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Resumen

Mustelus schmitti (Chondrichthyes, Triakidae) llamado cominmente gatuso o
gatuzo, constituye la especie mas comun de tiburones en la pesca argentina.
Este proyecto investiga algunos aspectos de la biologia reproductiva de la
hembra de M. schmitti con el fin de asesorar manejos pesqueros para prevenir
la sobreexplotacion. Normalmente, las muestras de peces son medidas,
pesadas y sexadas de manera de conocer la condicion reproductiva de una
especie pesquera pero un conocimiento cabal requiere de un andlisis detallado
basado en técnicas histologicas, las cuales proveen datos sobre cambios a
nivel celular. En consecuencia, el conocimiento del desarrollo del ovocito y
del espermatozoide es necesario para evaluar la condicion reproductiva de la
especie bajo estudio en este trabajo.

El aparato reproductor de este pez estd compuesto por un solo ovario
izquierdo, un par de glandulas oviductales y un Utero par que finaliza en un
conducto cloacal. El ovario, las glandulas oviductales y el uUtero fueron
examinados por microscopia optica y electrénica en diferentes estados a lo
largo del ciclo reproductivo. El ovario esta formado por un epitelio germinal
simple cubico que descansa sobre una fina capa de tejido conectivo. Los
foliculos contienen desde el interior hacia el exterior, un ovocito, la zona
pelicida, un epitelio folicular y capa tecal formada por tejido conectivo. El
epitelio folicular se origina simple con células planas, continda con células
cubicas y finalmente, se transforma en un epitelio cilindrico durante la
foliculogénesis y vitelogénesis. Se observaron algunos foliculos atrésicos y
cuerpos luteos. La capa tecal no se diferencia en interna y externa. Las
glandulas oviductales muestran las cuatro zonas caracteristicas: club, baffle,
papilar y terminal, similares a las de otros condrictios. EI almacenamiento
espermatico es observado en los tdbulos de la zona terminal de hembras
sexualmente maduras y prefiadas. El Gtero par desarrolla distintos epitelios en
el istmo, partes anterior y posterior uterinas, y cérvix. Durante la prefiez, los
embriones se sitian en compartimentos uterinos sin placenta.

El esperma preparado para fertilizar seria aquel que primero interactda con el
epitelio uterino y luego se almacena en los tabulos de la zona terminal. Esta
estrategia aseguraria la union entre el ovocito y el espermatozoide debido a
que se pueden encontrar a pesar de estar la hembra prefiada.

Uno de los objetivos principales de esta tesis es presentar un amplio rango de
modificaciones histoldgicas para ser empleadas en una mayor comprension de
la dinamica reproductiva de los condrictios en particular, y de los peces en



general, y promover la discusion sobre temas criticos para pesca sustentable
dentro de un contexto histoldgico.

Capitulo 1
Introduccion General

Los peces son el grupo mas antiguo y diverso de vertebrados. Las especies
icticas forman la mitad del arbol taxonémico de los vertebrados y muestran
una enorme diversidad no solo en morfologia sino en modos reproductivos y
distribucion en todo el planeta. Los peces pueden ser clasificados en dos
distintos grupos: Clase Osteictios (peces 6seos) and Clase Condrictios (peces
cartilaginosos).

La clase de los condrictios incluye peces cartilaginosos que surgieron por
primera vez en el periodo Ordovicico, aproximadamente unos 400 millones de
afios (Bird et al., 2002; Cole and Curri, 2007). Dentro de esta clase, existen
dos subclases: los elasmobranquios (tiburones y rayas) y los holocéphalos
(quimeras).

Todos los condrictios actuales tienen fertilizacion interna pero han
desarrollado una gran variedad de modos reproductivos que van de la
viviparidad hasta la oviparidad (Dulvy y Reynolds, 1997; Hamlett y Koaob,
1999a). Estos exhiben cuatro modos reproductivos en base a la fuente de
nutricién del embridn. Existen tres tipos de viviparidad aplacentaria:

1) En la primera, el embrién se desarrolla a partir del vitelo que se
encuentra en el saco vitelino y dicho elemento nutritivo disminuye
durante la gestacion.

2) En la segunda, el saco vitelino desaparece y la mucosa uterina
desarrolla vellosidades ricamente vascularizadas, en algunas especies y
trofonemata en las rayas.

3) Y en la tercera, el saco vitelino se agota y los embriones dentro del
utero se nutren con ovulos liberados por la madre (oofagia). En algunos
casos, el embrién que primero se desarrolla, es el que continda
alimentandose de sus hermanos mas pequefios (canibalismo
intrauterino).

El cuarto modo reproductivo es la viviparidad placentaria, donde el saco
vitelino desaparece y se diferencia conjuntamente con el cordédn vitelino en
una placenta funcional y cordéon umbilical (Callard y Klosterman, 1988;



Chiaramonte, 1996; Hamlett y Koob, 1999a; Koob y Callard, 1991; Storrie,
2004).

La variedad de modos reproductivos no solo es observada entre las diferentes
clases sino también dentro del mismo género, por ejemplo, Mustelus presenta
algunas especies aplacentarias (M. schmitti) mientras que otras son
placentarias (M. canis). El género Mustelus comprende cerca de 25 especies
distribuidas en todo el mundo.

En el Mar Argentino, se pueden encontrar cerca de 35 especies de tiburones.
Mustelus schmitti, que es un pequefio tiburdn viviparo aplacentario, es una de
las especies presa de una pesca directa. Se distribuye geograficamente desde
los 22° S, al norte de Rio de Janeiro (Brasil) hasta el sur de la Patagonia
argentina, 47° 45 S (Chiaramonte, 1998; Chiaramonte y Pettovello, 2000;
Massa et al., 2001). Esta especie nada en temperaturas que van de los 8 a los
11,7 ° C en la superficie marina y de los 5,5 a 11° C en el fondo (Menni, 1985;
Menni et al., 1986; Davenport y Sayer, 1993).

Las hembras alcanzan su primera madurez cuando tienen cerca de 580 mm de
longitud total mientras que los machos la logran aproximadamente a los 550
mm. Esta especie tiene un maximo de 950 mm de largo. La longitud total en
la primera madurez ha cambiado en los ultimos afios lo que indica una presion
pesquera elevada sobre la poblacion de esta especie. Menni y colaboradores
(1986) encontraron la primera madurez a los 600 mm en el largo total de
machos y 620 mm para las hembras. En 1998, Cousseau et al. describieron la
longitud total de los machos en 570 mm y para las hembras, en 590 mm, para
ese mismo parametro. Cousseau y Perrotta (2004) encontraron 600 mm para
los machos y 620 mm para las hembras. In 2005, Sidders et al. describieron la
primera madurez con un largo total de 550 mm y de 580 mm para las hembras.
Por mi parte, en el 2004, capturé una hembra de 510 mm de largo total con
huevos completamente maduros. El decrecimiento en el largo total esta
directamente relacionado con el nimero de embriones que una hembra es
capaz de hacer prosperar; cuanto menor es el tamafio del animal, menor
numero de crias desarrollan.

El periodo de gestacion varia de unos 11 a 12 meses, con la ovulacion en
diciembre y el parto entre noviembre y diciembre del afio siguiente. El Utero
par despliega compartimentos donde el embrion se desarrolla y no hay
presencia de placenta que conecte a éste con la madre. Los juveniles tienen
260 mm de largo en el momento del nacimiento. EI nUmero mas frecuente
para cada camada es de 5 a 6 embriones pero han sido reportados 16. La
relacion intrauterina existente entre los sexos es de 1:1 (Sidders et al., 2005).



El comportamiento reproductivo de los elasmobranquios es complejo y tiene
modos previos a la cdpula y durante la misma, donde se observa un alto grado
de sofisticacién. Numerosos comportamiento generales han sido descriptos en
los que se incluyen la segregacion temporaria sexual, cortejo y copula. En los
apareamientos exitosos se requiere que el macho sujete a la hembra
mordiéndola en sus aletas pectorales o en sus flancos para mantenerla quieta y
asi poder introducir los claspers y exponer ambas cloacas para finalizar la
fertilizacién interna (Pratt y Carrier, 2001). En lo que respecta al
comportamiento de apareamiento de M. schmitti, no se han detectado
cicatrices en el cuerpo de la hembra. Esto responderia al tipo de denticion en
placa caracteristico de esta especie. Esta observacion fue sefialada por Smale y
Compagno (1997) en Mustelus mustelus y Chiaramonte y Pettovello (2000)
hicieron similar andlisis con respecto a la especie en estudio.

Es comin la segregacion sexual para los condrictios y Mustelus schmitti no es
la excepcion (Menni, 1985, Pratt y Carrier, 2001; Oddone et al., 2005). La
copula se lleva a cabo en las areas de cria tales como los estuarios y bahias,
donde las hembras dan a luz tambien, luego migran a aguas mas calidas (Van
der Molen y Caille, 2001; Lopez Cazorla, 2004; Lucifora et al., 2004). Estas
areas protegidas son visitadas periddicamente primero por los machos y un
poco mas tarde por las hembras. Una vez que el embrion nace, la hembra
vuelve a quedar prefiada inmediatamente. Las migraciones por temporadas son
comunes entre los condrictios y son debidas a la temperatura, comportamiento
reproductivo o requerimientos nutricionales (Heithhaus, 2004). Durante el
invierno habitan las costas de Brasil y desde septiembre hasta diciembre
visitan las costas atlanticas argentinas. Estos movimientos han sido
documentados por Oddone et al. (2005 y 2007).

En general, para conocer las condiciones reproductivas de especies icticolas se
procede a medir, pesar y sexar a las muestras (Saunders y McFarlane, 1993;
Jones y Ugland, 2001, Oddone y Vooren, 2004; Oddone et al., 2007) pero un
analisis cabal requiere de técnicas histologicas, las cuales proveen una vision
maés profunda desde el nivel celular (Polder, 1961; Treasurer y Holliday, 1981,
Crim y Glebe, 1990; Patifio et al., 1996). En consecuencia, la comprensién del
desarrollo del d6vulo y del espermatozoide representa un requerimiento
esencial para la evaluacion del estado reproductivo de la especie bajo estudio
(Wallace y Selman, 1981; Selman y Wallace, 1986, 1989; Ravaglia y
Maggese, 2002). No obstante, la mayor informacién disponible sobre este
tema proviene de un nimero pequefio de especies de laboratorio o de aquellas
que se pueden adaptar al cautiverio y poseen importancia comercial.



Este pez constituye la principal especie de tiburon explotada por las
pesquerias en Argentina (Chiaramonte, 1998; Van der Molen et al., 1998;
Massa et al., 2001; Massa et al., 2004; Sidders et al. 2005). Por otro lado,
Brasil también lo comercializa y los niveles de captura demuestran
claramente su actual declinacion. Durante la década de 1980, los juveniles y
adultos eran capturados por las redes de arrastre en Plataforma Sul (sur de
Brasil) pero durante los afios 2003 y 2005 ya no se encontraron juveniles en la
misma zona. Esto indicaria una disminucion en la poblacion que usa las aguas
costeras como una nursery (Vooren y Klippel, 2005). En 2011, Pérez et al.
reportaron idénticas capturas de M. schmitti de 10000 t. en la flota comercial
argentina en los periodos de 2006-2008 y 1992-1999.

Actualmente, Perez y Massa (2011) han puesto en marcha un plan de
marcacion para M. schmitti que comenzé a finales de ese mismo afio. Los
objetivos de dicho plan incluyen el monitoreo de la poblacién con fin de
conocer aspectos demograficos, habitos migratorios, crecimiento e indice de
supervivencia. Al momento de la publicacion no fueron registrados resultados
de capturas de las marcas.

La propuesta del presente trabajo apunta a una mejor comprension del ciclo
reproductivo de la hembra de Mustelus schmitti para poder brindar
asesoramiento al manejo pesquero como también ampliar el conocimiento de
los peces cartilaginosos dentro de un contexto histoldgico. Los objetivos son:

1) determinar la organizacion anatdmica y microscépica del ovario,
glandulas oviductales y Gtero a través de la maduracion;

2) determinar la presencia de esperma almacenada en la glandula oviductal
en hembras prefiadas y no prefiadas por medio de técnicas histoldgicas;

3) determinar la presencia de esperma en el (tero y su interaccion con
células epiteliales en el aparato reproductor femenino.



Capitulo 2
Materiales y Métodos

Se tomaron muestras mensuales de Mustelus schmitti del estuario de Bahia
Blanca entre los afios 2002 y 2006. Se utiliz6 camardon (Caridea, Crustacea)
como carnada para la pesca con linea. Las capturas se realizaron con marea
alta durante el dia.

Un total de 24 animales fueron capturados y procesados; 11 eran inmaduros,
cuyos largos totales oscilaban entre los 28,5 cm y 50 cm. Seis animales
estaban en vias de maduracién con un largo total de 50-61 cm y 7 hembras
maduras con un rango de 61-69 cm de largo; 4 ejemplares de este Gltimo
grupo estaban prefiadas. Las hembras inmaduras fueron aquellas que
presentaban pequefios huevos blancos o no tenian huevos a simple vista, las
glandulas oviductales eran de reducido tamafio y los Uteros eran delgados y
finos sin expansion alguna. Los animales en proceso de maduracion tenian el
ovario con huevos blancos o amarillo palido, visibles macroscopicamente, con
glandulas oviductales mas grandes y poco enrolladas y los uteros
expandiéndose de la region posterior a la anterior. Los ejemplares maduros
eran los que poseian el ovario bien desarrollado con huevos amarillo fuerte y
huevos mas pequefios también con vitelo acompafiando. El 6rgano epigonal
asociado con el ovario en este estado madurativo estaba muy reducido. Las
glandulas oviductales estaban completamente desarrolladas y se registrd
almacenaje espermético en ellas. Los uteros estaban completamente
expandidos o contenian embriones. De este grupo de hembras maduras, 5
presentaban embriones uterinos. Se realizd sacrificio humanitario para cada
ejemplar. Se practicO una incision ventral en cada uno de ellos para la
remocion de los ovarios, glandulas oviductales y Uteros, luego las piezas se
colocaron en solucion Bouin para microscopia optica y, en glutaraldehido al
2.5% en cacodilato al 0.1 M con sacarosa al 12% para microscopia
electronica y de barrido (Tabla I).



Tabla I. Mes de captura y estado reproductivo de las muestras.

Animal | Estado Largo Glandula oviductal Ovario Utero Mes de
total (cm) captura
1 Inmadura 36 No se distinguen zonas y | Organo epigonal notorio sin | Epitelio simple cilindrico sin | Marzo
no hay glandulas | distincidn de huevos a simple | capas musculares definidas.
tubulares. vista.
2 Inmadura 28.5 No se distinguen zonas y | Organo epigonal notorio sin | Epitelio simple cilindrico sin | Marzo
no hay glandulas | distincion de huevos a simple | capas musculares definidas.
tubulares. vista.
3 Inmadura 36 No se distinguen zonas y | Organo epigonal notorio sin | Epitelio simple cilindrico sin | Marzo
no hay glandulas | distincion de huevos a simple | capas musculares definidas.
tubulares. vista.
4 Inmadura 42 No se distinguen zonas y | Organo epigonal notorio y | Epitelio simple cilindrico sin | Marzo
no hay glandulas | huevos sin vitelo. capas musculares definidas.
tubulares. No Hay capas
musculares.
5 Inmadura 43.5 No se distinguen zonas y | Organo epigonal notorio y | Epitelio simple cilindrico sin | Abril

no hay glandulas | huevos sin vitelo. Un foliculo | capas musculares definidas.
tubulares. No Hay capas | atrésico.

musculares.

6 Inmadura 42 No se distinguen zonas y | Organo epigonal notorio y | Epitelio simple cilindrico sin | Abril
no hay glandulas | huevos sin vitelo. capas musculares definidas.
tubulares. No Hay capas
musculares.

7 Inmadura 44 No se distinguen zonas y | Huevos sin vitelo (pequefios | Epitelio simple cilindrico sin | Mayo
no hay glandulas | y blancos). capas musculares definidas.
tubulares

8 Inmadura 43 No se distinguen zonas y | Huevos sin vitelo (pequefios | Epitelio simple cilindrico sin | Mayo
no hay glandulas | y blancos). capas musculares definidas.

tubulares




Animal | Estado Largo Glandula oviducal Ovario Utero Mes de
total (cm) captura
9 Inmadura 39 No se distinguen zonas y no | Organo epigonal notorio sin | Epitelio simple cilindrico sin | Mayo
hay glandulas tubulares distincion de huevos a | capas musculares definidas.
simple vista.
10 Inmadura 44 No se distinguen zonas y no | Organo epigonal notorio sin | Epitelio simple cilindrico sin | Junio
hay glandulas tubulares distincion de huevos a | capas musculares definidas.
simple vista.
Inmadura 47 No se distinguen zonas y no | Diferentes tamafios de | Epitelio simple cilindrico sin | Octubre
11 hay glandulas tubulares huevos. capas musculares definidas.
12 Inmadura 53 No se distinguen zonas y no | Diferentes tamafios de | Epitelio simple cilindrico sin | Octubre
hay glandulas tubulares huevos. capas musculares definidas.
13 Inmadura 47 No se distinguen zonas y no | Diferentes tamafios de | Epitelio simple cilindrico sin | Noviembre
hay glandulas tubulares huevos. capas musculares definidas.
14 Madura 62 Con cuatro zonas. | Diferentes  tamafios de | Epitelio estratificado con 3 | Diciembre
Almacenamiento huevos. ElI mayor con | capas musculares.
espermatico en la zona | vitelo. Un foliculo atrésico.
terminal.
15 Madura 51 Con cuatro zonas. | Diferentes  tamafios de | Epitelio estratificado con 3 | Diciembre
Almacenamiento huevos. Los mas grandes | capas musculares. Cérvix con
espermatico en la zona | con vitelo. esperma.
terminal.
16 Madura 53 Con cuatro zonas. | Diferentes  tamafios de | Epitelio estratificado con 3 | Octubre
Almacenamiento huevos. Los mas grandes | capas musculares. Interaccion
espermatico en la zona | con vitelo. espermatica con las células
terminal. uterinas de la  porcion
posterior. Cérvix sin esperma.
17 Madura 62 Con cuatro zonas. Diferentes tamafios de | Epitelio estratificado con 3 | Octubre

huevos; 5 huevos grandes
con vitelo.

capas muscu lares.




Animal | Estado Largo total Glandula Ovario Utero Mes de
(cm) Oviductal captura

18 Prefiada 69 Con cuatro  zonas. | Diferentes  tamafios  de | Dos embriones en el Gtero | Octubre
Almacenamiento huevos; 5 huevos grandes | derechoy 3 en el izquierdo.
espermatico en la zona | con vitelo; corpus luteum.
terminal.

19 Prefiada 61 Con cuatro  zonas. | Diferentes  tamafios  de | Dos embriones en el Gtero | Octubre
Almacenamiento huevos; los grandes con | izquierdo y uno en el atero
espermatico en la zona | vitelo. derecho.
terminal.

20 Madura 61 Con cuatro  zonas. | Cinco huevos grandes; uno | Una o dos capas de epitelio y | Diciembre
Almacenamiento amarillo claro y varios | tres capas musculares
espermatico en la zona | blancos. comprimidas.  Cérvix  con
terminal. esperma.

21 Madura 55 Cuatro zonas sin | Diferentes  tamafios  de | Epitelio estratificado y tres | Diciembre
almacenamiento huevos;  cuatro  huevos | capas musculares.
espermatico. visibles con vitelo; corpus

luteum.

22 Prefiada 67 Cuatro  zonas  con | Diferentes  tamafios de | Un embribn en el tero | Mayo
almacenamiento huevos; cinco huevos | izquierdo y dos en el (tero
espermatico en la zona | visibles con vitelo; corpus | derecho.
terminal. luteum.

23 Prefiada 64 Cuatro zonas sin | Diferentes  tamafios  de | Tres embriones en el Utero | Mayo
almacenamiento huevos; los grandes con | derecho y tres en el Utero
espermatico en la zona | vitelo. izquierdo.
terminal.

24 Madura 57 Cuatro zonas sin | Diferentes  tamafios  de | Epitelio estratificado y tres | Mayo

almacenamiento
espermatico en la zona
terminal.

huevos; 5 huevos grandes
con vitelo.

capas musculares.




Microscopia 6ptica

Las muestras de ovario, glandulas oviductales y de Utero fueron disecadas y
colocadas toda la noche en soluciéon Bouin. Luego fueron deshidratadas en una
serie progresiva de alcoholes (70-100%). Posteriormente se infiltraron en
parafina y se armaron los tacos correspondientes a dichas muestras.

Se hicieron cortes de 5 um de espesor con un microtomo de deslizamiento y
luego se adhirieron a portaobjetos. Los cortes se tifieron con Hematoxilina y
Eosina, una combinacion de Alcian Blue con acido Peryodico de Schiff y la
coloracion tricromica de Masson. A continuacion, dichos cortes fueron
montados con balsamo de Canada. Las microfotografias fueron obtenidas con
una cadmara C7070 Olympus adaptada a un microscopio Olympus BX51.

La imagen de la glandula oviductal completa fue tomada con el Scanner HP
Scanjet 5590 L1910A perteneciente a la Biblioteca Central de la Universidad
Nacional del Sur y editada con Adobe Photoshop CS6.

Microscopia electronica de transmision

Las muestras de ovario y utero fueron fijadas primeramente con
glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilato 0.5M (pH 7.4) con 12% de
sucrosa (Hyder et al. 1983) a 4°C, durante 12 horas. Los tejidos se lavaron
tres veces con el buffer durante 30 min cada vez a 4°C y luego se hizo una
posfijacion en tetroxido de osmio con el mismo buffer durante una hora a 4°C.
Las muestras se deshidrataron en una gradacion de etanol (50%, 70%, 80%,
95% y 3 veces en etanol 100%) y luego se infiltraron en resina de baja
densidad (Spurr). Los tacos se cortaron primero en secciones de 1 um de
ancho (cortes semifinos) con un microtomo Super Nova Reichert-Jung de 90
nm de ancho con cuchilla de vidrio y tefiidas con acetato de uranilo al 2%,
seguido de citrato de plomo durante 30 min. Los cortes ultrafinos se realizaron
a 60 nm. Finalmente, cada uno de ellos se examiné y fotografio con la cAmara
ES1000W Erlangshen CCD, Model 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California,
USA) unida al microscopio de transmision electrénica JEM 1200 EX 1l (JEOL
Ltd., Tokio, Japan) con 80 kV, perteneciente al Servicio Central de
Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de La Plata (Argentina).



Microscopia electronica de barrido

Los tejidos extraidos de las glandulas oviductales se fijaron en gluraldehido al
2.5% en buffer cacodilatO 0.5M (pH 7.4) con sucrosa al 12% a 4°C. Después
de la fijacion, los especimenes fueron lavados 3 veces con agua bidestilada
durante 10 min cada uno. Luego, fueron deshidratados progresivamente en
concentraciones ascendentes de acetona: 1 lavado con acetona al 25% (10
minutos), 1 lavado con acetona al 50% y un tercero con acetona al 80%.
Finalmente, las muestras fueron secadas por el método de punto critico
(Cohen, 1974) e impregnadas con oro antes de ser examinadas con un
aumento de 350-7500X con el microscopio electronico de barrido (SEM)
(JEOL JSM 6360 LV).



Capitulo 3
Ovario

Resumen

El dnico ovario de Mustelus schmitti se encuentra incluido en el 6rgano
epigonal, localizado en el lado izquierdo de la cavidad corporal. Los cambios
estructurales que ocurren durante la foliculogénesis y la vitelogénesis son
estudiados por medio de las microscopias Optica y electronica. Las capas que
constituyen el foliculo ovarico de M. schmitti son similares a las de cualquier
vertebrado. El ovocito se halla rodeado por una capa acelular, denominada
zona pelucida y las células foliculares descansan sobre una membrana basal.
Dichas células foliculares estan rodeadas por capas tecales formadas de tejido
conectivo. Cuando el foliculo comienza su desarrollo, las células foliculares
son planas dispuestas en una sola capa. A medida que la foliculogénesis
continua, el epitelio se torna mas alto, haciéndose estratificado al final de la
vitelogénesis. El grosor de la zona pellcida aumenta durante el desarrollo del
foliculo pero cerca de la ovulacion se vuelve tan delgada que es dificil
detectarla con la microscopia oOptica. La capa tecal esta formada por tejido
conectivo compacto vascularizado y numerosas fibras que forman una malla
externa. Cuerpos luteos y atrésicos se observan en distintos estadios del
desarrollo del ovario.

Introduccion

Los ovarios son los responsables de producir células germinales, adquirir y
acumular vitelo durante la vitelogénesis y secretar hormonas sexuales.

En la mayoria de las familias de elasmobranquios, los ovarios se desarrollan
embebidos en el érgano epigonal (Pratt, 1988). Usualmente, solo el ovario
derecho estd presente mientras que el izquierdo es ausente o reducido. No
existe correlacion entre la simetria ovarica y el modo reproductivo, aunque en
las especies viviparas se observa una predominancia del ovario derecho
(Hamlett and Koob, 1999a). Esta caracteristica contrasta en M. schmitti, ya
que su ovario es izquierdo. En las especies oviparas es comdn la presencia de
ovarios pares.

Antes de proceder con la descripcién del 6rgano en estudio en este capitulo, es
valioso notar la diferencia entre foliculogénesis y vitelogénesis. EI primer
proceso consiste en el desarrollo y maduracion de las células foliculares
previos a la vitelogénesis, mientras que el segundo, es el proceso donde la



fosfovitina y la lipovitelina son almacenadas en el ovocito (Tesis doctoral de
M. Storrie, Microscopic modifications of the female reproductive tissues of
Mustelus antarticus, abril 2004, 153pp). Ambos procesos ocurren casi
simultaneamente una vez que el animal alcanza la madurez sexual. No
obstante, la foliculogénesis se inicia primero en etapas tempranas del
desarrollo embrionario de la hembra, aumentando de tamafio del ovocito. La
foliculogénesis y la vitelogénesis contituyen en forma conjunta, otro proceso
llamado ovogénesis, que es la formacion del dvulo. Las hembras inmaduras
contienen pequefios foliculos ovéaricos con poco o nada de vitelo. Por otro
lado, algunas especies de tiburones presentan un crecimiento de los foliculos
durante la prefiez, lo cual es caracteristico de especies de gestacion anual.
Mientras que los foliculos que crecen entre prefiez y prefiez son comunes tanto
para especies de tiburones como de rayas (Hamlett and Koob, 1999a).

Las células primordiales se originan en el endodermo del saco embrionario y
luego migran al borde germinal, donde se asociaran con las células foliculares.
Los foliculos ovaricos han sido examinados histologicamente en pocos
elasmobranquios (Andreucetti et al., 1999; Babel, 1967; Callard y Klosterman,
1988; Dodd y Dodd, 1980; Guraya, 1986; Haines et al., 2005; Hamlett et al.,
1999a; Hamlett y Koob, 1999; Prisco et al., 2002 a, b; Prisco et al., 2007).

En algunos condrictios, el epitelio folicular comienza como una capa simple y
se mantiene de esa manera a lo largo del desarrollo folicular, en cambio, en
otros, dicha capa cambia a pseudoestratificada y en otras especies se estratifica
(Dodd y Dodd, 1980; Guraya, 1986; Hamlett et al., 1999; Lutton et al., 2005).

Se produce un foliculo atresico cuando el foliculo ovarico degenera antes de
la ovulacion mientras que un cuerpo luteo (corpus luteum) es el remanente
folicular despues de la ovulacion (Lutton et al., 2005). Todos los ovarios de
los vertebrados exhiben atresia y esta se presenta en cualquier estado de
desarrollo del foliculo. Ocurre independientemente de la edad, condicion
reproductiva y salud del animal y condiciones ambientales (tales como
temperatura, fotoperiodo, disponibilidad de alimento, etc.). No obstante, se
halla descripto mas frecuentemente en ovocitos en vias de maduracion y que
no han sido ovulados.

La organizacion del cuerpo lateo es similar en elasmobranquios viviparos y
oviparos y consiste en ceélulas lipidicas derivadas del epitelio folicular,
dispuestas alrededor de un lumen central, las cuales son invadidas por el
tejido conectivo circundante vascularizado de la capa tecal (McMillan, 2007).
En algunos estudios se ha destacado al stress ambiental como la causa de la
atresia; en otros, una pobre nutricion o factores reductores de los niveles de



gonadotropinas (Wallace and Selman, 1981). La degeneraciéon del foliculo
puede ocurrir en cualquier estado del ciclo reproductivo.

El presente trabajo estudia los cambios celulares que se llevan a cabo en el
foliculo ovérico durante la foliculogénesis y la vitelogénesis. Los resultados
contribuirdn a una mayor comprension de la estructura y funcién del ovario de
Mustelus schmitti y a la expansion del conocimiento en la biologia
reproductiva de los Condrictios.

Resultados
Microscopia dptica

El Unico ovario de Mustelus schmitti, esta situado en la superficie medial
izquierda de la pared dorsal del cuerpo y estd cubierto con epitelio simple
cubico. No se encontré ovario u organo epigonal en el lado derecho del
animal. Se observo una gran vascularizacion que rodea a todo el dérgano
(Figurala). La cubierta del ovario consistid en un epitelio simple cubico
apoyado sobre tejido conectivo. En los animales inmaduros sexualmente, los
foliculos no fueron visibles a simple vista; se identifico Unicamente el 6érgano
epigonal. Los cortes histoldgicos de ovarios inmaduros mostraron un ovocito
rodeado por células foliculares planas (Figuralb). Cuando el animal estaba
maduro, los ovocitos se hallaban cubiertos por células foliculares vy
externamente, por tejido conectivo (capa tecal) altamente vascularizado. Se
pudieron observar simultaneamente foliculos en distintos estados de desarrollo
pero sélo un grupo de ellos estaba preparado para ovular y se encontraban con
el mismo grado de maduracion (Figuras 1c, d).

Un foliculo esta compuesto, desde el interior hacia el exterior, por un ovocito
cubierto de una capa acelular denominada zona pelucida, células foliculares
dispuestas en un epitelio y finalmente, la teca constituida por tejido conectivo
vascularizado que se colorea PAS+. La zona pellicida aparece cuando las
celulas foliculares son cubicas. Esta zona aumenta su grosor a medida que el
foliculo crece (Figura 2a). Se hizo méas delgada cuando las plaquetas de vitelo
estuvieron bien formadas y las células foliculares eran cilindricas (Figuras 2b,
c, d).

Durante la embriogénesis se originan al mismo tiempo grupos de oogonias y
contintan apareciendo de esta manera a lo largo de la vida del animal. En los
cortes histologicos fue comin observar agrupaciones de pequefios ovocitos
rodeados por células foliculares planas que en conjunto se los denomina
foliculos primordiales. A medida que el foliculo crecio, se hizo méas notoria la



zona peldcida y las células foliculares y tecales aumentaron su nimero y su
tamano.

Tanto los animales recién nacidos como los que tenian cerca de 44 cm de
largo no presentaron ovarios distinguibles a simple vista. Sélo a través de los
cortes histologicos se pudieron detectar los grupos de oogonias o foliculos
primordiales. Recién cuando el animal alcanzd los 50 cm se observaron
macroscopicamente los huevos de color blanco. Finalmente, cuando la hembra
llegd a los 51 cm, los huevos se evidenciaron de color amarillo. EI niUmero de
huevos listos para ser liberados en la ovulacion siempre fue de 4, 5 6 6, es
decir, se desprende la cantidad necesaria de huevos que ambos Gteros pueden
sostener.

La foliculogénesis comenzo6 con foliculos que presentan una Unica capa de
células foliculares planas. La vitelogénesis se inicid cuando dichas células
planas se tornan cubicas y el ovocito alcanz6 un diametro aproximado de 550
um. Finalmente, estas células pasaron a ser cilindricas rodeando al ovocito.

En todas las muestras examinadas, unos pocos cuerpos luteos se evidenciaron
(Figura 3a, b) y un solo foliculo atrésico preovulatorio (Figura 3c, d) fue
detectado en un animal inmaduro de 44 cm de largo. Las células del cuerpo
luteo presentaban el aspecto tipico de celulas secretoras, llenas de vesiculas
lipidicas. Las células tecales rodeaban a la estructura folicular externamente
con numerosas fibras. Por otro lado, en el foliculo atrésico se observo una
zona peldcida plegada por un extremo (Figura 3c). Las células foliculares
tenian nucleos picnéticos y las células tecales rodeaban al foliculo sin signos
de desintegracion. No se detectaron plaquetas de vitelo ni nucleo dentro del
ovocito.

Microscopia electronica

El epitelio folicular de los foliculos maduros se torn¢é estratificado y los
nucleos de las células se dispusieron proximos a la membrana basal debido al
transporte de granulos de secrecion hacia el ovocito. La zona pelucida era muy
delgada en este estadio de maduracion (Figura 2d).

Los cortes semifinos de ovarios de hembras maduras mostraron grupos de
oogonias con células foliculares acompafiantes (Figura 4a). Este tipo de
agregado celular pudo ser observado tanto en ovarios inmaduros como
maduros. Los foliculos primordiales consisten en un ovocito y células
foliculares planas, las cuales presentaron precursores vitelogénicos dispuestos
claramente en un extremo de la célula (Figura 4b).



En las imagenes de microscopia electronica aparecieron células foliculares
con el aparato de Golgi en las proximidades de la zona pellcida. También
fueron notorias numerosas mitocondrias en el mismo area (Figura 4c). Las
mismas se dispusieron en grupo alrededor del ndcleo. Las vesiculas secretoras
incrementaron su tamafio con la union de varias vesiculas pequefias (Figuras
4d, 5a, b).

Discusion

Mustelus schmitti posee un solo ovario ubicado en el costado izquierdo del
cuerpo y es similar a los encontrados en el género Mustelus (Stanley, 1963;
Dodd and Dodd, 1985; Hamlett and Koob, 1999; Davenport et al., 2011). Este
drgano esta asociado con el drgano epigonal, caracteristica comdn en los
Condrictios. No existe ovario en el lado derecho del animal vy
consecuentemente, tampoco se halla el ¢rgano linfomieloide (6rgano
epigonal) respectivo.

Las capas que forman los foliculos ovaricos son las mismas de cualquier pez:
un ovocito rodeado por la zona peldcida, un epitelio folicular asociado con la
membrana basal y la capa tecal (Dodd y Dodd, 1980; Hamlett et al., 1999;
Hamlett y Koob, 1999; Davenport et al. 2011; Elias y Estecondo, 2006a).

Se observaron grupos de oogonias en el ovario de M. schmitti en cualquier
estadio de maduracién. Prisco y colaboradores (2007) describieron grupos de
estas células en Torpedo marmorata, las cuales se originan durante la
embriogénesis y continlan con la misma organizacién en los recién nacidos.
En hembras sub-adultas y maduras, la poblacién entera de células germinales
se organiza en foliculos en desarrollo. Es de destacar que estos autores solo
encontraron en una hembra madura, la persistencia de células germinales
desnudas, organizadas en grupos, aisladas o rodeadas de células somaticas,
indicando la posibilidad de mantener células progenitoras en la adultez. Estos
investigadores consideran este caso como un ejemplo de una fuerte plasticidad
reproductiva demostrada por los Condrictios. Una condicion similar podria
observarse en M. schmitti. Por otro lado, Ravaglia y Maggese (2002)
describieron similares nidos de oogonias en un pez teledsteo, Synbranchus
marmoratus.

Los ovocitos de todas las especies de vertebrados producen una capa acelular
denominada “zona radiata”, “corion”, “membrana vitelina”, “envoltura
vitelina”, “cortex radiatus”, “zona pelacida” (Guraya, 1978, Laale, 1980,
McMillan, 2007). Los materiales que componen esta capa son depositados



durante el crecimiento del foliculo. Las investigaciones muestran que esta
capa acelular puede variar en su composicion y su grosor a lo largo del tiempo
(Lutton et al, 2005). Comienza a formarse en una determinada etapa de la
ovogeénesis pero aun se desconoce el factor desencadenante que la origina o
cuando exactamente empieza (Guraya, 1986).

Todas las especies de condrictios examinadas hasta la actualidad poseen una
zona pelacida que separa los ovocitos de la pared folicular asi como existe
una lamina basal entre la capa granulosa y las tecas. Cabe sefialar, que esta
zona acelular en las especies de tiburones es sustancialmente mas gruesa que
la encontrada en los batoideos (Davenport, 2003). Guraya (1986) refiere que
Gotting (1967, 1974) encontrd la formacion de dicha capa acelular en especies
viviparas y ovoviviparas diferente de la de aquellos que son oviparos, en que
decrece debido a las relaciones materno-embrionicas mas intimas en los
primeros mas que en los segundos (Guraya, 1986; Hamlett et al. 1999).
Muchas mas funciones han sido atribuidas a la zona pellcida, tales como el
sitio de union de receptores para la reaccion acrosomal, la prevencion de la
polispermia y el reconocimiento especie-especifico del esperma (Ravaglia y
Maggese, 2003).

La composicion quimica de la zona peltcida de toda especie icticola consiste
en mucopolisacaridos, proteinas y combinaciones de polisacaridos y
glucoproteinas (Anderson, 1967; Guraya, 1986; Breed et al. 2002; Ravaglia y
Maggese, 2003). Esto es similar para M. schmitti ya que dicha zona se colorea
PAS+, indicando la presencia de mucopolisacaridos.

Alrededor de la zona pellicida aparece un epitelio denominado folicular o
granulosa. De las especies de tiburones estudiadas hasta la actualidad, existe
un solo tipo de células que integra al epitelio folicular. Estas células
comienzan planas, luego se diferencian en cuboideas y finalmente se elongan
hasta hacerse cilindricas (Davenport, 2003). Cuando la vitelogénesis finaliza,
temporariamente, estas células conforman un epitelio estratificado.

Esta diferenciacion celular sucede en la especie estudiada, M. schmitti, y la
naturaleza transitoria de las células foliculares que se tornan en una monocapa
en estadios avanzados sugeriria una condicién temporaria que serviria de
reserva celular para ser empleada durante el crecimiento del ovocito (Guraya,
1986).

Los ndcleos de las células foliculares en M. schmitti, son desplazados hacia la
regién basal celular al final de la foliculogénesis. Numerosos estudios
histologicos demuestran que, durante la foliculogénesis, las células foliculares
se diferencian en uno o dos tipos; por ejemplo, en Squalus acanthias,
Chiloscyllium griseum, Heptanchus cinereus, Mustelus laevis, Scyliorhinus
canicula, Scyliorhinus stellaris, Scymnus lichea, Spinax niger, las células



foliculares permanecen todas cuboideas o cilindricas, en cambio en Chimaera
monstrosa, Myliobatis bovina, Raja spp, Scyllium spp, Torpedo marmorata,
Trygon violacea, algunas de ellas se transforman en piriformes y mas grandes
(Lutton et al., 2005).

De acuerdo a Davenport (2003), las células foliculares comienzan como
planas, se diferencian en cuboideas aproximadamente cuando alcanzan los 0.5
mm de diametro y se alargan en cilindricas cerca de los 2.0 mm. Las células
planas que acompafian al ovocito constituyen en conjunto el foliculo
primordial (Hamlett et al. 1999). Las células foliculares contienen diferentes
organelas como el aparato de Golgi, vesiculas, mitocondrias y cuerpos densos
que se hacen evidentes en la microscopia electrénica. Guraya (1986)
menciond estas caracteristicas para especies de teledsteos (Jollie y Jollie,
1964; Hurley y Fischer, 1966; Wourms y Sheldon, 1976; Ohta y Teramishi,
1982). Estudios actuales refieren las mismas estructuras para las especies de
condrictios (Hamlet et al., 1999; Prisco et al., 2002a; Prisco et al., 2002b;
Prisco et al., 2007; Davenport et al., 2011). Estas organelas incrementan su
numero durante el desarrollo del foliculo. Lo mismo ha sido observado en M.
schmitti.

Las celulas foliculares parecen ser capaces de producir progesterona,
testosterona y estradiol independientemente del eje hipotalamico-hipofisario,
lo cual es totalmente diferente de otros grupos de vertebrados (Lutton et al.
2005). Los estudios histoquimicos también sugieren que dichas células
estarian involucradas en la sintesis de diferentes proteinas y lipidos durante el
desarrollo del ovocito (Ravaglia y Maggese, 2003; Hamlett et al. 1999a).

La capa tecal estd constituida por células y fibras de tejido conectivo que
rodean al epitelio folicular, el cual descansa sobre la l1dmina basal. M. schmitti
presenta una capa compacta de células tecales que rodean al epitelio folicular
con fibras externas laxamente dispuestas. Esta disposicion de la teca recuerda
a la que posee Urobatis jamaicensis (Hamlett et al. 1999). En otros condrictios
como Torpedo marmorata (Prisco et al., 2002), Squalus acanthias (Lance and
Callard, 1969) y Scyliorhinus canicula (Dodd y Dodd, 1980), las celulas
tecales se dividen en dos capas, interna y externa; la primera con células
planas de aspecto fibroso y las segundas, cubicas. Por otro lado, en
Rhinobatus granulatus y Scoliodon sorrakowah (Guraya, 1978) esta
disposicidn aparece de manera invertida.

La degeneracion de los foliculos antes de la ovulacion es comun entre los
elasmobranquios. Esto puede ocurrir en cualquier estado del desarrollo del
ovocito y puede contener cantidades variables de vitelo en el citoplasma. Se
hace dificil distinguir macroscépicamente los foliculos preovulatorios de los



postovulatorios en algunas especies. Mustelus schmitti es un ejemplo de esto.
Los foliculos atrésicos estan formados por la degeneracion de los foliculos
preovulatorios presentando los mismos elementos del foliculo propiamente
dicho. Este proceso puede ocurrir en cualquiera de los tamafios que alcancen
los foliculos dependiendo de mecanismo que ain no han sido dilucidados. Se
ha descripto la atresia en foliculos pequefios en varias especies de
elasmobranquios. Las observaciones ultraestructurales en Torpedo marmorata
indican la disolucion del nicleo, la degeneracion de mitocondrias y otros
elementos citoplasmaticos (Chieffi Baccari et al, 1992).

Otro proceso similar a la atresia pero donde la maduracion es alcanzada, es la
formacién del cuerpo luteo (corpus luteum). El epitelio folicular persiste in
el ovario y degenera por apoptosis, que es el mayor mecanismo de eliminacion
de este tipo de células (McMillan, 2007). No obstante, en algunas especies de
elasmobranquios, las células foliculares proliferan después de la ovulacion
como en el caso de Squalus acanthias y en varias especies de Raja Yy
Scyliorhinus stellaris; ambas células, tecales y foliculares constituyen al
cuerpo luteo (Fasano et al., 1989). De todas maneras, la organizacion basica
del cuerpo Iuteo en los elasmobranquios es similar tanto en especies oviparas
como en las viviparas, consistiendo en células lipidicas que derivan de las
células foliculares. El cuerpo luteo en los peces oviparos se degrada en un
corto periodo de tiempo mientras que en los viviparos persiste durante la
gestacién (MacMillan, 2007).

El estradiol, la progesterona y la testosterona son las hormonas que regulan la
foliculogénesis y la vitelogénesis. La informacion disponible sugiere que las
hormonas ovéricas regulan la funcion del tracto reproductor. El estradiol y la
testosterona actdan conjuntamente en el desarrollo folicular y la progesterona
estd asociada con la retencion de los huevos al comienzo de la gestacion y méas
tarde a la de los embriones. El epitelio folicular de diversas especies de
condrictios secreta testosterona, estradiol-173 y progesterona sin la
intervencion de las células tecales. Estas células producen predominantemente
testosterona como el cuerpo luteo. Este ultimo también es responsable de la
secrecion de progesterona en especies tanto viviparas como oviparas
(McMiillan, 2007).

Como fue mencionado anteriormente, los ovarios de los Condrictios se hallan
embebidos en el 6rgano epigonal, un tejido linfomieloide. Este es un tejido
inmune que funciona como la médula 6sea de los vertebrados superiores
produciendo leucocitos. La asociacion directa de las gbnadas con este tipo de
tejido sugeriria una relacion funcional entre ambos. Un sistema portal del



ovario y el organo epigonal en Leucoraja erinacea induce a pensar que el
tejido epigonal filtraria el material antigénico del ovario (Lutton y Callard,
2004). En varias especies se ha demostrado una directa asociacién entre las
células del ovario y el organo epigonal como en Urobatis jamaicensis
(Hamlett et al. 1999), Raja asterias (Andreucetti et al. 1999), Torpedo
marmorata (Prisco et al. 2002b) y Leucoraja erinacea (Lutton y Callard,
2004). También se ha detectado la presencia de leucocitos en las capas tecales
de las especies mencionadas anteriormente, a excepcion de Raja asterias
(Hamlett et al. 1999; Prisco et al. 2002b, Lutton y Callard, 2004). Ademas,
Lutton et al. (2005) mencionan que Fange y Pulsford (1983) demostraron
diapedesis en leucocitos de elasmobranquios, lo que indicaria una constante y
fluida conexion entre las células tipicas ovaricas y el érgano epigonal.

Recentemente, Bircan-Yildirim et al. (2011) describieron el 6rgano epigonal
de Rhinobatos rhinobatos y mencionaron la dificultad de observar a simple
vista a dicho dorgano en hembras maduras pero que nunca desaparece
completamente de los cortes microscopicos. Los autores también sefialan que
el contacto entre las gonadas y el 6rgano epigonal varia de una muestra a otra.
Este hecho también fue observado en M. schmitti. Esto llevaria a plantear
algunas preguntas aun sin resolver tales como, si este organo linfomieloide
actuaria durante algun tiempo de la vida del animal o su funcion variaria de
acuerdo a las especies 0 a su modo reproductivo. Sin duda, investigaciones
mas profundas dentro de este campo seran requeridas en el futuro.



Figura 1: Anatomia y organizacién basica de un foliculo ovarico.

a: Macrofotografia de un ovario maduro. La flecha sefala la vascularizaciéon. Se observan cuatro huevos
llenos de vitelo (color naranja) y los demds son previtelogénicos.

b: Microfotografia de un ovario de una hembra inmadura. El rgano epigonal estd mas desarrollado que el
6rgano reproductivo. La flecha indica las incipientes células foliculares. Masson. 20X.

c: Ovario en maduracién. Los foliculos se hallan en distintos estados madurativos con la capa tecal
rodedndolos (flecha). H & E. 10X.

d: Ovario maduro. La zona pellcida esta completamente desarrollada (flecha). Se distingue un cuerpo luteo
entre los foliculos. Masson. 10X.

BV: Vaso sanguineo; CL: cuerpo luteo; E: 6rgano epigonal; Oo: ovocito.



Figura 2: Microscopia 6ptica de los elementos de un foliculo ovarico y la microestructura del epitelio
folicular.

a: Zona pelucida muy desarrollada en un foliculo en proceso de vitelogénesis. Masson. 40X.
b: La zona pelucida se hace mas delgada (flecha). PAS.40X.

c: La zona pelucida se adelgaza mientras el foliculo crece. Se observan pequefias vesiculas dentro de las
células foliculares. Estas se hallan enmarcadas por la membrana basal y la zona pelucida. PAS. 100X.

d: Corte semifino de células foliculares con nucleos desplazados hacia la membrana basal mientras las
vesiculas vitelinas son sintetizadas. La zona pellcida se adelgaza. Azul de Toluidina. 100X.

BM: Membrana basal; FC: Células foliculares; Oo: ovocito; TC: Células tecales, Y: Vitelo; ZP: Zona pelucida.



Figura 3: Microestructura de un cuerpo luteo y un foliculo atrésico.

a: Corte de un cuerpo Iiteo mostrando sus células secretoras. Las células tecales rodean a dicha estructura.
Masson. 40X.

b: Cuerpo IUteo en el que se evidencia la membrana basal con la tincién especifica (flechas). PAS. 40X.
¢: Un foliculo atrésico mostrando la zona peltcida replegada sobre si misma. Masson.20X.

d: Detalle de un foliculo atrésico. Algunas células foliculares permanecen con nucleos picnéticos. La capa
tecal se encuentra muy desarrollada. Masson.60X.

BV: Vaso sanguineo; CL: Lumen central; E: drgano epigonal; FC: células foliculares, TC: células tecales; ZP:
Zona pelucida.



Figura 4: Microfotografias de cortes semifinos y microscopia electréonica de células foliculares.

a: Oogonias con sus células foliculares dispuestas en conjunto. Azul de Toluidina. 100X.

b: Un foliculo primordial con células foliculares planas donde se observan las vesiculas precursoras de vitelo
siendo sintetizadas (flecha). Azul de Toluidina. 100X.

c: Las vesiculas secretoras se alinean sobre la membrana citoplasmatica. Numerosas mitocondrias se redinen
cerca de la zona pelucida préxima al aparato de Golgi.

d: Célula folicular con vesiculas secretoras en su interior.

FC: Células Foliculares; GC: Aparato de Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; O: Ovogonia; Oo: ovocito; SV:
vesiculas secretoras; ZP: Zona peldcida.



Figura 5: Ultraestructura de células foliculares.

a: Las vesiculas secretoras (asterisco) se fusionan cerca de los nucleos de las células foliculares.

b: Microfotografia de TEM de las zonas periféricas de las células foliculares donde la fusiéon de las vesiculas
puede ser observada (circulo). Algunas mitocondrias y el aparato de Golgi también estan presentes.

GC: Aparato de Golgi; M: Mitocondria; N: Nucleo; SV: Vesiculas secretoras.



Capitulo 4
Glandula Oviductal

Resumen

Se examinaron microscopicamente las glandulas oviductales tanto inmaduras
como maduras de M. schmitti. Los resultados indican que dichas glandulas
poseen la misma zonificacion que en la mayoria de los Condrictios;
nombradas de anterior a posterior son: zonas Club, Papilar, Baffle y Terminal.
La glandula en su totalidad estd compuesta por glandulas tubulares simples
que se conectan por medio de conductos a lo largo de todo el érgano. La zona
Club presenta una forma tipica de hacha india con un epitelio simple cilindrico
ciliado incluyendo células secretoras PAS (+) y AB (+). La zona Papilar se
caracteriza por pequefias laminillas conicas en namero de tres. El epitelio de
esta zona contiene células ciliadas con nucleo apical y células secretoras con
nucleo basal que se colorean AB (+). La zona Baffle consiste en una lamina
aplanada que alterna con ‘“‘spinnerets”, las cuales son pequefias y delgadas
proyecciones dispuestas a ambos lados de la misma. La estructura completa se
presenta en nimero de ocho a nueve unidades. Un epitelio simple cilindrico
ciliado recubre tanto las spinnerets como la ldmina plana y no se observo
tincion positiva tanto para AB como para PAS. El epitelio de la zona Terminal
es PAS (-) y AB (+), y delgados tubulos que corren de manera adyacente a la
zona Baffle son el sitio donde grupos de espermatozoides son observados en el
lumen. EIl epitelio de los tubulos de almacenaje espermatico no se tifie con
ninguna de las coloraciones empleadas. También fue observado esperma en la
zona Baffle, pero se presume que su disposicion ahi se deberia al recorrido
hacia la fecundacion ya que se hallaba disperso entre los pliegues del epitelio.
Por medio de la microscopia electronica de barrido pudo ser detectado el
esperma en las zonas Baffle y Club de una hembra prefiada.

Introduccion

Todas las especies de Condrictios desarrollan una glandula Gnica en su tipo
derivada de los oviductos denominada glandula oviductal (OG) de acuerdo a
la terminologia adoptada por Hamlett et al., 1998a.

Esta glandula es una expansién del oviducto anterior cuando el animal esta
inmaduro. Al alcanzar la madurez, la misma adquiere una forma acorazonada
con extensiones laterales que recuerdan a los cuernos de un carnero. Se
observan cuatro zonas tipicas considerando desde proximal a distal: Club,



Papilar, Baffle y Terminal (Hamlett et al., 1998a). La morfologia externa e
interna de esta glandula fue estudiada por varios autores (Metten, 1939;
Nalini, 1940; Prasad, 1945, 1948; Brown, 1955; Rusaolen et al. 1976;
Hamlett, 1996, 2002; Knight et al., 1996; Conrath y Musick, 2002;Hamlett et
al., 1998, 2002a, 2005; Smith et al., 2004; Storrie et al., 2008; Serra-Pereira et
al., 2011).

En algunas especies, la zona Baffle no esta desarrollada como en Urobatis
halleri (Babel, 1967), Urobatis jamaicensis (Hamlett, 1996, Hamlett et al.,
1998), Myliobatis nieuhofii (Prasad, 1951); se presentan solamente las zonas
Club y Papilar.

Excepcionalmente, existe una sola familia, Narcinidae (Torpediniformes), que
no posee glandulas oviductales (Prasad, 1945).

Las zonas Club y Papilar producen diferentes cubiertas gelatinosas que cubren
el huevo en su paso hacia el dtero. La zona Baffle secreta diversos tipos de
sustancias que tambien cubren al huevo. La zona Terminal es donde se
almacena el esperma y es la responsable de la formacion de los filamentos de
la superficie de la capsula en algunas especies de Raja.

Segun Hamlett et al. (1998), a pesar de las variaciones entre las especies, la
glandula oviductal parece ser que emplea el mismo proceso basico de
ensamble para producir tanto capsulas duras como blandas o envolturas
ovocitarias. La extrusion del material se realiza por medio de conductos de la
glandula formando una lamina simple que cubre al huevo. La cubierta extruida
de este modo, dispone las moléculas de una manera compleja y precisa. Dicho
proceso ha sido investigado en especies oviparas (Knupp et al., 1996; Knupp
et al., 1998; Knupp y Squire, 1998; Koob y Cox, 1988; Rusaolen et al., 1976;
Smith et al., 2004; Oddone et al., 2008) pero en ninguna vivipara por lo tanto
se asume que ocurre lo mismo para estas Gltimas especies.

Resultados

La glandula oviductal puede ser observada macroscopicamente en la Figura la
con su caracteristica forma de corazoén. También se muestra un corte
longitudinal en la misma foto. La microscopia electronica de barrido
proporciond una completa idea del paso del huevo a traves del lumen de esta
glandula. Cada tubulo libera su propia secrecion en el conducto central
(Figuralb).

La glandula oviductal inmadura es una expansion del oviducto. Al comienzo
de la maduracién, el lumen se expande Yy en una fase posterior, la superficie



del epitelio se pliega para dar las formas caracteristicas de cada zona (Figura
1c, d).

La glandula oviductal madura se forma con las cuatro zonas: Club, Papilar,
Baffle y Terminal. Basicamente, cada zona consiste en tubulos secretores
rodeados de tejido conectivo vascularizado los cuales liberan sus secreciones
hacia el lumen glandular (Figura 2a, b).

Zona Club

La zona Club se caracterizo por pliegues epiteliales con forma de hacha. Esos
pliegues alternan con depresiones donde se vacian glandulas tubulares simples
(Figura 3a, b). El epitelio de los tabulos presentd dos tipos celulares: uno, con
nucleo apical con grénulos de cromatina y ciliado y el otro, estaba
representado por células secretoras con nlcleo basal con granulos de
cromatina que se colorea, PAS (+) y AB (+).

Zona Papilar

La zona Papilar se distinguio por las laminillas delgadas con células que
contienen nudcleos ovales eucromaticos que alternan con glandulas tubulares
simples que se tifien PAS (+) y AB (-) (Figura 3b, c). El epitelio era simple
cilindrico ciliado como el de la zona Club. Estas glandulas se colorearon més
intensamente PAS (+) que las que se encuentran en la zona Club. Esta zona se
presentd con no mas de tres o cuatro pliegues. Estas laminillas son menos
numerosas que en el resto de las zonas (Figura 3c, d).

Las fila mas caudal de tubulos consiste en una hilera simple de tdbulos, AB
(+) (Figura 4a). El epitelio de estos tbulos presentd dos tipos de células que
se caracterizan por nucleos basales heterocromaticos y nucleos luminales con
componentes eucromaticos (Figura 4b).

Zona Baffle

La unidad funcional de la zona Baffle esta formada por una proyeccion plana
con un centro de tejido conectivo que alterna con “spinnerets”, que son
pequefias prolongaciones dispuestas a ambos lados del pliegue plano. La
estructura en su conjunto se presenta en numero de ocho a nueve unidades. Un
epitelio simple cilindrico ciliado recubre tanto a la proyeccién plana como a
las ““spinnerets” y no se observd coloracion AB ni PAS en ellas. Dos tipos de
células formaron los tubulos, uno, ciliado con nucleo oval apical y el otro es
secretor con ndcleo redondeado basal. Las células ciliadas eran menos
numerosas que las secretoras. La microscopia electrénica mostrd algunas
células secretoras con vesiculas claras en cuyo interior hay un centro denso
(Figura 4c).



Se detecto también esperma en la superficie de la zona Baffle (Figura 4d). Se
asume que su presencia en dicha zona se deberia al transito hacia el évulo para
la fecundacion.

Zona Terminal

El epitelio de esta zona contiene células ciliadas con nucleo apical y células
secretoras con nucleo basal que se colorean AB (+) (Figura 5a). La zona
Terminal esta formada por tabulos alargados que corren adyacentes a la zona
Baffle donde grupos de espermatozoides se observaron en el lumen (Figura
5b), indicando el lugar de almacenaje espermatico. Estos tabulos estaban
asociados con vasos sanguineos. Los grupos de espermatozoides dentro de
dichos tubulos, no presentaron patron alguno en su disposicion (Figura 5c). El
epitelio de los tubulos donde se almacena el esperma no se colored con
ninguna de las coloraciones utilizadas en este estudio.

También se observo esperma en las zonas Club (Figura 5d) y Baffle (Figura
6a) en una hembra prefiada de M. schmitti.

Cortes semifinos revelaron diferencias entre los tdbulos de la zona Terminal
que almacenaban esperma y aquellos que no los contenian. Los tubulos sin
esperma tenian celulas secretoras con nucleos basales y granulos de secrecion
esféricos (Figura 6b). Con el uso de TEM, se pudieron observar claramente los
nucleos apicales de las células ciliadas y los granulos redondos de las células
secretoras que desplazan al nacleo a su parte basal (Figura 6c).

El almacenaje espermatico se registrd en la glandula oviductal a lo largo de
todo el ciclo reproductivo, estando adn la hembra prefiada. Esto podria sugerir
que el aparato reproductor de la hembra podria retener esperma en la glandula
oviductal cerca 11 meses. Una observacion notable de destacar es que la
secrecion en los tabulos de almacenaje espermatico era escasa y no tenia
contacto con el mismo (Figura 6d). Esto fue confirmado con la microscopia
electronica de transmision en detalle (Figura 6e).

Discusion

Las funciones de esta particular glandula son producir coberturas gelatinosas,
formar la envoltura terciaria del huevo, almacenar y nutrir al esperma y
protegerlo del ataque inmunoldgico materno (Hamlett et al., 2005). Esta
glandula permite la formacion de cubiertas gelatinosas que se hacen plegables
lo que constituye una estrategia para formar protecciones grandes en un
espacio reducido. Casi todas las especies de Condrictios presentan en sus
glandulas oviductales las cuatro caracteristicas zonas: Club, Papilar, Baffle y
Terminal. Las zonas Club y Papilar estan presentes en especies oviparas o



viviparas y son las responsables de producir las cubiertas gelatinosas que
cubren al huevo. Incluso en Urolophus jamaicens, el cual no posee zona
Baffle ya que no presenta una envoltura ovocitaria, aparecen ambas zonas,
Club y Papilar (Hamlett et al., 1998; Hamlett et al., 1999c).

La zona Baffle produce varios tipos de cubiertas ovocitarias que son comunes
dentro de los peces condrictios (Hamlett et al.1997). La zona Terminal es la
encargada de almacenar esperma en sus tubulos y produce secreciones que
forman los filamentos de la superficie de la capsula de algunas especies de
Raja (Hamlett et al., 2002a).

La diversidad en la naturaleza de la cubierta gelatinosa podria existir también
en especies con diferentes modos reproductivos. En algunos tiburones y rayas,
el huevo y la cubierta llenan totalmente la capsula ovigera y los embriones en
desarrollo rompen la envoltura que los cubre para completar su crecimiento de
manera libre dentro del Utero. En otras especies viviparas, la cubierta
gelatinosa ocupa solo una porcion pequefa de la capsula. Y en los tiburones
placentarios el componente gelatinoso es reducido y rodea al huevo fertilizado
durante las primeras etapas de gestacion (Hamlett et al. 2002a).

La técnica de PAS es usada para reconocer glicoproteinas o cualquier
sustancia mucosa que contenga azucares neutros. La coloracion AB pH 2,5
sefiala la presencia glucosaminoglucanos acidos sulfatados y no sulfatados y
sialoglucoproteinas. Por lo tanto, las glucoproteinas o cualquier sustancia
mucosa que contenga azucares neutros se encuentran en las células basales de
las laminillas de la zona Club y en los tabulos de las zonas Club y Papilar. Por
otro lado, los glucosaminoglucanos acidos sulfatados y no sulfatados son
secretados por las células de los tabulos de las zonas Club y Terminal. La
composicién quimica exacta de dichas secreciones todavia deber ser
investigada.

Considerando estudios histoquimicos de la glandula oviductal de
Callorhynchus milli (Smith et al., 2004) es posible observar que la zona Club
es PAS (+) y AB pH 2,5 (+), la zona Papilar es AB (+), la zona Baffle, PAS y
AB (-) y la zona Terminal, fuertemente AB (+). Comparando con M. schmitti
se encontr6 que las zonas Club, Baffle y Terminal son idénticas
histoquimicamente mientras que la zona Papilar es PAS (+), AB (-).

El tiburén lago omanensis presenta las cuatro zonas tipicas en sus glandulas y
las células que las componen son practicamente idénticas (Fishelson vy
Baranes, 1998; Hamlett et al., 2002a) a aquellas que se encuentran en M.
schmitti pero en este Gltimo, la zona Terminal es AB (+) y PAS (-). La zona
Terminal en |. omanensis es PAS (+). Existen diferencias entre las zonas
Papilar y Terminal de Callorhynchus milli e lago omanensis respecto a
aquellas pertenecientes a M. schmitti. Las tres especies han desarrollado



diferentes modos reproductivos y esa podria ser la razon de las diferencias en
la naturaleza de las secreciones. Evidentemente, una mayor investigacion es
requerida para dilucidar este punto.

Se hall6 esperma en la zona Baffle de la glandula oviductal de Mustelus
schmitti pero se debe a su transito hacia el oviducto anterior donde la
fertilizacion se lleva a cabo. Este esperma seria removido cuando los huevos
fertilizados descienden hacia el Gtero. Hasta la actualidad, la zona Terminal es
la Unica area considerada para el almacenaje espermatico. Otros autores
también mencionan la presencia de esperma en la zona Baffle (Stevens, 2002;
Basallo et al. 2011) pero lo ubican dentro de los tabulos, lo que sugeriria otro
sitio para almacenar esperma.

La complejidad de la zona Baffle estd directamente relacionada con la
complejidad de la capsula producida y dado que M. schmitti es una especie
vivipara aplacentaria, dicha zona muestra una estructura simple; lo mismo
ocurre para las zonas Club y Papilar, que no estan muy desarrolladas.

La presencia de esperma en la zona Club en una hembra prefiada indicaria que
el esperma almacenado seria el que fertiliza a los ovocitos en lugar del
esperma fresco. Chiaramonte y Pettovello (2000) sugieren que el
apareamiento ocurre antes del parto con inmediata ovulacion. Ellos capturaron
una hembra con embriones y huevos “in utero” Yy pequefios huevos en el
ovario y otro ejemplar con embriones y huevos uterinos. Escasos ejemplos de
hembras con embriones y huevos han sido reportados por pescadores. Una
posible explicacion a este fendmeno podria ser que la fertilizacién ocurra con
el esperma almacenado y algunas veces descenderian los huevos fertilizados
antes que la paricion suceda. La ovulacion ocurriria simultaneamente con la
prefiez. Los apareamientos no pueden suceder antes del parto debido a que el
paso de los embriones por el cérvix arrastraria el esperma depositado en el
utero.

Otros autores han encontrado esperma en la glandula oviductal de Dasyatis
sabina (Maruska et al., 1996) pero no especifican la zona.

Cabe destacar que el epitelio que mantiene almacenado al esperma es AB and
PAS (-). También es notorio que el epitelio de la zona Baffle, donde se ha
encontrado esperma numerosas veces, presenta la misma reaccion
histoquimica que la zona Terminal. Estudios similares han sido practicados en
un pez teledsteo llamado Helicolenus dactylopterus dactylopterus, donde el
epitelio ovarico libera granulos altamente PAS positivos al lugar donde el
esperma es guardado en las primeras etapas del periodo de almacenamiento
(Mufioz et al., 2002). Tal vez, el esperma de M. schmitti necesite un medio
neutro para no sufrir la reaccién de capacitacion espermatica.



Pratt (1993) estudio once especies de tiburones pertenecientes a la costa Este
del Atlantico Norte y se encontr6 almacenamiento espermatico en nueve de
ellos (Alopias vulpinus, Lamna nasus, Carcharinus obscurus, Carcharinus
plumbeus, Galeocerdo cuvieri, Prionacea glauca, Rhizoprionodon terranovae,
Sphyrna lewini y Sphyrna tiburo). Solamente Isurus oxyrinchus y Alopias
superciliosus carecen de esperma en sus respectivas glandulas oviductales. Por
otro lado, sélo un adulto hembra de Alopias vulpinus presentd una cantidad
moderada de esperma en los tubulos y el lumen de la glandula oviductal. Este
autor considera que los tiburones Lamniformes siendo plesiomorficos han
desarrollado un estilo de inseminacion méas simple. En cambio, los tiburones
Carcariniformes muestran una variedad mayor de modos reproductivos.
Hamlett et al. (1998) hicieron un relevamiento de varias glandulas oviductales
de distintas especies como Scyliorhinus canicula, S. stellaris, Raja erinacea,
R.eglanteria, R. clavata, Squalus acanthias, Mustelus canis y Urolphus
jamaicensis. La morfologia de estos érganos muestra las mismas cuatro zonas
a pesar de la variacion en sus modos reproductivos.

La zonaTerminal es la ultima zona de la glandula oviductal, la cual es el sitio
de formacion de los filamentos que adornan el exterior de la capsula ovigera
en las especies oviparas. Siendo M. schmitti viviparo, esta zona solo almacena
esperma Yy desarrolla pliegues bajos que descienden hacia el utero. Estudios
recientes en Raja clavata (Serra-Pereira et al., 2011) determinaron que la zona
Terminal no estaba involucrada en el almacenaje espermatico y su superficie
estaba mas extendida debido a la especializacion en la formaciéon de los
filamentos de la capsula ovigera.
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Figura 1: Organizacién basica de la glandula oviductal inmadura y madura.

a: Macroscopia anatémica de la glandula oviductal.

b: Microfotografia de barrido de la gldndula. Se observan los tubulos que desembocan en el lumen.

c: Corte sagital de una glandula oviductal inmadura. Masson.

d: Corte sagital de una glandula oviductal inmadura en un estadio de mayor desarrollo que en la Figura 1c.

Aparecen los tubulos y los pliegues del epitelio se comienzan a formar. PAS. 10X.

BZ: Zona Baffle; CT: Tejido conectivo; CZ: Zona Club; IS: Istmo; K. Rifidn; L: Lumen; La: Laminillas; PZ: Zona
Papilar; OV: Oviducto; TG: Glandulas tubular; TZ: Zona terminal.
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Figura 2: Organizacién de la estructura interna de la glandula oviductal.

a: Corte sagital de un glandula madura donde se muestra la coloracién histoldgica en las diferentes zonas.
PAS/AB. 9600ppp.

b: Esquema de la organizacién de las zonas de la glandula oviductal.

BZ: Zona Baffle; CB: Zona Club; CRT: Ultima fila de tibulos de la zona Papilar; Ov: Oviducto; PZ: Zona Papilar;
SST: Tdbulos de almacenamiento espermatico.



Figura 3: Estructura de las zonas Club, Papilar y Baffle.

a: Estructura de la zona club. Tincion PAS/AB (+) de células dispuestas entre los pliegues del epitelio. PAS/AB.
20X.

b: Estructura de las zonas Club, Papilar y Baffle. Masson. 20X.
c: Células secretoras de la zona Papilar con nucleos basales y granulos PAS (+) (flecha). PAS/AB. 20X.
d: Microfotografia de barrido de la continuidad entre las zonas Papilar y Baffle.

BZ: Zona Baffle; CZ: Zona Club; CT: Tejido conectivo; GS: Granulos de secrecidn; L: Lumen; La: Laminillas; PZ:
Zona Papilar; SC: Células Secretoras; T: Tubulos.



Figura 4: La fila mas caudal de la zona Papilar y la organizacidon estructural de la zona Baffle.

a: La fila mas caudal de tubulos de la zona Papilar se tifie AB(+) mientras que el resto de dicha zona se colorea
fuertemente PAS(+). PAS/AB .10X

b: Detalle de los tubulos entre la zona Baffle y Papilar. PAS/AB .40X.

c¢: Corte semifino de un tubulo de la zona Baffle. Las células ciliadas con nucleo apical son menos numerosas
que las células secretoras con nucleo basal. Azul de Toluidina. 100X

d: Presencia de esperma en la zona Baffle (flecha). Masson. 40X.

AN: Ndcleo apical; BC: Células sanguineas; BN: Nucleo basal; BP: Regidn plana Baffle; BT: Tubulos Baffle; BV:
Vaso sanguineo; CRT: Fila mas caudal de tubulos; CT: Tejido conectivo; PT: Tubulos papilares; Sp: Spinneret.



Figura 5: Presencia de esperma en las zonas Club y Terminal.

a: Epitelio de la zona Terminal con células secretoras AB (+). PAS/AB. 40X.

b: Almacenaje espermatico en la zona Terminal (flechas). Los tubulos donde se almacena esperma se ubican
cerca de la zona Baffle y estan asociados a una importante vascularizacion. Masson. 10X.

c: Detalle de un tubulo de la zona Terminal con almacenamiento espermatico. Masson. 100X.
d: Micrografia de barrido de la zona Club donde se observa la presencia de esperma (flecha).

BV: Vaso sanguineo; BZT: Tubulos de zona Baffle; CT: Tejido conectivo; E: Epitelio; L: Lumen; S: Esperma; SG:
Granulos secretores.



Figura 6: Presencia de esperma en las zonas Baffle y Terminal.
a: Micrografia de barrido de esperma (flecha) en la zona Baffle.

b: Corte semifino de un tubulo de la zona terminal. Los granulos de
secrecion son esféricos y diferentes de aquellos encontrados en los
tubulos de la zona Baffle. Azul de Toluidina. 100X.

c: Microfotografia electrénica de transmision de un tubulo de la zona
Terminal. Se evidencia claramente el nucleo apical de las células ciliadas y
los granulos de forma redondeada de las células secretoras que
desplazan al nucleo hacia la base. Azul de Toluidina. 100X.

d: Corte semifino de tdbulos de almacenaje espermatico. Hay escasos
granulos de secrecién que no entran en contacto con el esperma. Los
nucleos son basales eucromaticos con 1 6 2 nucléolos (flecha). 100X

e: Microfotografia electrénica de transmision de un tubulo de la zona
Terminal con esperma.

AN: Nucleo apical; C: Cilias; CC: Células ciliadas; SC: Células secretoras;
SH: Cabeza espermatica; GS: Granulos de secrecion; N: Nucleo; S:
Esperma; SF: Flagelo espermatico.



Capitulo 5
Utero

Resumen

Mustelus schmitti presenta un Gtero par, tubular y ambos funcionales. Los
mismos estan delimitados anteriormente por un istmo y posteriormente, por el
cérvix. Se emplearon microscopia Optica y electronica para estudiar las
regiones uterinas a lo largo de su maduracion. El istmo tiene epitelio simple
cilindrico ciliado, PAS (+) y AB (-), seguido de dos capas musculares de
disposicion circular y longitudinal, finalizando en una fina serosa. El cérvix
muestra un epitelio estratificado cilindrico, PAS (+) y AB (+), con tres capas
de masculo liso; la externa es circular y esta separada de la capa intermedia
longitudinal por un extenso y vascularizado tejido conectivo. La capa interna
también es de disposicion circular.

En animales inmaduros, el epitelio es simple cilindrico con pequefios y
numerosos pliegues, PAS (-) and AB (-). Por debajo de este epitelio, las fibras
musculares se disponen longitudinalmente alternando con tejido conectivo y
finalmente, se encuentra una serosa simple.

El epitelio uterino de la porcion anterior en hembras maduras es estratificado,
PAS (+) and AB (+) y con una rica vascularizacion subepitelial. A
continuacion se disponen tres capas musculares; la primera presenta una
disposicion particular de fibras, semejante a una red recubierta por tejido
conectivo. La segunda capa tiene fibras longitudinales divididas en dos por
tejido conectivo vascularizado y la tercera, es delgada y de disposicién
tambien longitudinal. Finalmente, una serosa tipica cierra el 6rgano.

En la porcion posterior uterina de las hembras maduras, el epitelio también es
estratificado pero con una mayor cantidad de células secretoras. Desde la base
hasta la parte apical de este epitelio, se puede observar como las células
forman secrecion y la disponen cada vez mas densamente en vacuolas.

El epitelio uterino al principio de la gestacion presenta una severa reduccion
en el nimero de capas requeridas para la difusion necesaria para el desarrollo
del embridn.

Se detectd la presencia de esperma en el cérvix y en la regién posterior del
tero, sugiriendo una particular interaccion entre el epitelio uterino y las
gametas masculinas.



Introduccion

El dtero de los Elasmobranquios es un organo par, el cual consiste en dos
largos tubos. Se hallan separados de las glandulas oviductales por el istmo y
de la cloaca por el cérvix. Ambos extremos sirven de esfinteres y previenen el
reflujo de secreciones y de los embriones (Matthews, 1950; Gilmore et al.,
1983; Baranes y Wendling, 1981; Hamlett y Koob, 1999a). En algunas
especies, solo un atero es funcional (Devadoss, 1982; Johnson y Snelson,
1996; Smith y Merrier, 1986; White et al., 2001).

Todos los Elasmobranquios inicialmente se alimentan de las reservas de vitelo
que se encuentran en el huevo. Esto sucede tanto para especies oviparas como
par las viviparas. Las primeras necesidades nutricionales del embrion son
abastecidas por el vitelo que es internalizado por las células blastodérmicas y
digerido intracelularmente (Hamlett et al., 1993). En las especies oviparas, el
utero mantiene la capsula ovigera durante la esclerotizacion hasta la puesta del
huevo (eso puede llevar varios dias). Después de la liberacion del huevo, el
desarrollo embrionario prosigue sin la contribucion materna, proceso
denominado lecitotrofia. Los solutos esenciales para finalizar el desarrollo
hasta el nacimiento, son tomados del agua marina.

El utero de las especies oviparas esta especializado en la formacion de la
capsula ovigera. Para ello, generalmente, se desarrolla una mucosa muy
plegada con células secretoras y ciliadas en el epitelio, una extensa
vascularizacion y paredes musculares. Ademas, las glandulas oviductales
producen una matriz que es liberada al lumen glandular. La pared y el epitelio
uterinos se modifican por el activo movimiento de la capsula que atraviesa el
lumen uterino. El Utero, ademads, sintetiza y secreta el material hacia el lumen
facilitando el transporte de oxigeno para el proceso de oxidacion utilizado en
el oscurecimiento de la capsula, y también tiene espacios intercelulares para la
remocion del agua del espacio interno uterino. Estas caracteristicas han sido
investigadas en especies oviparas por algunos autores (Stanley, 1963; Young,
1995; Koob y Hamlett, 1998; Hamlett y Hysell, 1998a; McMillan, 2007).
Muchos autores han demostrado que la diversidad en los modos reproductivos
de los Elasmobranquios evidencia una funcion uterina muy compleja (Jollie
and Jollie, 1967; Hamlett, 1986; Hamlett, 1990a; Hamlett, 1990b; Hamlett et
al. 1993; Dulvy y Reynolds, 1997; Hamlett y Hysell, 1998a; Hamlett y Hysell,
1998b, Fishelson y Baranes, 1998; Chen et al., 2001; Guallart y Vicent, 2001;
Stevens, 2002; Storrie et al., 2009). La mayoria de las especies viviparas
encapsulan los huevos con cubiertas gelatinosas producidas por la glandula
oviductal. La embriogénesis comienza dentro de estas envolturas. Desde ese



momento hasta el nacimiento, diversas formas de desarrollo se llevan a cabo
de acuerdo a los modos de viviparidad:

Viviparidad aplacentaria vitelina: Un cuarto de las especies de tiburones
actuales tienen este tipo de reproduccion (Hamlett y Koob, 1999b). En este
modo reproductivo, los embriones se nutren con el vitelo contenido en el saco
vitelino. El Gtero regula el medio intrauterino. El vitelo es transferido desde el
saco vitelino externo a través del cordon vitelino hasta el intestino
embrionario; finalmente, el complejo sincitial vitelo-endodermo lo digiere
(Hamlett et al., 1993; Moura et al., 2011). Antes que la gestacion esté
completa, la capsula se rompe y el embridn finaliza su desarrollo de manera
libre dentro de los fluidos uterinos. Squalus acanthias representa un ejemplo
de este tipo de reproduccién. El utero gravido se modifica con pliegues
dispuestos en hileras longitudinales. Dichos pliegues estan cubiertos con un
epitelio estratificado cubico con microvellosidades. Por debajo de la
membrana basal que delimita al epitelio hay un complejo de vasos sanguineos
yuxtaepiteliales, un delgado corion de tejido conectivo y capas musculares
(Jollie and Jollie, 1967; Hamlett and Hysell, 1998).

Viviparidad aplacentaria con vellosidades uterinas o trofonemata: esta
estrategia es utilizada s6lo por rayas. EI endometrio del Gtero desarrolla una
vascularizacion y secreta una sustancia rica en nutrientes. La misma es
ingerida por el embrion y absorbida por las branquias embrionarias externas
(Hamlett et al., 1993). El epitelio uterino desarrolla unas vellosidades largas
vascularizadas denominadas trofonemata. Cada una de esas prolongaciones
posee un centro con un vaso sanguineo que se ramifica en capilares que
proveen a la periferia de la proyeccion. La superficie entera del Utero esta
disponible para la secrecion (Hamlett et al., 1996a). El ejemplo tipico para
este tipo de reproduccion se encuentra en Urolophus jamaicensis (Hamlett y
Hysell, 1998a).

Viviparidad aplacentaria con oofagia y canibalismo intrauterino: solo unas
pocas especies de tiburones Lamniformes emplean este modo reproductivo
(Hamlett y Koob, 1999b). El desarrollo embrionario inicial es el mismo que el
de las especies aplacentarias con saco vitelino. Primeramente, los embriones
dependen del material del saco embrionario y luego los nutrientes provienen
del vitelo contenido en los huevos liberados en la ovulacion. Los embriones se
alimentan de estos huevos y almacenan el vitelo en la porcidn cardial del
estomago; también practican canibalismo. El primer embridn que alcanza los
80-100 mm de largo es el dominante y comienza a alimentarse de los otros



embriones hermanos. Finalmente, nacen sendos embriones de cada Utero.
Carcharias taurus, es el tiburon que ha desarrollado este modo reproductivo.
A medida que la prefiez avanza, el Utero forma pliegues longitudinales,
densamente vascularizados que funcionan como membranas respiratorias
(Stribling et al., 1980; Gruber y Compagno, 1981; Gilmore, 1983; Gilmore,
1991; Gilmore, 1993; Hamlett et al., 1993; Chen et al., 1997; Hamlett y Koob,
1998; Yano et al., 1999; Costa et al., 2002).

Viviparidad placentaria: ocurre solo en tiburones y estd representada por el
10% de las especies actuales (Hamlett y Koob, 1999b). El desarrollo
embrionario es similar al de los viviparos aplacentarios, donde los huevos son
encapsulados y los embriones se nutren del vitelo. En la mitad de la gestacion,
las secreciones uterinas aumentan mientras el vitelo almacenado disminuye y
en las Ultimas fases de la prefiez se forma la placenta (epiteliocorial). El saco
vitelino se implanta en la pared uterina pero no invade tejidos profundos de
dicha estructura. Rhizoprionodon terraenovae €S una especie Vivipara
placentaria en la cual el Gtero a término estd modificado en un epitelio simple
cubico con vascularizacion adyacente. Existe un contacto intimo entre la
porcion fetal de la placenta (antiguo saco vitelino) y la cubierta ovocitaria que
delinea el epitelio uterino (Hamlett, 1987; Hamlett y Hysell, 1998a). En
general, los tiburones placentarios desarrollan compartimentos separados
donde cada embrion esta rodeado por su propia envoltura ovocitaria. La
orientacién de cada embridn en cada compartimento cambia de oblicua a
longitudinal durante la prefiez y esta rotacion constituye un movimiento
natural para facilitar el nacimiento (Hamlett et al., 1993; Hamlett y Hysell,
1998Db; Storrie, 2004).

Tota (1999) sefiala que muchas especies de Elasmobranquios son viviparas y
algunas experimentan una expansion del volumen sanguineo relacionado con
una placenta altamente vascularizada (Hamlett, 1987) y a una mucosa uterina
hipertrofiada en el caso de las rayas (Hamlett et al. 1985, 1996). Por ejemplo,
en la prefiez de Squalus suckleyi, el volumen sanguineo aumenta de 5% al0-
13% sin cambio en el hematocrito (Martin, 1950). Aunque ningun estudio ha
documentado cuanto seria el “costo” de la viviparidad en términos de ajustes
cardiovasculares, se deberia esperar adaptaciones cardiacas notables en
respuesta a semejantes cargas hemodinamicas.

Dentro del género Mustelus, solo se observan dos modos reproductivos:
placentario y aplacentario. Los estudios han demostrado que ocho especies
son placentarias (M. griseus, M. canis, M. mustelus, M. norrisi, M. higmani,
M. dorsalis, M. californicus y M. henlei), seis aplacentarias (M. antarticus, M.



palumbes, M. lenticulatus, M. manazo, M. schmitti y M. mento) y nueve
especies en las cuales el modo reproductivo no ha sido descripto aun (M.
mosis, M. punctulatus, M. lunulatus, M. whitleyi, M. fasciatus, M. maculatus,
M. albipinnis (Castro Aguirre et al., 2005), M. sinusmexicanus y M. asterias)
(Storrie et al., 2009).

La composicion general de todas las regiones uterinas de la mayoria de los
Condrictios consiste en a) un epitelio con membrana basal, b) tejido conectivo
vascularizado, c¢) una capa muscular interna circular y una externa longitudinal
de masculo liso y d) la serosa. Las modificaciones en el Utero ocurren durante
el ciclo reproductivo. Los cambios mas notorios son el incremento en la
vascularizacion y el adelgazamiento de la superficie epitelial convirtiéndose
en una simple capa plana que facilita el intercambio gaseoso y la secrecion de
productos pero también cada una de las capas uterinas se modifican reflejando
la variedad de modos reproductivos propio de este grupo (Hamlet et al., 1993;
Hamlett y Hysell, 1998a; Hamlett y Koob, 1999; McMillan, 2007; Cateni et
al., 2003; Storrie et al. 2009).

El presente estudio provee una detallada informacion de los cambios
estructurales y funcionales sufridos por una especie vivipara aplacentaria de
Condrictio durante su desarrollo sexual.

Resultados

Mustelus schmitti mostré dos uteros, ambos funcionales, delgados y largos sin
ninguna expansion en toda su extension cuando el espécimen era inmaduro
(Figurala). Tan pronto como el proceso de maduracion comienza en las
hembras, se desarrolla una expansion desde la parte posterior del Utero hacia
la anterior (Figura 1b, c¢). En las hembras inmaduras, el epitelio simple
cilindrico presenta numerosos y pequefios pliegues, PAS (-) y AB (-). Por
debajo de este epitelio, se disponen fibras musculares que corren
longitudinalmente alternando con tejido conectivo. Una serosa simple cubre al
organo (Figura 2a, b).

Los Uteros estan delimitados por una porcion anterior denominada istmo y otra
caudal, llamada cérvix. Ambos extremos y los uteros propiamente dichos
desarrollan diferentes epitelios y capas musculares. Las hembras maduras de
M. schmitti ovulan entre octubre y diciembre, dando a luz entre noviembre y
diciembre del afo siguiente.

El istmo present6 un epitelio simple cilindrico ciliado seguido de dos capas
musculares, dispuestas circular y longitudinalmente, finalizando en una serosa
delgada (Figura 2c). El epitelio era PAS (+) y AB (-) (Figura 2d).



El cérvix estaba constituido por un epitelio estratificado muy plegado, PAS
(+) y AB (+), con dos capas de musculo liso mas compactas que las de la
porcion anterior uterina (Figura 3a, c). El epitelio cervical presentd células
basales con ndcleos ovales eucromaticos y células apicales llenas de grandes
vacuolas con mucus que desplazaban a los nucleos heterocromaticos hacia un
extremo (Figura 3b, c). Por debajo del epitelio habia un corion seguido de dos
capas de musculo liso finalizando en una serosa con epitelio simple cilindrico
(Figura 3d).

Los Uteros fueron seccionados en dos sectores bien separados para determinar
una regién anterior y otra posterior del érgano.

En la porcion anterior uterina de hembras maduras, el epitelio era
estratificado, PAS (+) y AB (+), con una rica vascularizacion subepitelial
(Figura 4a, b). Contintan tres capas musculares; la primera desplegé una
disposicion Gnica y particular de fibras semejante a una red con tejido
conectivo (Figura 4b, c). La segunda capa tenia fibras longitudinales divididas
en dos por tejido conectivo y la tercera, era también longitudinal pero muy
delgada. Finalmente, una serosa tipica cubria al ¢rgano (Figura 4d).
Empleando cortes semifinos se observd que el epitelio estratificado en su
porcion apical muestra abundantes vesiculas secretoras de tipo holocrino
(Figura 5a). Las células comienzan a producir la secrecion desde la parte
media del epitelio hasta la region luminal del mismo. Las células epiteliales
proximas al lecho vascular, presentaron ndcleos ovales con uno o dos
nucléolos y sin vacuolas secretoras. Las celulas apicales mostraron nucleos
desplazados hacia un extremo debido a que la secrecion ocupaba casi todo el
citoplasma (Figura 5b).

En la porcion posterior uterina de hembras maduras, el epitelio también era
estratificado pero con menos células secretoras. Desde la base hasta el apice
del epitelio uterino se pudo observar como las células forman su secrecion en
vacuolas. El citoplasma de las células apicales era mas oscuro en aquellas
ubicadas en las hileras basales. La microscopia electronica de transmision
mostré células superficiales altamente vacuoladas. Algunas de ellas eran
liberadas al lumen e interactiaban con el esperma recién depositado (Figura
5¢). Algunas de las cabezas espermaticas estaban adheridas a estas células
(Figura 5d).

La microestructura de las células liberadas en el lumen uterino presentaba
nucleo eucromaético y el citoplasma estaba repleto de vacuolas de diferente
secrecion (Figura 6a). La microscopia electronica de transmision revelo que
la interaccion entre las células uterinas y las cabezas espermaticas era la
desintegracion de la cabeza del espermatozoide y por consiguiente de la



gameta (Figura 6b). La interaccion de algunas cabezas espermaticas indicaria
una seleccion de las células reproductivas.

El epitelio uterino previo a recibir los huevos, sufre una reduccion drastica en
el nimero de capas. Habia muy pocas o casi ninguna célula secretora uterina
y las capas musculares estaban comprimidas. La primera capa muscular no
desarroll6 la morfologia de red caracteristica (Figura 6¢). Una o dos capas de
células uterinas enfrentaban al lumen y pequefios grupos de vasos sanguineos
subyacian préximos a la membrana basal (Figura 6d).

Discusion

Los uteros de M. schmitti comparten caracteristicas similares con los de otros
Condrictios estudiados. Ambos son funcionales y tienen un epitelio que se
apoya sobre la membrana basal, una vascularizacion subyacente al epitelio
rodeada de tejido conectivo, capas musculares circular y longitudinal y
finalmente una serosa (Chen y Mizue, 1973; Teshima, 1975; Baranes y
Wendling 1981; Castro y Wourms, 1993; Hamlett y Hysell 1998a; Koob vy
Hamlett, 1998; Hamlett y Koob, 1999; Hamlett et al., 2002; Storrie et al.
2009).

Ambos Uteros estan delimitados por un istmo, anteriormente y por un cérvix,
posteriormente. La mucosa del istmo presenta un epitelio simple cilindrico
con secreciones PAS (+) y un tejido conectivo subyacente. Dos capas
musculares de disposicién circular y longitudinal, desde adentro hacia afuera,
dan estructura al organo, finalizando con una simple serosa. El area istmica
(Elias y Hamlett, 2006c) es similar a la obervada en otras especies de
Condrictios como Squalus acanthias, (Hamlett y Hysell, 1998), Carcharias
Taurus (Gilmore et al. 1983), Cetorhinus maximus (Matthews, 1950), lago
omanensis (Fishelson and Baranes, 1998) y Mustelus antarticus (Storrie et al.,
2009).

El otro esfinter localizado en el extremo posterior del Gtero es el cérvix;
altamente plegado con numerosas células mucosas que componen un epitelio
estratificado que provee lubricacion. El extenso plegamiento del epitelio y la
secrecion mucosa contribuyen con el parto (Baranes y Wendling, 1981;
Callard y Klosterman, 1988; Koob y Callard, 1991; Sorbera y Callard, 1995;
Hamlett y Koob, 1999, Storrie et al., 2009). EIl cérvix de M. schmitti (Elias y
Hamlett, 2006c) es similar al hallado en Mustelus antarticus (Storrie et al.,
2009). La morfologiay funcion de este esfinter permanecen sin ser estudiadas
en otras especies de Condrictios (Hamlett y Koob, 1999).



Las hembras inmaduras de M. schmitti tienen Uteros delgados, no expandidos
con un epitelio simple cilindrico y las capas musculares no se encuentran
completamente definidas; fibras longitudinales musculares acompafan al
drgano en toda su extension. Similares caracteristicas fueron observadas por
Storrie (2004) en M. antaricus, en cambio, Stevens (2002) describié hembras
inmaduras de Pristiophorus cerratus, con un epitelio estratificado cubico bien
vascularizado y dos capas de musculo liso longitudinal y circular.

A medida que la maduracién prosigue, ocurre una expansion de posterior a
anterior que involucra a las capas musculares y el epitelio se torna
estratificado con secrecion mucosa. M. schmitti presenta tres capas en su pared
uterina: la primera es similar a una red y las otras dos son longitudinales,
siendo la tercera muy delgada (Elias y Hamlett, 2006b). La mayoria de los
autores describe y se concentra en el epitelio del utero, donde los cambios méas
drésticos ocurren (Hamlett y Hysell, 1998; Storrie et al., 2009; Haines et al.,
2005; Galindez et al., 2010). Haines et al. (2005) estudiaron la pared uterine
de hembras prefiadas de Rhizoprinodon terraenovae y describieron la
existencia de presuntos agregados linfoides en el momento de la implantacion.
Fue la primera vez que se reportaron agregados inmunoldgicos para
Elasmobranquios.

La estructura unica de la primera capa muscular uterina, donde fasciculos de
fibras musculares son rodeados de tejido conectivo y conectados a otros
grupos de fibras por medio de delgados hilos de tejido conectivo, sugiere que
dicha capa muscular facilita la flexibilidad uterina necesaria para cuando los
embriones estan bien desarrollados. Las otras dos capas musculares proveerian
un fuerte soporte dentro de la madre, especialmente la segunda, que se
encuentra dividida en dos por una banda de tejido conectivo con vasos
sanguineos.

Una caracteristica comun entre las descripciones de los distintos autores es la
continua vascularizacion dispuesta debajo del epitelio de todos los uteros,
cualquiera sea su modo reproductivo. De todas maneras, Storrie (2004) hizo
referencia que (1934) encontrd que los especimenes de Mustelus placentarios
presentan una red capilar menos extensa o superficial respecto de los
aplacentarios. Esto facilita el intercambio gaseoso y los nutrientes distribuidos
desde la madre hacia el embrion.

Los cortes semifinos de la porcidn anterior de Uteros maduros de M. schmitti
revelan células holocrinas que liberan su secrecién al lumen. Dicha secrecion
funcionaria como sustancia facilitadora del paso del esperma o prepararia las
gametas masculinas para la inseminacion. Las células basales no presentan
vacuolas de secrecién; las mismas comienzan a formarlas desde la mitad del
epitelio. La secrecion desplaza al nicleo hacia un extreme de la célula.



Caracteristicas similares fueron encontradas en M. antarticus por Storrie
(2004).

La porcion posterior del utero de M. schmitti también tiene un epitelio
estratificado. Desde la base hasta la parte apical del epitelio uterino se puede
observar cémo las células forman su secrecion en las vacuolas. El citoplasma
de las células apicales es mas oscuro que el de las células basales, el cual
contiene numerosas vacuolas secretoras. La evidencia muestra que hay una
interaccidn entre las células epiteliales y el esperma que ha penetrado en la
hembra luego de la copulacion. Hamlett et al. (2002) han demostrado la
presencia de masas de esperma asociado a algunas células paraplacentales en
hembras postparto de Mustelus canis. Las diferencias entre las células de los
sitios uterinos se deben a los modos reproductivos, placentario y aplacentario,
respectivamente, de las dos especies estudiadas de Mustelus. Las células
uterinas de esta ultima porcion del oOrgano estan especializadas en la
interaccion con el esperma. Se evidencio la correlacion entre las células
uterinas y el esperma en algunas cabezas espermaticas mientras otras se
mantenian intactas sugiriendo una seleccion de la gametas masculinas.
Continuando con la remodelacion del epitelio uterino, se determine que en M.
schmitti ocurre una reduccion del mismo antes que los huevos fertilizados
desciendan de las glandulas oviductales. El epitelio descansa sobre numerosos
y pequefios vasos sanguineos y las capas musculares estan comprimidas,
especialmente la primera. Caracteristicas similares fueron encontradas por
Storrie (2004) en el utero de Mustelus antarticus conteniendo huevos. Esta
diferencia en el estado del ciclo reproductivo podria sugerir que la reduccion
en el epitelio uterino comenzaria antes del descenso de los huevos.

Mustelus schmitti es una especie vivipara aplacentaria con un ciclo
reproductivo de un afio. Los uteros sufren una remodelacion ciclica no solo en
los epitelios sino también en las capas musculares. Las células epiteliales
también se preparan para interactuar intimamente con el esperma. M. schmitti,
como muchos tiburones del género Mustelus tiene importancia comercial vy,
por ende es crucial considerar estos datos de su ciclo reproductivo para
prevenir la sobreexplotacion (Massa et al., 2001, 2004; Sidders et al. 2005).



Figura 1: Anatomia del Utero y la expansién del mismo durante la maduracion.

a: Animal inmaduro sin expansién uterina.
b: Animal en maduracion con la mitad de la expansion uterina.
¢: Animal maduro con el Utero totalmente expandido.

Ut: Utero; OG: Glandula oviductal; Ov: Ovario.
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Figura 2: Microscopia dptica del utero inmaduro y el istmo.
a: Corte transversal de un Utero inmaduro. Masson. 10X.
b: Detalle del utero inmaduro. Masson.

c: Corte transversal del istmo. Masson. 4X

d: Detalle del epitelio del istmo. PAS/AB. 40X.

E: Epitelio; F: Pliegues; CT: Tejido conectivo; L: lumen; L1 and L2: Capas musculares 1y 2.



Figura 3: Microscopia dptica del cérvix.

a: Vista general del cérvix. H & E. 10X.
b: Detalle de la region luminal del epitelio. H & E. 40X
c: El epitelio estratificado del cérvix descansa sobre la capa muscular. H & E. 20X.

d: Detalle de las capas musculares y de la serosa del cérvix. H & E. 40X.

AC: Células apicales; CT: Tejido conectivo; FE: Pliegues del epitelio; L: Lumen; ML: Capa muscular; S: Serosa.



Figura 4: Microscopia dptica y corte semifino de TEM de la pared uterina de hembra madura.

a: Corte transversal de Utero maduro. Masson. 4X.

b: Corte semifino del epitelio estratificado uterino que se dispone sobe una linea vascular (flechas) y la primera
capa muscular de estructura en red. Azul de Toluidina. 40X.

c: Detalle de la estructura en red de la primera capa muscular uterina donde se pueden observar conjuntos de
fibras musculares rodeadas de tejido conectivo. Masson. 40X.

d: Las capas media y externa de la pared uterina finalizando en una serosa tipica. Masson. 40X.

BV: Vaso sanguineo; CT: Tejido conectivo; E: Epitelio; L1: Capa muscular 1; L2: Capa muscular 2; L3: Capa
muscular 3; S: Serosa.



Figura 5: Microscopia dptica de cortes semifinos del epitelio de un Utero maduro.

a: El epitelio uterino es estratificado con numerosas células secretoras. Azul de Toluidina. 40X.

b: Corte semifino de la linea vascular (flechas) entre el epitelio uterino y la capa muscular de la porcién anterior
del Utero. Azul deToluidina. 40X.

c: Corte semifino del epitelio de la porcidn posterior uterina. Algunas células se desprenden del epitelio e
interactdan con el esperma en el lumen uterino (flecha). 40X.

d: Magnificacién de la Figura 5¢c donde el esperma interactda con las células uterinas las cuales secretarian
sustancias para desintegrar las gametas masculinas. Azul de Toluidina. 100X.

E: Epitelio; EV: Vesicula exocitica; CT: Tejido conectivo; L: Lumen; N: Nucleo; SH: Cabeza espermatica; SV:
Vesiculas secretoras; UC: Células uterinas; VB: Linea Vascular.



Figura 6: Microscopia electrénica de transmisidn de células uterinas relacionadas con esperma y Utero previo a la
implantacion.

a: Microscopia electrénica de transmisién del nicleo de una célula epitelial liberada al lumen uterino. Numerosas vacuolas
rodean al nucleo.

b: Microscopia electrénica de transmision de una cabeza espermatica siendo desintegrada en el lumen del Utero posterior.
c¢: Microscopia éptica de epitelio uterino previo a la implantacion del embridon. H & E. 10X.
d: Un detalle del epitelio uterino con la vascularizacién subyacente. H & E. 40X.

E: epitelio; BV: Vasos sanguineos; F: Flagelo; DSH: Cabeza espermatica desintegrandose; L: Lumen; N: Nucleo; SH: Cabeza
espermatica; SV: Vesiculas secretoras.



Capitulo 6
Interaccidn entre el esperma y los diferentes epitelios a lo largo del
aparato reproductor femenino

Resumen

Se observd la presencia de esperma en varios 6rganos del tracto reproductor
de M. schmitti. Algunos de ellos fueron las zonas Club, Baffle y Terminal de
las glandulas oviductales, la porcion posterior del Gtero y el cérvix. Este hecho
permite tomar en consideracion no solo su almacenamiento en la mencionada
glandula, sino también su interaccion con los epitelios uterinos.

Los estudios realizados con microscopia electronica de barrido detectaron
esperma suelto en las zonas Club y Baffle en una hembra prefiada. Por otro
lado, las técnicas histoquimicas mostraron que los tdbulos de almacenaje
espermatico de la zona Terminal, los cuales contienen grupos de
espermatozoides, no se colorearon con AB o PAS.

La desintegracion de algunas gametas masculinas se observaron en la parte
posterior del Utero con estudios de microscopia electronica de transmision, lo
que indicaria una primera seleccion espermatica. Las células epiteliales
uterinas involucradas en este proceso fueron liberadas desde el epitelio. Las
mismas se encontraban llenas de vacuolas de secrecion.

Se encontro esperma en el cérvix sin la matriz con la que se constituye el
spermatozeugmata formado en el aparato reproductor masculino. Algunas de
las cabezas espermaticas se despiralizaron mientras interactuaban con las
celulas cervicales.

Introduccion

Conocer el destino del esperma dentro del aparato reproductor femenino es de
gran interés desde diferentes puntos de vista como la inseminacion artificial
(en animales domeésticos y humanos), para la preservacion del DNA de
gametas para prevenir extinciones de especies y descubrir relaciones
filogenéticas.

El viaje del esperma en el interior del tracto reproductor de las hembras es un
hecho que ocurre en todos los grupos de vertebrados y es de interés desde un
punto de vista comparativo. Los espermatozoides deben interactuar con, y son
alterados por, su medio bioguimico inmediato y las células epiteliales o
inmunocompetentes (Leahy y Gadella, 2011). Ademaés, las gametas
masculinas al ser células altamente diferenciadas, cada compartimento celular



no sélo debe estar intacto sino también debe responder apropiadamente a las
sefales intra y extracelulares de las mismas (Holt, 2009).

Este viaje a través del tracto femenino conduce a dos fendmenos ampliamente
distribuidos en todo el espectro de animales, vertebrados e invertebrados: el
almacenamiento espermatico y la paternidad mdaltiple.

El almacenamiento espermatico consiste en guardar gametas masculinas en un
reservorio femenino de manera que se encuentren preparadas para la
fertilizacion cuando la ovulacién estd desfasada con el apareamiento o las
posibilidades de copulacion estan reducidas debido a la segregacién sexual u
otras causas. No soOlo los peces presentan almacenamiento espermatico en
drganos especiales como las glandulas oviductales de los Condrictios o en los
ovarios de algunos Teledsteos. Los anfibios han desarrollado este proceso
también y se ha demostrado como propia de salamandras y cecilias. Un solo
sapo, Ascaphus truei, con fertilizacion interna posee esta estrategia. Este
fendmeno es comun en reptiles, aves y mamiferos (marsupiales, murciélagos y
otros mamiferos euterios). Como el almacenaje espermatico ocurre en grupos
tan diversos, esto sugiere que las ventajas adaptativas deben ser considerables
y por la misma razén, ha evolucionado repetidamente todo a lo largo del arbol
evolutivo (Holt y Lloyd, 2010).

Si al almacenaje espermatico se lo asocia con la competencia interespecifica
espermatica y/o seleccion de esperma por parte de la hembra, se encuentra
otro factor que hace mas complejo todo este escenario. Es bien conocido que
la competencia interespecifica espermatica se desarrolla ni bien las gametas
son depositadas en el tracto femenino y continlia en todo el trayecto hacia la
fertilizacion. Parker et al. (2010) mencionan algunos trabajos de Birkhead
(Birkhead y Moller, 1998; Birkhead et al., 2009) donde se alude a una
seleccion sexual postcopulatoria como un potente agente de la diversificacion
evolutiva, generando una variacion de comportamiento en hembras y machos,
morfologia, fisiologia y bioquimica. La competencia espermatica depende de
varios factores como el volumen eyaculado, nimero espermatico, forma de los
espermatozoides, la velocidad de desplazamiento, la bioquimica del plasma
seminal y una compleja variedad en la interaccion entre los diferentes
eyaculados de los machos competentes y finalmente las interacciones entre el
cada macho y la hembra en el que el eyaculado compite (Parker et al., 2010).

La paternidad maltiple deriva de la copulacién maltiple que una hembra puede
realizar con diversos machos de la misma especie y de los distintos
espermatozoides que pertenecen a esos variados machos que pueden fertilizar



numerosos ovocitos dando lugar simultaneamente a hermanos provenientes de
méas de dos padres. Esta estrategia es desarrollada por la naturaleza en un
amplio rango de grupos de vertebrados y se sugiere como un mecanismo por
el cual las poblaciones podrian maximizar la variabilidad genética y es
poderosa en la direccion de muchos procesos evolutivos (Feldheim et al.,
2001; Saville et al., 2002; Coleman y Jones, 2011; Verissimo et al., 2011). La
paternidad mdaltiple es extremadamente comln entre los grupos de peces y
estd asociada directamente con el cuidado parental y la eleccidon para el
apareamiento (Coleman and Jones, 2011).

Una vez que el esperma es depositado en el tracto reproductor de la hembra de
M. schmitti, tiene que viajar a lo largo de varios organos con diferentes
secreciones lo que implica una variedad de medios extracelulares. Las
gametas masculinas interactian con las células epiteliales en diferentes
ocasiones. Primero, llegan al cérvix, luego continudan dentro del Utero vy
finalmente son almacenadas en las glandulas oviductales, antes de
reprogramar su viaje hacia el oviducto donde se estima que la fertilizacion
tiene lugar.

Resultados

Se detecto esperma en diferentes partes del aparato reproductor femenino de
M. schmitti. Se hall6 esperma en tres zonas distintas de la glandula oviductal:
Club, Baffle and Terminal. Las dos primeras zonas indicarian una posicion
transitoria mientras que la ultima fue el lugar especifico de almacenaje.

Los tbulos de almacenaje espermatico de la zona Terminal fueron detectados
tanto en hembras inmaduras como maduras. No hubo diferencias histoldgicas
0 morfologicas entre el esperma almacenado en las hembras maduras o
aquellas que estaban prefiadas. En ambos casos, las células tubulares no
tuvieron afinidad con las tinciones AB o PAS (Figura 1a). Con el empleo de
cortes semifinos se pudo demostrar que en los tdbulos de almacenaje
espermatico habia escasa secrecion cerca de los espermatozoides (Figura 1b) y
los estudios con microscopia electronica de transmisién lo determinaron
(Figura 1c).

Se observaron espermatozoides libres dentro de la zona Club de la glandula
oviductal de una hembra prefiada (Figura 1d). También se detecto la presencia
de espermatozoides en la zona Baffle y en los tdbulos respectivos sin que los
mismos se adhirieran o contactaran con las células epiteliales (Figura 1d). En
este caso, las hembras capturadas en diciembre (época de apareamiento)
estaban maduras y no prefiadas.



Se observa en los cortes semifinos de microscopia electronica, una interaccion
entre las células uterinas y los espermatozoides en la porcién posterior del
utero de una hembra madura (Figura 2a). Las células apicales del epitelio
uterino presentaban gran cantidad de vacuolas y algunas de ellas eran
liberadas al lumen donde interactuaban con el esperma. Los estudios de
microscopia electrénica de transmision de la misma porcién del utero
determinaron una desintegracion de algunas gametas masculinas inmersas una
matriz coloidal (Figura 2D, c).

Se encontrd esperma recientemente depositado en el cérvix y se observo una
interaccion especifica con las células cervicales donde la cabeza espermaética
se despiralizaba (Figura 3a, b).

Discusion

El viaje a través del aparato reproductor femenino tiene interés no solo para
los peces sino también en diversas especies porque dilucida qué ocurre en él y
podria facilitar la inseminacion artificial y ampliar el conocimiento en la
biologia reproductiva. Holt (2011) indica en estudios recientes los
espermatozoides frecuentemente intiman y hacen contacto especifico con
celulas epiteliales respondiendo “de novo” a la transcripcion génica y la
sintesis de nuevas proteinas. Basandonos en las observaciones histoldgicas del
aparato reproductor de la hembra de M. schmitti y los datos brindados en este
trabajo, se propone aqui que la fertilizacion ocurre con el esperma almacenado
en la zona Terminal. Los espermatozoides serian previamente capacitados en
el Gtero (Hamlett et al., 2002) y comenzarian su trayecto ascendente a la
region superior de las glandulas oviductales desde los tabulos de almacenaje
espermatico mientras la hembra esta prefiada. El tiempo transcurrido en la
zona Terminal de la glandula oviductal, donde el esperma es almacenado por
un cierto periodo (no se ha determinado con precision dicho lapso aun),
mantendria viable a la gameta en un arresto para futuras prefieces. Ademas,
Chiaramonte y Petovello (2000) registraron dos hembras con embriones y
huevos en el Gtero simultaneamente. Aparentemente, es un raro hecho que
ocurre de tiempo en tiempo lo que podria deberse a una superposicion en las
prefieces. Como no se pudieron obtener muestras de este tipo (todavia) esta
deduccién permanece en el campo de la especulacion; no obstante, datos
confiables pertenecientes a pescadores experimentados obtenidos durante las
campafias de muestreo apoyaban lo publicado por los autores antes
mencionados, lo que abriria una nueva area de investigacion.

Se encontrd esperma en las zonas Club y Baffle de una hembra con avanzado
estado de prefiez. Por otro lado, numerosos espermatozoides libres fueron



detectados en la zona Baffle en las hembras maduras preparadas para la
cépula. Estas gametas se encontraban profundamente en los tubulos lo que
sugeriria  movimientos previos para la fertilizacién. Esta ultima observacion
podria llevar a la idea que la zona Baffle seria otro reservorio de esperma
(Stevens, 2002; Basallo et al. 2011). Considerando estas propuestas, sugiero
que la zona Baffle seria un lugar donde cambios bioquimicos especificos
afectan al esperma en su trayecto de encuentro con el 6vulo. Esta podria ser la
razon por la cual el esperma se introduce profundamente en los tdbulos de
dicha zona.

Por otro lado, se capturaron hembras recientemente habian copulado y el
esperma estaba interactuando con la region posterior y el epitelio cervical.
Esto mostraria que el esperma primero debe adjuntarse a las células uterinas
donde presumiblemente sufre cambios para su preparacion para la
fertilizacién. Algunos autores detectaron esperma en el cérvix (Storrie, 2004)
y Maruska et al. (1996) encontraron masas espermaticas en la cloaca en el
60% de las hembras capturadas indicando una copula reciente.

En la adhesion de las gametas masculinas a las células cervicales en M.
schmitti se observa cabezas espermaticas despiralizadas. Debido a que la
cabeza espiralada del espermatozoide rota sobre su eje desplazandolo de
forma longitudinal con un pequeiio movimiento lateral de la cola (Hamlett,
1999c¢), la rectitud de la cabeza podria indicar una primera seleccién debida a
la dificultad en el desplazamiento. Evidentemente, la gameta masculina
necesita confrontar varios medios desde que abandona el testiculo que lo
origina.

Trabajos recientes tanto en peces de agua dulce como en marinos demuestran
cambios quimicos en la membrana citoplasmatica del espermatozoide. En
Poecilia reticulate, un teleéteo ovoviviparo, el esperma es liberado en grupos
(spermatozeugmata) 'y  los  movimientos  flagelares  comienzan
espontaneamente con la disociacion de la matriz que une al grupo de gametas.
Esta evidencia muestra que ni el balance idnico ni la osmolaridad tienen efecto
sobre la hiperactivacion en esta especie, lo que sugeriria la existencia de otros
mecanismos de inhibicion espermatica o activacion aun desconocidos.
Tabares et al. (2005) consideran que el proposito de la cascada de sefiales es la
activacion del metabolismo celular, el cual le da energia al flagelo
favoreciendo su desplazamiento hacia el ovocito.

Minakinawa y Morisawa (1996) estudiaron los espermatozoides de un tiburdn
viviparo los cuales exhibieron poca movilidad en todas las concentraciones
probadas de una solucién no electrolitica, y se movieron vigorosamente en las
soluciones de NaCl o KCI a una concentracion de 500 mM cuya osmolalidad
era de 1000 mOsm/kg. Debido a que el esperma de los tiburones se mezcla



con el agua marina desde el sifon y el fluido uterino presenta una osmolalidad
de aproximadamente 1000 mOsm/kg, es probable que el ambiente con ambos
iones y la osmolalidad isotdnica del fluido uterino sea un prerrequisito para la
iniciacién de la movilidad espermaética de los tiburones, aunque los factores
que actuarian como los disparadores permanecen sin ser dilucidados. Estos
autores encontraron que la concentracién de glucosa en el fluido uterino era 13
veces mayor que en el plasma seminal. Mas aln, la movilidad espermatica se
mantuvo alta en el fluido uterino o en el plasma sanguineo que contenia altas
concentraciones de glucosa mientras que la movilidad espermatica decrecio
rapidamente sobre un medio diluido sin glucosa que tuviera la misma
composicién ionica que el fluido uterino. Estos resultados sugieren que las
hexosas, especialmente la glucosa, tiene algunos roles para el mantenimiento
de la motilidad espermatica en los érganos reproductivos femeninos. Tanto la
glucosa como la fructosa son consideradas como fuente de energia para la
movilidad espermatica en mamiferos y en peces viviparos.

La interaccion del esperma con las diversas regiones del aparato reproductor
femenino de M. schmitti fue estudiada analizando los cambios histoldgicos y
estructurales en distintas instancias.

El esperma experimenta cambios estructurales durante el viaje hacia la
fertilizacion. Los resultados encontrados fortalecen la hipdtesis que el esperma
realiza interacciones con los diferentes epitelios y secreciones para lograr dos
objetivos principales: 1) almacenaje y capacitacion, y 2) seleccidon, como parte
de un proceso natural de las especies para la preservacion y la variabilidad
(Esquema). Ambos objetivos aparecen congruentes con la paternidad maltiple
como un mecanismo viable. La glandula oviductal, por ser el lugar 6ptimo
para el almacenaje, y las modificaciones ciclicas uterinas merecen una
especial atencion para profundizar las investigaciones, especificamente de los
contenidos bioquimicos y en la fisiologia. Esto seria particularmente
importante para el desarrollo de mejoras en la comprension biolégica del
fendmeno de capacitacion y seleccion espermatica.



Esperma listo para ser fertilizado

Reservorio temporal en la zona Baffle (?)
Almacenamiento espermatico de la glandula oviductal

i

Capacitacidn espermatica uterina
Seleccidn espermatica en la porcion posterior del Gtero

[

Seleccidn espermatica cervical

Inseminacion espermatica
Representacion esquematica que muestra la presencia de esperma (*) en el

cervix, porcion posterior del Gtero y la glandula oviductal (zona terminal).
Esperma localizado en la zona Baffle (*).



Figura 1: Presencia de esperma en la glandula oviductal.
a: Tubulo de almacenaje espermatico. AB/PAS. 40X.

b: Corte semifino de tubulo de almacenaje espermatico en
la zona terminal. Azul de Toluidina. 100X.

¢: Microfotografia electrénica de transmisién de almacenaje
espermatico de la zona terminal. El esperma esta embebido

en una matriz. La hembra estaba prefiada.

d: Microfotografia de barrido de la zona Club con esperma
libre.

e: Esperma en la zona Baffle zone (flechas). Masson. 40X.

C: Cilia; CL: Laminillas de la zona Club; F: Flagelo; N: Nucleo;
S: Esperma; SH: Cabeza espermatica.



Figura 2: Presencia de esperma en la regidn
posterior del utero.

a: Corte semifino del esperma interactuando con
células uterinas (flechas). Azul de Toluidina. 100X.

b: Microfotografia electrénica de transmision del
esperma en la regién posterior del Utero de una
hembra madura.

¢: Microfotografia electrénica de transmision del
esperma en la regién posterior del Utero de una
hembra madura. Notar el flagelo que sale de la
cabeza desintegrandose (flecha).

N: Nucleo; M: Matriz; SH: Cabeza espermatica; UC:
Célula uterina.



Figura 3: Presencia de esperma en el cérvix.

a: Esperma alineado en el cérvix (flechas). H & E. 20X.

b: Esperma interactuando con células cervical células. Cabezas espermaticas despiralizadas (flecha). H & E.
100X.

CE: Epitelio cervical; N: Nucleo.



Capitulo 7
Conclusiones Generales

De acuerdo a los objetivos planteados en el presente trabajo se derivaron 38
conclusiones de las modificaciones microscépicas del aparato reproductivo de
la hembra de Mustelus schmitti.

Ovario

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Mustelus schmitti posee un ovario Unico localizado en el costado
izquierdo de la pared dorsal del cuerpo.

Como en la mayoria de las especies de elasmobranquios, el ovario de
M. schmitti esta asociado a un 6rgano epigonal.

Grupos de oogonias se hallan presentes en el ovario en cualquier estado
de maduracion.

Los foliculos ovaricos consisten en un ovocito en desarrollo con una
pared follicular.

La pared folicular consiste en una zona acelular, la zona pellcida, un
epitelio folicular con membrana basal y una capa tecal formada con
tejido conectivo.

El epitelio folicular comienza como simple plano pero cambia a
estratificado hacia el final de la foliculogénesis.

El grosor de la zona pellcida se reduce conforme la foliculogénesis
avanza.

La capa tecal esta formada por un tejido conectivo compacto
vascularizado y numerosas fibras externas forman una red rodeando al
foliculo.

Los granulos precursores de vitelo son transportados a través de la
pared folicular hacia el ovocito en desarrollo.

Foliculos atrésico y cuerpos lateos son observados en diversos
estados de maduracion del ovario.



11) Los foliculos atrésicos presentan una zona pellcida plegada con
nucleos picnoticos en las células foliculares remanentes. No se detectan
en el ovocito nucleo ni plaquetas de vitelo.

12) Los cuerpos luteos estan constituidos por células secretoras,
llenas de vesiculas lipidicas. Las células tecales recubren la estructura
con numerosas fibras dispuestas externamente.

Glandulas Oviductales

13) M. schmitti presenta un par de glandulas oviductales.

14) La morfologia externa de las glandulas es similar a la de las de las
especies de Mustelus.

15) La organizacion interna de dichas glandulas es similar a las de
otros condrictios.

16) Los tubulos de la zona terminal son el sitio de almacenaje
espermatico en M. schmitti.

17) El epitelio de los tubulos de almacenaje espermatico de la zona
terminal no se colorean con ninguna de las coloraciones aplicadas.

18) El esperma también fue observado en la zona Baffle,
presumiblemente, de paso en su recorrida para la fecundacion en el
oviducto debido a que no presentaba un patrén de agregacién y se
encontraba entre los pliegues del epitelio.

19) Los estudios de microscopia electronica de barrido revelan
esperma en las zonas Club y Baffle de la glandula oviductal
perteneciente a una hembra prefiada.

20) Se observa almacenaje espermatico en la glandula oviductal a lo
largo del ciclo reproductivo y aun en hembras prefiadas.

Uterus

21) El dtero de M. schmitti es par y ambos son funcionales.



22) La gestacion dura entre 11-12 meses.
23) El nimero maximo de embriones observado es de 6.
24) Tanto el istmo y como el cérvix actdan como esfinteres mucosos.

25) El istmo tiene un epitelio simple cilindrico ciliado, PAS (+) y AB
(-), sequido de dos capas musculares, dispuestas de adentro hacia
afuera, circular y longitudinalmente, finalizando con una fina serosa.

26) El cérvix muestra un epitelio estratificado cilindrico, PAS (+) y
AB (+), con tres capas de musculo liso.

27) El Gtero en animales inmaduros presenta un epitelio simple
cilindrico con pequefios y numerosos pliegues, PAS (-) y AB (-).

28) El epitelio uterino en su porcidn anterior en animales maduros se
halla estratificado, PAS (+) y AB (+), con rica vascularizacion
subepitelial y tres capas musculares:

a) La primera capa posee una disposicion particular de fibras musculares,
semejante a una red, alternando con tejido conectivo.

b) La segunda, tiene fibras musculares dispuestas longitudinalmente y se
halla dividida en dos por tejido conectivo vascularizado y,

c) Latercera, es muy delgada y se dispone también longitudinalmente.

29) En la porcion posterior uterina en hembras maduras, el epitelio se
encuentra también estratificado pero con menos células secretoras.

30) El epitelio uterino antes del comienzo de la gestacion presenta
una severa reduccién en el nimero de capas celulares, las cuales se
requeriran para la difusion que mantendra el desarrollo embrionario.

31) En el cérvix y en la porcion posterior del Gtero se encontrd
esperma lo que sugeriria una interaccion particular entre el epitelio
uterino y las gametas masculinas.

32) M. schmitti no desarrolla placenta.



Presencia e interaccion de esperma con diferentes epitelios

33) Se detectd la presencia de esperma en las zonas Club, Baffle y
Terminal de la glandula oviductal, en la porcion posterior del Gtero y en
el cérvix.

34) El epitelio de los tubulos de almacenaje espermatico no se tifien
ni con PAS ni AB.

35) Los cortes semifinos de los tdbulos de almacenaje espermatico
muestran escasa secrecion cerca del esperma.

36) Con los estudios de microscopia electronica de transmision en la
region posterior del utero se pudo observar la desintegracion de algunas
gametas masculinas, lo cual indicaria una primera seleccion
espermatica.

37) El esperma hallado en el cérvix no estd cubierto de la matriz
extracelular que constituye el spermatozeugmata que se forma en el
tracto reproductor masculino.

38) Algunas cabezas espermaticas en el cérvix se encontraban
despiralizadas mientras interactuaban con las células cervicales.

El presente trabajo ofrece datos valiosos sobre la biologia reproductiva de los
Condrictios, especialmente para el género Mustelus para dilucidar los
mecanismos celulares que juegan un rol fundamental en la fecundacion, en
particular y en la reproduccién, en general. Este estudio provee suficiente
orientacién para dar origen a investigaciones futuras en fisiologia en el campo
de una primera seleccion espermatica en el cérvix y posteriormente en el
utero, y sobre la interaccion del esperma con los tdbulos que los almacenan,
para un mejor entendimiento en cuanto a la histoquimica de los mismos.
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