion significativa en el marcaje de RE por region. Las zonas mas cercanas al
oviducto como la FIM e INF son las que muestran un marcaje abundante en todas sus
capas. Las regiones del AMP, IST y UTJ mostraron un marcaje abundante en las capas
del musculo y epitelio. El estroma mostrd6 menor marcaje. Las criptas, glandulas, vasos
sanguineos y el mesotubario presentaron un marcaje abundante a lo largo de todo el
oviducto. Vermeirsch y cols. (2002) reportaron la presencia de los RE en el oviducto
de la perra, mostrando un aumento en el marcaje de estos receptores durante el estro
y una disminucion en proestro temprano y metaestro. En el periodo del anestro,
gestacion y postparto hay una mayor expresion de ER en las capas musculares y del
estroma, y menor en el epitelio.

Los estrégenos regulan cambios histologicos en el oviducto, ratones en diferente etapa
del ciclo estral han demostrado que el estradiol (E2) estimula la ciliacion de los
epitelios. Las células secretoras se encargan de la produccién del fluido oviductal, en
ratones la expresion de Aqr5, encargadas de contribuir a la regulacion del fluido
oviductal, aumenta cuando los niveles de E2 se encuentran en su punto maximo.
Ademas de estos efectos, el E2 regula la producciéon de algunas proteinas
involucradas en el desarrollo embrionario (Huang y cols. 2018). La regulacién de la
motilidad muscular estd influenciada por E2 y requiere actividad de nervios
adrenérgicos, oxido nitrico, endotelina, oxitocina y prostaglandinas. Estos factores
activan la sefializacion intracelular asociada principalmente con Ca2+, cAMP o IP3
(Reuquén, y cols. 2015). En ratas, el E2 aumenta la contraccion del musculo liso a
través de un mecanismo no gendmico, mediante la produccién trifosfato de inositol
(Barton y cols. 2020). En un trabajo realizado en bovinos por Huang y cols. (2018), se
demostraron que las prostaglandinas sintetasas se localizan en el musculo liso del
oviducto, y que estas son reguladas positivamente por el E2, aumentando la fuerza de
contraccion del masculo liso, faciltando asi el transporte de espermatozoides.
Gawronska y cols. (2000) demostraron que el oviducto humano tiene un transcrito de
ARNmM del receptor de LH presentes en las celulas epiteliales, musculo liso y vasos

sanguineos. Siendo el E2 el encargado de promover la sintesis de LHR, participando
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en la relajacion del oviducto. Esto podria explicar por qué en las regiones de la UTJ y
el IST existe un mayor marcaje de RE en el epitelio y el masculo. Al haber una menor
presencia de células ciliadas y el movimiento de dichas células ser en direccion al Gtero
se requiere de una mayor fuerza de contraccion para ayudar al movimiento de los
gametos masculinos antes de ser capacitados. Lo cual se podria confirmar con la
presencia de una capa mas gruesa de musculo liso, y siendo las fibras orientadas
circularmente las que tienen una mayor fuerza de contraccion las presentes en esta
zona. Al igual que por el largo periodo de almacenamiento espermatico se requiere de
la secrecion de las células secretoras del epitelio y esta secrecion se ve aumentada

en presencia de E2.
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Figura 20. Inmunohistoquimica oviducto. Microfotografias tomadas por region. A) FIM objetivo 100 X, el epitelio
se encuentra con un marcaje positivo se puede observar como un cilio es muy notable, el estroma también se
observa tefiido positivamente. B) objetivo 100X una cripta formada principalmente por células ciliadas se encuentra
positiva, es evidente la tincidn marrén en los ndcleos de las células. C) objetivo 40X, el estroma y epitelio muestran
un marcaje positivo. D) INF objetivo 100X, el epitelio y estroma presentan un abundante marcaje. E) objetivo
100X, la musculatura en orientacion circular también se observa con marcaje positivo. F) objetivo 40X, las tres
capas presentan un marcaje positivo. G) AMP, objetivo 100X, el epitelio, estroma y fibras musculares se observan
positivas. H) objetivo 100X las glandulas también se presentan positivas. I) objetivo 40X, el marcaje es abundante.
J) IST, objetivo 100X, las células ciliadas y secretoras del epitelio presentan un marcaje positivo. K) objetivo 100X,
las fibras musculares en sus dos orientaciones presentan un abundante marcaje. L) objetivo 40X, los vasos
sanguineos y el mesotubario que rodea a esta estructura presentan un marcaje positivo abundante. M) UTJ objetivo
100X, el marcaje del epitelio es abundante, el estroma se observa con una ligera disminucién en el marcaje. N)
objetivo 100X las fibras musculares presentan un marcaje positivo abundante. N) objetivo 40X el mesotubario es
positivo al marcaje. Abreviaturas: epitelio cilindrico simple (ECS), estroma (Es), células ciliadas (CC), células
secretoras (CS), criptas (CR), glandulas (G), musculatura circular (MC), musculatura longitudinal (ML),
mesotubario (Mt), vasos sanguineos (Vs).
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8. Conclusion

El oviducto en la perra presenta cinco regiones, las cuales se diferencian en su
composicién histilégica, las mas cercanas al ovario son la fimbria e infundibulo; le
continuan el ampula, istmo y la unién uterotubal, siendo estas dos ultimas las mas
cercanas al utero. Las diferencias en su composicion histologica son desde el grosor
de sus capas musculares y la orientacion en sus fibras, asi como la presencia de
células secretoras y ciliadas, las cuales varian segun la zona, siendo las zonas mas
cercanas al ovario las que cuenten con un mayor niumero de células ciliadas y las
mas caudales y cercanas al Utero, las que cuenten con mayor presencia de células
secretoras. Las hormonas regulan muchas de las actividades que se llevan a cabo
esta estructura, regulando la actividad de sus capas histolégicas, el E2 induce a la
proliferacion celular, aumento en la secrecion de las células secretoras, ademas de
la contraccibn muscular. La perra presenta caracteristicas muy propias en su
reproduccién, lo que hace que esta especie presente aun grandes incognitas en
este evento, ademas que no ha sido del todo estudiada y requiere de un mayor
analisis en todos los eventos relacionados con su reproduccon, dado que el
producto de la ovulacidbn en esta especie es un ovocito inmaduro, y dicha
maduracion se lleva a nivel del oviducto es fundamental realizar un estudio

exhaustivo de esta estructura.
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