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RESUMEN

Objetivo: Realizar la descripcion microscopica del tracto reproductivo femenino del
cuy (Cavia porcellus).

Métodos: Se utilizaron 8 animales hembra de una explotacion familiar-comercial
del municipio de Pupiales; los animales se dividieron segun el rango etario en
pares de Neonatos, Gazapos, Adultos y Reproductores. Se aplicd la medicion,
pesaje y descripcion macroscoépica de los érganos reproductores. Se realizaron
micropreparados de hematoxilina-eosina y la descripcion microscopica de cada
organo, teniendo en cuenta las diferencias segun el rango etario. Para precisar
los hallazgos se utilizaron tinciones diferenciales e Inmunohistoquimica.

Resultados: El ovario presento diferentes estadios de la foliculogénesis, atresia
folicular y cuerpo luteo. Se observdé un gran namero de foliculos primordiales
(0,0142 + 0,03975mm) y primarios (0,0195 + 0,0611mm) pero escasos
secundarios (0,0578 + 0,2373mm). Los foliculos terciarios (0,3041 + 0,8894mm)
se apreciaron a partir de animales gazapos indicando un posible inicio temprano
de la pubertad. Se encontr6é diferencias morfolégicas a lo largo de la longitud
oviductal: porcién intramuscular, infundibulo, &mpula e istmo. La pared uterina
evidencio tres capas: una mucosa interna (endometrio), dos capas musculares
(miometrio) y una capa externa (Perimetrio); en las hembras reproductoras se
observd estructuras mas prominentes en comparacion a las hembras adultas; el
cuello uterino presento paredes amplias, donde se aprecia la formacién de
pliegues alargados del Utero. En la vagina se aprecio abundante tejido conectivo,
rodeado por una capa interna de musculo liso y una tunica adventicia; la mucosa
esta dividida en cuatro diferentes capas celulares.

Los genitales externos, constan de un vestibulo con una pared similar a la porcién
caudal de la vagina; la superficie vulvar mostro una cubierta con pelos largos y
escasos Y el clitoris evidencio un cuerpo, glandulas y el prepucio que se extiende
formando proyecciones digitiformes

Conclusiones: El estudio permitié establecer las bases de la histologia normal del
sistema reproductivo femenino del cuy, evidenciando particularidades en
diferentes 6rganos; segun el rango etario. El presente estudio constituye el
primer reporte relacionado con la histologia normal del sistema reproductivo
femenino del cuy en Colombia y sienta las bases para la realizacion de la
evaluacion histopatologica de posibles alteraciones que afecten la salud y la
reproduccion del cuy destinado a la produccién de carne.

Palabras clave: histologia, histoquimica, inmunohistoquimica, cobayo, hembra,
foliculogénesis.



ABSTRACT

Objective: Make the microscopic description of male reproductive system of Cavia
porcellus.

Methods: Eight female animals were used from a family-commercial farm in the
municipality of Pupiales; The animals were divided according to the age range in
pairs of Neonates, Gazapos, Adults and Reproducers. Measurement, weighing and
macroscopic description of the reproductive organs were applied. Hematoxylin-
eosin micropreparations and the microscopic description of each organ were
performed, taking into account the differences according to the age range.
Differential staining and Immunohistochemistry were used to determine the
findings.

Results: The ovary presented different stages of folliculogenesis, follicular atresia
and corpus luteum. A large number of primordial (0.0142 + 0.03975mm) and
primary (0.0195 + 0.0611mm) but few secondary (0.0578 + 0.2373mm) follicles
were observed. Tertiary follicles (0.3041 = 0.8889 mm) were seen from rabbit
animals indicating a possible early onset of puberty. Morphological differences
were found along the oviductal length: intramuscular, infundibulum, albula and
isthmus. The uterine wall showed three layers: an internal mucosa (endometrium),
two muscular layers (myometrium) and an outer layer (Perimeter); In the breeding
females more prominent structures were observed in comparison to the adult
females; The cervix has wide walls, where the formation of elongated folds of the
uterus can be seen. In the vagina there was abundant connective tissue,
surrounded by an inner layer of smooth muscle and an adventitious tunic; the
mucosa is divided into four different cell layers.

The external genitals consist of a vestibule with a wall similar to the caudal portion
of the vagina; the vulvar surface showed a cover with long and scarce hairs and
the clitoris showed a body, glands and the foreskin that extends forming digitiform
projections.

Conclusions: The study allowed to establish the bases of the normal histology of
the female reproductive system of the guinea pig, evidencing particularities in
different organs; the differences according to the age range. The present study
constitutes the first report related to the normal histology of the female reproductive
system in Colombia and allows the histopathological evaluation of possible
alterations that affect the health and the reproduction of this species.

Key words: histology, histochemistry, immunohistochemistry, guinea pig, female,
folliculogenesis.
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GLOSARIO

CERVIX: “el cuello del ttero constitiiyele el cierre del Gtero bien palpable, cuya luz
se abre solo durante el celo y durante el parto, el canal cervical comienza en el
orificio interno del ttero™.

CLITORIS: “es el homologo femenino del pene. Esta constituido por tejido

cavernosos eréctil, un glande rudimentario y un tejido prepucial’?.

CUY: “conocido también como cobayo, curi o conejillo de indias, es un mamifero
roedor originario de la zona andina de Bolivia, Per(, Ecuador y Colombia”.

HISTOLOGIA: “rama de la anatomia que estudia tejidos animales y vegetales™.

HISTOQUIMICA: “método de tincion de tejidos que proporciona informacion sobre

la presencia y localizacién de macromoléculas intracelulares y extracelulares™.

INMUNOHISTOQUIMICA: “técnica que se fundamenta en el uso de anticuerpos
marcados con un colorante fluorescente dirigidos contra un componente celular

particular®.

MUERTE CELULAR: “la muerte celular es reconocible por signos morfolégicos;
estos son: hipereosinofilia y pérdida de la estructura normal; en el ndcleo, picnosis,
cariolisis o cariorrexis. La picnosis es la retraccion del nucleo con condensacién
de la cromatina; la cariolisis, la disolucion del nudcleo; la cariorrexis, la

! LIEBICH, Konig. Anatomia de los animales domesticos. Organos, sistema circulatorio y sistema
nervioso Tomo 2 (Organos, sistema circulatorio y sistema nervioso).México. Editorial media
Panamericana.2005. p.143.

% Ibid., p.144

® CHACALA, R. y ROSERO, L. Estado actual de la produccién y comercializacién del cuy (Cavia
porcellus) en el municipio de Ipiales, Colombia y la zona de influencia fronteriza. Trabajo de grado
Zootecnista. Pasto: Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Pecuarias. Programa de
zootecnia, 2005. p. 26.

* GARTNER, L. y HIATT, J. Introduccién a la histologia y técnicas histoldgicas basicas. En: Texto
Atlas de Histologia. 2 Ed. en espafiol. México: McGraw-Hill Interamericana, 2002. p. 1.

® Ibid., p. 4.

® ROSS, M. y PAWLINA, W. Técnica histoldgica y microscopia. En: Histologia: Texto y Atlas color
con Biologia Celular y Molecular. 6 ed. Buenos Aires: Editorial Médica Panamericana, 2012. p. 3.
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fragmentacion del nucleo en trozos con cromatina condensada. Las alteraciones

del citoplasma y ntcleo son coexistentes”.’

TINCION ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS): “técnica histoquimica que se
usa para detectar glucégeno y moco en varios tipos celulares, membrana basal

subyacente a los epitelios y las fibras reticulares del tejido conjuntivo”.

OVARIOS: “son formaciones redondeadas u ovaladas que penden de la regién
sublumbar, envueltos por el ligamento ancho del Utero. En ellos se producen los
6vulos, que pasan al oviducto tras la eclosion folicular, donde son fecundados™.

OVIDUCTO: “se compone de cuatro regiones anatémicas; intramuscular (Utero
tubular), istmo, ampula e infundibulo revestida por una superficie mucosa
»10

plegada”™.

OVOCITO: “Célula germinal femenina que esti en proceso de convertirse en un
ovulo maduro. Para ello, serd necesario que realice un complejo proceso de
divisibn celular llamado meiosis con la finalidad de reducir su dotacién
cromosdmica a la mitad. Su funcion es la formacion de un zigoto al fusionar su
nacleo con el del gameto masculino (espermatozoide), fenémeno llamado

fecundacion™t.

TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (H/E): “método de tincidbn que permite

distinguir detalles morfolégicos de células y tejidos™?.

UTERO: “lugar de implantacién del 6vulo cuando es fecundado y se desarrolla la
placenta y el feto; presenta dos cuernos, un cuerpo y un cuello o cérvix. Su pared

" KUMAR, Vinay; ABBAS, Abul K.; FAUSTO, Nelson. Robbins y Cotran. Patologia Estructural y
Funcional. Madrid. Elsevier, 2006.p.89

® Ibid., p. 89.

° ROMERO, J. Organos Genitales En: Compendio de anatomia y fisiologia de los animales
domeésticos.Zaragoza, Espafia. p.176.

1 SCUDAMORE, Cheryl. Sampling technique .En: A practical guide to the histology of the mouse.
Estados Unidos .Wiley Blackwell, 2014.P.91.

' TARAZONA!, ArielL; LOPEZ, Angela; OLIVERA-ANngel, Martha. La competencia del ovocito: qué,
cémo y cuando. Acta Biolégica Colombiana, 2010, vol. 15, no 3, p. 3-18.

2 INSTITUTO DE INVESTIGACION MEDICA MERCEDES y MARTIN FERREYRA (IMMF).
Tinciones: Hematoxilina-eosina [en linea]. Cérdoba (Argentina). 2012. [Citado en 2 septiembre de
2015]. Disponible en Internet: <http://www.immf.uncor.edu/index.php/es/ser/14-sample-data-
articles/142>.
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consta de tres capas: endometrio (mucosa y submucosa), miometrio (muscular), y

perimetrio (serosa)”>.

VAGINA: “es el ultimo tramo tubular del aparato genital femenino, presenta
pliegues formados por la submucosa que son planos y longitudinales en toda su
longitud.**”

VESTIBULO: “el vestibulo de la vagina comienza con la desembocadura de la
uretra, esta localizado en su mayor parte en posicion caudal respecto al arco
isquiatico y se halla inclinado en direccion ventral hacia los labios de la vulva. La

secrecion de la mucosa facilita el acto de la copula™.

VULVA: “esta formada a cada lado por un labio, que se encuentra con el otro en
las comisuras o angulos vulvares dorsal y ventral. EI Angulo dorsal es
redondeado, el ventral es agudo”16.

® SALAZAR, A. NAVARRO,J. PALLARES,F. Citologia e histologia veterinaria.[en linea]

Universidad de Murcia. Open courseware/Universidad de Murcia [Citado el 22 de marzo de 2017].
Disponible en Internet < http://ocw.um.es/cc.-de-la-salud/citologia-e-histologia-veterinaria/material-
de-clase-1/tema33-reproductor-femenino-ii.pdf>

 Ibid., p.3

'* LIEBICH. Op.Cit. p.147.

1% |bid. p. 147.
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INTRODUCCION

El Cuy (Cavia porcellus) “es un mamifero histricomorfo estrechamente relacionado
con chinchillas, capibaras y coipos™’. Se encuentra distribuido en todo el mundo,
en Sur América se localiza especialmente en los paises que comprenden la
cordillera de los andes, como Bolivia, Ecuador, Pera y Colombia, de acuerdo con
la FAO™® "en los paises andinos existe una poblacion estable de mas o menos 35
millones de cuyes; en nuestro pais la produccion se centra en los departamentos
de Narifio, Cauca, Putumayo y Huila”.

Conforme los datos suministrados por la FAO™, las ventajas de la crianza de
cuyes incluyen su calidad de especie herbivora, su ciclo reproductivo corto, la
facilidad de adaptacion a diferentes ecosistemas y su alimentacion versatil que
utiliza insumos no competitivos con la alimentacién de otros monogastricos; lo cual
se relaciona a su capacidad de adaptacion a diversas condiciones climéticas. Los
cuyes pueden encontrarse desde 0 a 4500 metros sobre el nivel del mar.

Segln el DANE?, “durante el afio 2015, Colombia contaba con un inventario de
1.057.235 cabezas de cuyes, de las cuales 784.689 eran hembras y 272.546
machos. El primer productor fue el departamento de Narifio con 773.03 cabezas,
que representaron el 91,44% de la produccion total”.

Como reporta el DANE?, la produccién de cuyes en el departamento de Narifio se
ha constituido en un renglén de gran importancia, bajo sistemas de crianza familiar

Y PERCY, D. y BARTHOLD, S. Guinea Pig. En: Pathology of laboratory rodents and rabbits. 3 Ed.
lowa: Blackwell Publishing, 2007. p. 217.

® FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations). Produccién de cuyes (Cavia
porcellus). [Citado en 13 de Marzo de 2017]. Disponible en internet:
<http://www.fao.org/docrep/w6562s/w6562s01.htm>

* Ibid.

?° DANE (Departamento Administrativo Nacional de Estadistica. Cria de cuyes (Cavia porcellus),
fuente de alimento de gran valor nutritivo.[online]. Boletin de Insumos y factores asociados a la
produccidn agropecuaria, [Citado en 13 de Marzo de 2017]. Disponible en internet:
https://www.dane.gov.cof/files/investigaciones/agropecuario/enda/ena/2015/boletin_ena_2015.pdf
Num. 38.

L Ibid., p. 48
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y comercial que ofrecen grandes capacidades de masificar su produccion con baja
inversién, pues utilizan pequefios espacios y obtienen buenos ingresos. Segun el
ministerio de agricultura®’, en 2009 la explotacién de cuyes represent6 el 38,8%
del total de produccion pecuaria, siendo superada solamente por la produccion de
pollos y gallinas. Para Burgos®, esta produccion constituye uno de los principales
renglones de la economia en el departamento, por lo tanto genera ingresos a
muchas familias y al mismo tiempo juega un importante papel en la seguridad
alimentaria de la region.

“La produccion se extiende a sistemas de crianza familiar en donde no existe
control alguno sobre la reproduccidén, y sistemas de produccidon continua y
extensiva, en donde estos animales son sometidos a practicas de manejo que
desencadenan estrés, y es posible observar problemas reproductivos y sanitarios

que impiden el crecimiento adecuado de la granja”®.

Un adecuado diagnéstico de problemas reproductivos se realiza teniendo en
cuenta conocimientos de diferentes disciplinas de la medicina veterinaria, tales
como anatomia, histologia, fisiologia, patologia, andrologia y ginecologia. Las
investigaciones en estas areas del conocimiento se han realizado en diferentes
especies domeéstica. Sin embargo en cuyes, los estudios macroscépicos,
microscopicos (histologia, inmunohistoquimica), fisiologia y patologia reproductiva
sSon escasos, a pesar de ser una especie de interés productivo en la region.

En general, los estudios realizados sobre el sistema reproductivo femenino del cuy
se enfocan principalmente al manejo técnico de la reproduccion, parametros
productivos y fisiologia reproductiva del ciclo estral. Chacua® reporta que “la
hembra por lo general se cria a los 2-3 meses de edad, lo que corresponde a 350-
450 gramos”; en cuanto a la descripcibn macroscépica y microscopica de los
organos reproductivos femeninos, existen documentos basados en animales de
otras familias de histricomorfos como el coipo y el tepezcuinte; pero se debe tener
en cuenta que los animales utilizados para estas investigaciones fueron criados en

2 COLOMBIA. MINISTERIO DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL. Oferta Agropecuaria
ENA — Cifras 2009. Bogota. 2010. p. 116.

» BURGOS, W. Estudio de la diversidad genética de tres lineas de cuyes Cavia porcellus Lin.
(Rodentia: Caviidae) mediante el marcador molecular RAPD. Trabajo de grado Zootecnista. Pasto:
Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Pecuarias. Programa de Zootecnia, 2007. p. 21.

** DAVALOS, R. Problemas Reproductivos en la Crianza de Cuyes. Lima (Per(): Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Medicina Veterinaria. Instituto Veterinario de
Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA) — El Mantaro, 2010. p. 10.

?® CHACUA Lilia. Produccién de Cuyes (Cavia porcellus) [en linea]. En: Estudio FAO Produccién y
Sanidad Animal. 1997. 138. Consultado el [14 de Marzo de 2015]. Disponible en internet:
<http://www.fao.org/docrep/W6562S/W6562S00.html>
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bioterios, con condiciones de manejo controladas, las cuales difieren ampliamente
de los sistemas productivos del cuy en el departamento de Narifio.

Al ser un animal de interés productivo y comercial en la region, requiere del
estudio y la optimizacion constante de sus sistemas de produccién; por lo anterior
es importante conocer la histologia y fisiologia reproductiva del cuy, con el
propésito de tener un parametro normal que nos permita realizar estudios de
histopatologia y biotecnologia aplicada del sistema reproductivo femenino del
Cavia porcellus enfocados hacia el conocimiento, diagndstico y manejo de
patologias reproductivas asi como el mejoramiento de la salud animal.

Este trabajo se centra en la descripcion microscépica del sistema reproductivo
femenino de, animales destinados a consumo humano, buscando las diferencias
estructurales macroscopicas (peso, volumen) y microscopicas segun su rango
etario; ademas abre las puertas a nuevas investigaciones relacionadas con
patologia reproductiva. EIl propésito del estudio es determinar las caracteristicas
microscopicas del sistema reproductivo femenino del cuy bajo condiciones de
produccién.
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1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

Las investigaciones realizadas en cuyes generalmente son encaminadas al
mejoramiento genético, sistemas de produccion y algunos estudios se centran en
las diferentes patologias que afectan esta especie. Pocos investigadores se han
dedicado a buscar el conocimiento basico que debe tener una especie,
empezando por la descripcion anatdémica, histoldgica y fisiologica de los diferentes
sistemas que componen el organismo.

El sistema reproductivo del cobayo ha sido estudiado parcialmente, los animales
utilizados para estas investigaciones han sido criados en bioterios, los cuales
presentan caracteristicas genéticas similares y sus variables medioambientales
son bien controladas.

En Colombia se han realizado investigaciones en cuanto al mejoramiento de la
alimentacion y sistemas de produccién, caracterizacion genética de las especies
que se encuentran en el pais y estudios de las caracteristicas productivas como la
seleccién de reproductores, el tamafio de la camada y el nimero de partos, que
conlleven al aumento en la produccion y eviten pérdidas en el sistema de crianza.

En el departamento de Narifio, el cuy presenta gran influencia por los sistemas de
producciéon que generalmente son de crianza tradicional familiar debido al facil
manejo de estos animales, los cuales aprovechan su carne como fuente de
proteina y de ingresos para pequefios productores. A pesar de esto no existen
estudios que se dediguen al sistema reproductivo de esta especie y se desconoce
las patologias que puedan presentar estos animales y afecten la produccién
intensiva del mismo.

“La diferenciacién celular y la conformacion del estrato germinal femenino en
mamiferos es un proceso complejo en el cual ain se desconocen muchos de sus
mecanismos Yy existe variabilidad con respecto a las estrategias en la formacién
de ovocitos de lo que hasta hace poco creiamos "°.

Por lo tanto el presente estudio busca generar bases sobre la histologia general
del tracto reproductivo femenino completo del cuy de animales criados para

%\/ITULLO, Alfredo. Diferenciacion celular en el ovario: Nuevos Conceptos en la formacion de la
linea germinal femenina en mamiferos. Argentina: Universidad de Maimonide, CONGRESO DE LA
SOCIEDAD ARGENTINA DE MICROSCOPIA SAMIC 2014 BUENOS AIRES.
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consumo, que pueda usarse como referencia para el diagnostico de enfermedades
reproductivas que afecten la produccion y abrir las puertas a nuevas
investigaciones que se realicen a partir de ésta.

2. FORMULACION DEL PROBLEMA

El conocimiento de la histologia de un 6rgano es indispensable para entender la
fisiologia del mismo y poder diferenciar los procesos patologicos que puedan
afectar el tejido y las consecuencias a las que conlleva.

Actualmente no se conocen investigaciones relacionadas con las caracteristicas
anatomicas e histolégicas del tracto reproductivo femenino del cuy, por tanto no se
puede brindar la correcta asistencia sanitaria asociada a problemas reproductivos
en los sistemas de produccion ya que se desconocen las posibles patologias que
se puedan estar presentando. Para el diagnéstico de las enfermedades
reproductivas es necesario tener bases cientificas suficientes, que permitan
conocer lo que es normal (anatomia, histologia y fisiologia) y diferenciarlo de lo
anormal (patologia). En este orden de ideas se plantea la siguiente pregunta de
investigacion:

¢Cudles son las caracteristicas microscopicas del sistema reproductivo femenino
del Cuy (Cavia porcellus)?
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Realizar la descripcién microscopica del sistema reproductivo femenino del cuy.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer las caracteristicas histoldgicas del sistema reproductivo femenino del
cuy como referencia para diagndstico e investigacion.

¢ Clasificar los animales en rangos etarios con el fin de describir sus diferencias

morfologicas e histologicas del tracto reproductivo femenino del cuy durante sus
etapas de crecimiento.

27



4. MARCO TEORICO
4.1 TAXONOMIA

Las especies del género Cavia que pueden ser encontradas en Colombia, se
clasifican de la siguiente manera:

“‘Reino Animalia.
Filo Chordata.

Clase Mammalia.
Orden Rodentia.

Suborden Hystricomorpha™?’.

“Familia Caviidae.
Subfamilia Caviinae.
Género Cavia.
Especie Cavia anolaimae.
Cavia guianae.

Cavia porcellus™®.

4.2 GENERALIDADES

Segln la FAO®, El cuy (Cavia porcellus) es un mamifero roedor originario de la
zona andina de Bolivia, Colombia, Ecuador y Perd. Constituye un producto
alimenticio de alto valor nutricional; este posee varias caracteristicas que lo
convierten en un animal con gran potencial de producciébn, como su alta
precocidad, facil manejo y aptitud para la produccién de carne; por otro lado, esta
especie tiene camadas numerosas y una tasa reproductiva alta. La demanda de
energia en los cuyes se distribuye de forma regular en el ciclo reproductivo, debido
al largo periodo de gestacion.

2 PRITT, S. Taxonomy and History. En: SUCKOW, M.; STEVENS, K. y WILSON, R. The laboratory
rabbit, guinea pig, hamster, and other rodents. USA: ElSevier, 2012. p. 563.

8 ZUNIGA, H.; et.al.. Revisién taxonémica de las especies del género Cavia (Rodentia: Caviidae)
en Colombia. En: Acta Zool. Mex. Junio, 2002. n.s. no. 87, p. 118.

? FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations). Produccién de Cuyes (Cavia

porcellus) [en linea]. En: Estudio FAO Produccién y Sanidad Animal. 1997. 138. Consultado el [14
de Marzo de 2015]. Disponible en internet: http://www.fao.org/docrep/w6562s/w6562s01.htm
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Noakes*® menciona, que el cuy es un animal generalmente nervioso, sensible al
frio, los machos alcanzan su madurez sexual entre las 8 y 10 semanas de edad y
las hembras entre las 4 y 5 semanas.

Segn Hrapkiewicz®, la Hembra por lo general se cria a los 2-3 meses de edad,
lo que corresponde a un peso de 350-450 g. Es importante que la hembra entre
en estado de gestacion antes de los 7 meses de edad, para prevenir la fusion
permanente de la sinfisis pélvica, que a menudo resulta en distocia.

Fox* indica, que el ciclo estral de la cobaya dura aproximadamente 16 dias
(rango de 13 a 21 dias). Proestro (1-1,5 dias) se caracteriza por hinchazon
vaginal, ruptura de la membrana vaginal, aumento de la actividad. EIl estro dura 8
a 11 horas y se indica por la hinchazon vaginal, la congestion, lordosis, una
membrana vaginal perforada y celularidad epitelial cornificada.

Como reporta Davalos*3, durante el inicio del estro el himen de la vagina se abre y
permanece abierta por 3 dias aproximadamente, lo que facilita al macho, depositar
sus espermas al realizar la cépula. La ovulacion se produce en este tiempo, es
decir la hembra tiene foliculos maduros en el ovario que han salido hacia el
oviducto y estan en la capacidad de ser fertilizados por los espermatozoides.
Luego de la monta el macho eyacula una sustancia gelatinosa semejante a un
tampodn, el cual evita la caida o salida del semen de la vagina del cuy hembra.

Suckow® menciona, que el metaestro dura aproximadamente 3 dias y tiene tres
fases distintas: una fase inicial en la que las secreciones vaginales se vuelven
densas y los vasos vaginales y uterinos estan congestionados, una posterior fase
en la que el fluido vaginal es seroso y vasos con una marcada y aumentada
congestion, y por ultimo una fase en la que la vagina y el Utero producen una
disminucién en la secrecién de sangre. EIl Diestro tiene una duracién de 11-12
dias y se caracteriza por la falta de congestion en los vasos y la falta de secrecion

% NOAKES, David. PARKINSON, Timothy. ENGLAND, Gary. Reproduction in pet small mammals.
En: Veterinary Reproduction and Obstetrics. 9 Ed. England. Elsevier, 2009. p. 841.

¥ HRAPKIEWICZ Karen. COLBY, Lesley. DENISON, Patricia. Clinical laboratory medicine, an
introduction. 5. Ed. Estados Unidos: Wiley Blackwell, 2013. p. 200.

%2 FOX, James, FRANKLIN, Anderson. QUIMBY, Fred. Reproductive anatomy and physiology. En:
Laboratory animal medicine.2.Ed.Estados Unidos: Academic Press, 2002. p. 210.

% DAVALOS, Rosa. Caracteristicas del estro o celo. Problemas reproductivos en la crianza de
cuyes en la sierra. Peru: Instituto veterinario de investigaciones tropicales y de altura (IVITA), p.3.

% SUCKOW, Mark. STEVENS, Karla. WILSON, Ronald. Female reproductive system. En: The

laboratory rabbit, guinea pig, hamster, and other rodents (Laboratotio del raton, conejillo de indias,
hamster y otros roedores). Estados Unidos: Elsevier, 2012. p.594.
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vaginal. Segln Fox®, un estro posparto fértil se produce de 2 a 10 horas después
del parto.

Davalos®® reporta que la cuy hembra presenta un celo post parto que es utilizado
por criadores para volver a prefiar a la hembra y en el 80% de las veces, éstos son
fértiles. Sin embargo, el uso de estos celos post parto, desgastan rapidamente a la
hembra, disminuyendo su tiempo de vida atil productiva.

Hrapkiewicz®’ indica, que el periodo de gestacién en cobayos es en promedio de
68 dias y la duracién de la gestacion varia inversamente con el tamafio de la
camada: mas largo para camadas pequefias y mas corto para las camadas
grandes. Durante la Gltima semana de gestacion, la sinfisis pélvica se relajay se
separa debido a los efectos de la hormona relaxina. Los conejillos de indias
pueden ser destetados a los 14 a 21 dias o cuando pesan aproximadamente 180
g. Tras el destete, el crecimiento es rapido.

Tabla 1. Datos Bioldgicos del cuy.

Datos Biolbégicos Rangos Biolégicos en el Cuy
Peso adulto hembra 700-900g

Madurez sexual de la hembra 2 meses

Tipo de ciclo estral Poliestro

Duracion del ciclo estral 15-17 dias

Periodo de gestacion 59-72 dias

Tamario de la Camada 1-13 (2-4 habitual)

Peso normal al nacer 45-115¢g (70-110 habitual)
Edad al destete 21 dias (1809 peso corporal)

Fuente: QUESENBERRY, Katherine y CARPENTER,James. Ferrets, Rabbits, and
Rodents._En: Cinical medicine .Estados Unidos: Elselvier, 2012. p.282.

¥ FOX. Op.Cit. p.210.
% DAVALOS., Op.Cit., p.3.

¥ HRAPKIEWICZ., Op.Cit., p. 200.
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4.3 ANATOMIA DEL SISTEMA REPRODUCTOR FEMENINO DEL CUY

Segln Sanchez®®, el aparato genital femenino estd compuesto por un par de
ovarios intra-abdominales y las vias genitales. Estas son: las trompas de Falopio
u oviductos, los cuernos, cuerpo y cervix o cuello uterinos, la vagina y los genitales
externos. Los Organos genitales externos son a su vez: el vestibulo vaginal, la
vulva, los labios vulvares y el clitoris.

Como reporta Harkness®, la hembra tiene una abertura urogenital en forma de —
Y-que normalmente se sella con una membrana de cierre vaginal. La uretra se
abre directamente hacia el exterior a través de una pequefia papila ventral al
orificio vaginal en lugar del vestibulo de la vagina, como en muchos otros
mamiferos.

Figura 1. Aparato genital de la hembra (V: abertura vaginal; U: abertura de la
uretra.)

Fuente: HARKNESS, et.al. Sexing and Anatomic .En: Biology and medicine of rabbits and
rodenrs.5. Ed.Estados Unidos: Wiley-Blackwell, 2010, p.52.

4.3.1 Ovarios. OMalley* reporta que los ovarios se encuentran en posicién
caudolateral respecto a los rifiones, y los sostiene un corto mesovario. El oviducto

% SALAZAR A. Op.Cit ,p.1-8

¥ HARKNESS, John. TURNER, Patricia. VANDEWOUDE, Susan. WHETER, Colette. Sexing and
Anatomic .En: Biology and medicine of rabbits and rodents (Bilogia y Medicina del Conejo y
roedores).5. Ed.Estados Unidos: Wiley-Blackwell, 2010, p.52.

“° OMALLEY, Bairbre. Sistema reproductor de la hembra En: Anatomia vy fisiologia clinica de
animales exdticos. Irlanda: Servet, 2006, p.257.
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esta en contacto estrecho con la bolsa ovérica. Suckow* encontré, que la arteria
uterina proporciona el aporte sanguineo principal al ovario. El ovario derecho se
encuentra caudolateral al rifion derecho; el izquierdo es craneolateral al rifidn
izquierdo. Una de las funciones del ovario es la gametogénesis. Esta, en sus
aspectos morfolégicos, incluye dos procesos: la ovogénesis y la foliculogénesis.
Ambos comienzan durante la vida fetal y se prolongan hasta la vejez.

La morfogénesis del ovario de los mamiferos comienza en el momento en que las
Células Germinales Primordiales (CGP) migran desde el epiblasto proximal del
embrion en formacién y colonizan las crestas genitales derivadas del mesonefro,
dando origen a la gbnada primitiva indiferenciada. La colonizacién provoca que la
cresta, morfolégicamente aplanada, que se transforma en una estructura
voluminosa como resultado de la activa proliferacion mitotica de las CGP.
Transcurrida la activa proliferacion mitética de las CGP y oogonias, estas Ultimas
entraran en division meiética, denominandose en este momento ovocitos primarios
que atraviesan las distintas fases de la profase I, hasta alcanzar el estadio de
diplotene y detenerse en un estadio denominado diacinesis. A medida que la
profase | avanza hacia la detencién en diacinesis, los ovocitos primarios seran
rodeados por células sométicas para conformar los foliculos primordiales®.

En el dltimo tercio de la gestacién, con el ovocito detenido en diacinesis. Algunos
foliculos primordiales continuaran su desarrollo a foliculos primarios e incluso
secundarios. No obstante, el desarrollo folicular completo que llevara al foliculo
primordial a su transformacion en foliculo preovulatorio o foliculo de Graaf, sélo
tendra lugar cuando el individuo inicie su madurez reproductiva en la pubertad.*®

Las etapas de proliferacion mitética, inicio de la meiosis, detencién en diacinesis, y
de conformacién de los foliculos primordiales pueden ocurrir de modo secuencial,
como en el ratén, o de manera sobrepuesta como en el ovario humano. Sea de un
modo u otro, el resultado final es la conformacién de un conjunto de foliculos
primordiales que constituyen la reserva germinal del individuo. Esta reserva
germinal proveerd al individuo de gametos maduros de manera ciclica, por ciclos
estrales o menstruales segun las especies, cuando alcanzada la pubertad y activado
el eje hipotdlamo-hiposfisis-ovario tenga lugar la foliculogénesis completa capaz de
generar foliculos ovulatorios.*

Como reporta Masson,* la foliculogénesis es la formacién de foliculos maduros a
partir de los foliculos primordiales, presenta etapas sucesivas en las cuales los

“SUCKOW. Op.Cit p.592.
*2 VITULLO. Op.Cit.

* Ibid.

*Ibid.

> MASSON, Felipe. Histoarquitectura. [en linea]. En: Un modelo descriptivo del sistema

reproductor hembra del coipo (Myocastor coypus) II: los 6rganos tubulares. . Consultado el [10 de
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foliculos primordiales se convierten en preantrales (primarios o secundarios) y
antrales, siguiendo luego la atresia o la ovulacion. Se sabe que un escaso
porcentaje de los foliculos antrales alcanza la fase preovulatoria, mientras que el
resto sufrirq un proceso de regresion y atresia. Este proceso puede verificarse en
cualquier estadio de desarrollo.

Si ocurre la ovulacion, las paredes foliculares se colapsan y la cavidad antral puede
o no llenarse de sangre. Las células de la granulosa y de la teca interna presentan
una serie de cambios que conducen a la formacién de un cuerpo luteo. El proceso
por el cual la granulosa y las células tecales se convierten en células luteinicas se
denomina luteinizacion. El destino del cuerpo lateo depende de la presencia o no
de fecundacién e implantacién. Si no ocurre la fecundacién, el cuerpo IUteo ciclico
entra en regresion, dando lugar a un cuerpo albicans. Durante el proceso de atresia
en foliculos anovulatorios, las células de la teca interna pueden sufrir hipertrofia y
cambios parecidos a los de las células luteinicas. En este estadio, el foliculo
atrésico puede convertirse en una glandula temporal. Este tipo de estructuras puede
dar lugar al tejido intersticial ovarico.*®

4.3.2 Oviducto. Segin Scudamore’el oviducto se compone de cuatro regiones
anatomicas; intramuscular (Gtero-tubular), istmo, ampula e infundibulo revestida
por una superficie mucosa plegada. La porcion intramuscular pasa a través de la
punta del cuerno uterino. La ampolla tiene un mayor diametro del lumen en
comparacion con el istmo y se conecta al infundibulo que termina en la fimbria en
la bolsa ovérica.

4.3.3 Utero y Cérvix. Suckow “® reporta un Utero bicorne y rosado, con un
cuerpo corto, cada uno 30-50 mm de largo y 3 mm de diametro, el cuerpo de
aproximadamente 12 a 20 mm de largo y 6 mm de diametro, y un solo cuello
uterino. O'Malley49 encontré que el ligamento ancho (mesovario, mesosalpinx, y
mesometrio) contiene mucha grasa. Como ocurre en casi todos los mamiferos, la
arteria ovarica (una rama de la aorta) y la arteria uterina (una rama de la iliaca
interna) se anastomosan en el mesenterio uterino.

Octubrede 2015]. Disponible en internet:
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030306/030611.pdf .

“*® Ibid. p.5.
*” SCUDAMORE, Op.Cit p.91.
8 SUCKOW. Op.Cit., p.592.

“°0 MALLEY., Op.Cit., p.257.
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4.3.3 Vagina. Segin Scudamore®, la vagina es una estructura tubular, que se
contintia con el canal cervical y termina caudalmente en la vulva, con una longitud
de 30-40 mm de largo y consta de crestas longitudinales prominentes. No hay
vestibulo entre la vagina y el orificio externo vaginal, el orificio vaginal es en forma
de U y esta cerrado por una membrana vaginal de cierre que se abre en celo, en
el parto, y entre los dias 20 y 35 de gestacion, la mayoria por lo general en 26 dias
0 27. Se cierra poco después del estro o, en caso de copula, tras la expulsion del
tapon vaginal.

La membrana de cierre vaginal esta abierta s6lo durante parto y de 2 a 4 dias
durante el estro. La vulva tiene forma de U y situada entre el ano y el orificio uretral
es dificil distinguir cuando esta cerrado, y se caracteriza por una pequefa elevacion.
Cuando su membrana de cierre cubre el orificio vaginal y el orificio uretral se puede
confundir con una abertura genital. La vagina esta abierta durante el estro y se
produce una secrecion vaginal mucoide; sin embargo, no hay hinchazoén vulvar, pero
existe un cambio en el color, que va de un color carne opaco a un rojo profundo. El
color de la aumenta en la perforacién vaginal y sigue siendo intensa durante la
mayor parte de la fase IGtea del ciclo.*

Figura 2. Tracto reproductivo de la hembra.

*® SCUDAMORE. Op.Cit., P. 94.

51 QUESENBERRY, Katherine y CARPENTER,James. Ferrets, Rabbits, and Rodents._En: Cinical
medicine and sugeri .Estados Unidos: Elselvier Op.Cit., p.282- 283.
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Fuente: SUCKOW, Mark, et.al. Female reproductive System. En: The laboratory rabbit,
guinea pig, hamster, and other rodents. Estados Unidos: Elsevier, 2012. p.595

4.3.4 Clitoris. Scudamore®? menciona el clitoris como una pequefia elevacién en
el piso ventral de la abertura vaginal, que sobresale en la fosa del clitoris. Esta
revestida por epitelio vaginal. Los conductos de la uretra desembocan en la fosa
del clitoris.

4.4  HISTOLOGIA DEL SISTEMA REPRODUCTOR FEMENINO EN
HISTRICOMORFOS.

Los érganos reproductores de ambos sexos en roedores se derivan principalmente
del mesodermo embrionario y la incorporacion de las células germinales
primordiales. Las células germinales primordiales son los precursores de espermay
ovulos, migran desde el saco vitelino a las crestas genitales en el desarrollo
temprano embrionario. Al nacer, el tubérculo genital y el ano-genital muestra una
distancia mayor en los machos que en hembras, pero los genitales externos son
todavia relativamente indiferenciados y el desarrollo no estad completo hasta el dia

°2 SCUDAMORE., Op.Cit., p. 95.
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10. El pene y el clitoris se derivan del tubérculo genital, la diferenciacion sexual
ocurre a partir del dia 16 de la gestacion.>

4.4.1 Ovarios. Masson® reporta que el ovario esta cubierto por epitelio de
revestimiento diferenciado en dos zonas (corteza y medula); un epitelio de
revestimiento con una capa simple de células planas o cubicas con nucleos
ovales o redondos y citoplasma acidéfilo. Todos los elementos del ovario dentro
de una malla de tejido conectivo con abundantes células estromaticas, con un
aspecto fusiforme con nucleos ovales o planos. La corteza se encuentra
constituida por fibras conectivas, orientada en forma perpendicular a la superficie
y la medula se conforma por tejido conectivo en disposicidén plexiforme; fibras se
dirigen en todas las direcciones y también se observan fibras elasticas.?®

Una capa serosa del peritoneo con vasos y nervios ovaricos se denomina mesovario
y forma la porcién anterior del ligamento ancho del Gtero, tanto en la corteza como
en la médula, el estroma ovarico es un tejido conectivo con abundancia de fibras de
colageno. Esta region se denomina falsa albuginea por ser equivalente a la
albuginea presente en el testiculo. El tejido conectivo sostiene al parénquima
ovarico constituido por los foliculos ovéaricos de distintos tamafio segun su
desarrollo. Los foliculos ovéricos se clasifican segun la apariencia morfolégica de
la granulosa asociado a capas de células primordiales, primaria, secundaria,
foliculos antrales y atrésicos. >°

Los foliculos primordiales tienden a encontrarse hacia la region subcapsular y
corteza del ovario y constan de un ovocito rodeado por una sola capa de células
aplanadas de la granulosa. Los ovocitos en crecimiento estan rodeados por una
capa hialinica de glicoproteinas secretada por el ovocito llamada zona peltcida. En
foliculos primarios y la zona pellcida del ovocito esta rodeado por una sola capa de
células cubicas de la granulosa y una capa externa de células aplanadas.*®

Los Foliculos secundarios tienen multiples capas de células cubicas de la granulosa
en estrecha asociacién con el ovocito, sin espacio antral. El foliculo antral tiene
multiples capas de células de la granulosa y esta lleno de liquido en el espacio
antral. EI ndmero de foliculos antrales grandes aumentan durante proestro y
disminuyen como resultado de la ovulaciéon durante el celo. En los grandes foliculos
antrales preovulatorios, el ovocito se separa de un Unico espacio antral por una
capa circundante de células de la granulosa (el cumulus granulosa), que se mantuvo
con el ovocito cuando es liberado en la ovulacion. La mayoria de los foliculos no

** SCUDAMORE .Op.Cit., .p. 88.
> MASSON, Felipe. Histoarquitectura. [en linea]l. En:Un modelo descirptivo del sistema
reproductor hembra del coipo (Mycocastor coypus ) I: El Ovario . Consultado el [10 de Octubrede
2015]. Disponible en internet: http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n121205/120509.pdf .

** SCUDAMORE. Op.Cit., .p. 90.

*® Ibid. p. 88.
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llegan al punto de la ovulacion y se someten a desgaste o atresia. Los ovocitos se
convierten en atrésicos como resultado de la apoptosis. Los restos de foliculos
atrésicos pueden ser observados como restos eosindfilos de la zona pellcida que
se tifien PAS positivo rodeada por las células de la teca interna.>”

La aparicion del cuerpo liteo varia con la etapa del ciclo estral y si son de los ciclos
actuales o anteriores. Después de la ovulacion las células de la teca que conforman
el cuerpo luteo, tienen citoplasma basofilo y la mitosis puede estar presente. El
centro de un cuerpo luteo recién formado puede tener un fluido irregular lleno o
hemorragico. Durante el metaestro y diestro las células del cuerpo liteo son mas
voluminosas y pueden empezar a acumular vacuolas lipidicas finas alcanzando el
tamafio maximo y vacuolizacién al diestro. Durante el proestro del cuerpo lUteo se
empieza a degenerar observandose fragmentos nucleares y neutréfilos. La rete
ovarica son restos tubulares de los conductos mesonéfricos, que se pueden
encontrar dentro de la grasa del mesovario o dentro del estroma ovarico en el hilio.
Los conductos pueden ser Unicos o multiples y rodeados por epitelio cubico a
columnar, que puede ser ciliada.>®

4.4.2 Oviducto. Felipe®, la mucosa oviductal presenta plegamientos que
disminuyen de complejidad y altura desde la ampolla hasta los comienzos de la
union uterotubarica. La porcién intramuscular esta revestida por células
columnares bajas rodeadas por una lamina propia de tejido conectivo con fibras
elasticas dispersas y células musculares lisas. El oviducto restante esté revestido
por una sola capa epitelial de las células pseudoestratificadas con nucleos
conceéntricos.

“Las células son una mezcla de células ciliadas y secretoras; siendo mas
frecuente las células ciliadas en el infundibulo y &mpula y secretoras en el istmo.
El &mpula y el istmo tienen una pared exterior de masculo liso. El istmo tiene una
pared muscular gruesa y conecta la seccion intramuscular al ampula, por lo que
es comun ver a mdultiples secciones transversales en las preparaciones

estandar“.°

Masson®! observé que las fimbrias del infundibulo presentan un epitelio cilindrico
y en medida que progresa hacia el ampula adquiere un epitelio

> Ibid. p .89.

*®|bid. p. 89-91.

* FELIPE, A. E., Un modelo descriptivo del sistema reproductor hembra del coipo (Myocastor

coypus) llI: los 6rganos tubulares REDVET. Revista Electronica de Veterinaria [en linea] 2006, VII
(Marzo): citado: 16 de marzo de 2017] Disponible
en:<http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=63612698011> ISSN 1695-7504.

®1bid. p. 91.

. MASSON. Op.Cit. .p. 10.
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pseudoestratificado. En la union uterotubarica se distinguen dos sectores
intramurales (segmento terminal del istmo y el segmento medio) y la proyeccion
del oviducto en el lumen uterino, el cual presenta numerosos pliegues primarios
largos con pliegues secundarios cortos.*

4.4.3 Utero y Cérvix. Segun Felipe®, el epitelio de revestimiento es cilindrico o
columnar, con nucleos ovales y basales. En el endometrio se encuentran
glandulas con el epitelio cubico o cilindrico de aspecto secretor. La lamina de los
cuernos uterinos esta compuesta por tejido conectivo laxo. El miometrio muestra
tres capas de musculo liso; la interna con fibras en disposicion circular, la media
con abundante vascularizacion y la externa contiene fibras en disposicion
longitudinal.

Scudamore® | menciona que en el metaestro la luz se reduce y el epitelio de
revestimiento sigue mostrando signos de degeneracion, aunque algunas mitosis
pueden estar presentes. En el diestro el Utero se encuentra mas fino con una
ranura y estrecho lumen rodeado por un endometrio delgado con tejido estromal
condensado y células de revestimiento columnares bajas. En el proestro el lumen
uterino se dilata por el liquido y las células epiteliales que lo recubren se
convierten en alto y columnar con mitosis frecuentes y el estroma puede tener una
apariencia edematosa.

4.4.4 Vagina. Felipe, et al** Observé cuatro capas en la pared vaginal: mucosas,
submucosas, musculares y adventicia o serosa. El revestimiento de la mucosa
vaginal consiste en un epitelio escamoso estratificado que cambia radicalmente
durante el ciclo estral. EIl estro es la etapa mas facil de reconocer en el ciclo
mediante secciones histologicas. Durante el estro, la mucosa vaginal esta (10-12
células de espesor) mas gruesa y estd cubierta por una capa de células
queratinizadas (cornificadas). Las células queratinizadas se aplanan y son
altamente eosinofilicas y por lo general anucleadas (pueden ser nucleadas en el
celo temprano). No hay infiltracion de neutrdfilos en la lamina propia o epitelio.

“El conducto vaginal esta regionalizado por lo cual no es homogéneo en toda su
longitud, la regidén craneal esta revestida de epitelio columnar a diferencia de la

®2 FELIPE. Op.Cit, p10.
® SCUDAMORE. Op.Cit., p. 94.

® FELIPE, Antonio E.; CASTRO, Alejandra; CALLEJAS, Santiago S. y CABODEVILA, Jorge
A. Morphological Study of the Vagina of the Coypo (Myocastor coypus).(Estudio morfolégico de la
vagina del Coypo (Myocastor coypus)). Rev. chil. anat. [online]. 2000, vol.18, n.2 [citado 2017-03-
16], pp.231-235. Disponible en: <http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-
98682000000200003&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 0716-9868.
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caudal que se caracteriza por tener epitelio estratificado escamoso. La capa
muscular es gruesa y formada principalmente de fibras circulares ”.

4.45 Clitoris. De acuerdo a los resultados por Scudamore® las glandulas del
clitoris se modifican, estas constan de conductos revestidos de epitelio escamoso
estratificado y acinos compuesta de grandes células epiteliales cubicas y
eosinofilos.*

4.5 GENERALIDADES DE HISTOLOGIA E HISTOQUIMICA

En su aspecto mas amplio, la palabra Histologia se emplea como sinénimo de
anatomia microscépica, ya que su materia no solo incluye la estructura
microscopica de los tejidos sino también la de la célula, 6rganos y sistemas.

Se han desarrollado diversas técnicas para preparar los tejidos con el fin de
estudiarlos, de tal manera que semejen cuanto mas su estado natural en vivo. Las
etapas incluidas son: fijacion, deshidratacion y aclaramiento, inclusiéon en un medio
estable, seccion en cortes delgados para poderlos observar mediante
transiluminacién, montaje en una superficie para facilitar su manipulacion y tincion
para diferenciar los diversos componentes tisulares y celulares®.

“La histoquimica es un método de tincién de tejidos que proporciona informacion
sobre la presencia y localizacion de macromoléculas intracelulares vy
extracelulares. Este método aprovecha la actividad enzimatica, reactividad
quimica y otros fendmenos fisico-quimicos relacionados con el elemento en
cuestion. Las reacciones de interés se tornan evidentes mediante la formacion de
un precipitado insoluble que toma cierto color”®’

Los colorantes empleados con mas frecuencia en histologia son hematoxilina y
eosina (Hy E). “La hematoxilina es una base que tifie de manera preferencial los
componentes acidos de la célula de un color azuloso. La eosina es un &cido que
tine los componentes béasicos de la célula de color rosado; se utilizan
principalmente para poner en evidencia las caracteristicas estructurales™®,
También se usan muchos otros colorantes en la preparacion de tejidos para

estudios histologicos (Cuadro 1).

®*Ibid. p. 233.
®® GARTNER y HIATT, Op.Cit. p. 1.
®” GARTNER y HIATT, Op.Cit. p. 4.

® ROSS, M. et.al Op. Cit .p. 3.
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Cuadro 1. Colorantes y reacciones histolégicas comunes.

Reactivo

Resultado

Hematoxilina

Azul: ndcleo; regiones acidas del citoplasma; matriz de
cartilago

Eosina

Rosa: regiones bésicas del citoplasma; fibras de colagena

Tricrémica de Masson

Azul oscuro: nucleo
Rojo: masculo, queratina, citoplasma
Azul claro: mucinégeno, colagena

Colorante de orceina
para fibras elasticas

Pardo: fibras elasticas

Colorante Weigert para
fibras elasticas

Azul: fibras elasticas

Tinciones argénticas

Negro: fibras reticulares

Hematoxilina férrica

Negro: estriaciones de musculo, ndcleos, eritrocitos

Acido peryodico de

Schiff (PAS)

Magenta: moléculas ricas en glucégeno y carbohidratos

Colorantes de Wright y

Se utilizan para tinciones diferenciales de células hematicas
Rosa: eritrocitos, granulos de eosindfilos

Giemsa Pdrpura: nucleos de leucocitos, granulos basofilos

Azul: citoplasma de monacitos y linfocitos

* Tomado de: GARTNER, L. y HIATT, J. Introduccién a la histologia y técnicas
histol6gicas

basicas. En: Texto Atlas de Histologia. 2 Ed. en espaifiol.
Interamericana, 2002. p. 3.

México: McGraw-Hlill

4.6. GENERALIDADES DE INMUNOHISTOQUIMICA

Segin GOMEZ®, el anticuerpo es marcado con una sustancia fluorescente,
elemento radiactivo, oro coloidal o enzima. Las muestras son incubadas con
sustratos enzimaticos, produciendo un producto que sufre precipitacion directa.
Presenta alta sensibilidad y especificidad, permite el andlisis de uno o multiples
antigenos simultaneamente, permite la deteccion y localizacion de proteinas
intracelular, identificar un antigeno particular en varios tejidos en la misma lamina
y es aplicable en células vivas. La técnica es realizada en la lamina de
microscopia y la observacion es realizada en microscépico de luz comdn y
fluorescente; el anticuerpo es biotinilado en los ensayos enzimaticos

% GOMEZ, Wilson. Uso de la inmunohistoquiimica en los evento mérbidos de peces. Universidad
Camilo Catelo, Sao Pablo, Brasil. P.25.
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5. DISENO METODOLOGICO
5.1 TIPO DE ESTUDIO
Se realizé un estudio descriptivo de tipo cualitativo.
5.2 POBLACION Y MUESTRA
El estudio se ejecutd en el area de catedra y servicio de patologia veterinaria de la
Universidad de Narifilo. En las instalaciones de la clinica veterinaria “Carlos
Martinez Hoyos” de la Universidad de Narifio, en la ciudad de Pasto. Se tomaron
para el estudio los sistemas reproductivos de ocho animales hembra, clinicamente

sanos, de diferentes rangos etarios distribuidos con base en la tabla 2.

Tabla 2. Rango etario de los animales incluidos en el estudio como
referencia por Harkness.et.al.2012.
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Rango Etario Semanas edad*

Neonato <2
Gazapo (prepuber) <4
Adulto (postpuber)* <5
Adulto en Reproduccion** >6

* Se toma como referencia la edad al destete y la edad a la que alcanzan la
pubertad descrita por Harkness et. al.2012.
** Con base en los criterios de inclusion.

El nUmero de animales a evaluar se estimo teniendo en cuenta el principio de las
tres RSS’ segun el cual bajo el accionar Etico-Moral en la investigacién con
animales de experimentacion se debe trabajar con un numero reducido de
animales, tratando de obtener la maximizacién de la informacion por animal y con
base en el tamafio de la muestra empleado en estudios morfolégicos e
histoldgicos previos en otras especies de roedores histricomorfos: 1) Once
hembras sexualmente maduras de Coipo (Myocastor coypus) para la descripciéon
histolégica del tracto reproductivo femenino’*; 2) 20 animales para el estudio histo-
arquitectonico de la Vagina’®; 3) Ocho hembras de tepezcuintle (Agouti paca),
para determinar actividad ovarica’® y 4) catorce hembras de chinchilla lanigera
sexualmente maduras para realizar la descripcién del ovario™.

" CONCEPCION, Angel R; DE LA PENAy GARCIA, J. Acercamiento Al Accionar Etico-Moral Del
Cientifico Que Trabaja Con Animales De Experimentacién. Acta bioeth. [online]. 2007, vol.13, n.1
[citado 2017-03-30], pp.9-15. Disponible en:
<http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1726-
569X2007000100002&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 1726-569X.

n FELIPE, Antonio E.; CASTRO, Alejandra; CALLEJAS, Santiago S. Y CABODEVILA, Jorge
A. MORPHOLOGICAL STUDY OF THE FEMALE EXTERNAL GENITALIA OF THE MYOCASTOR COYPUS
(COYPU). Rev. chil. anat. [online]. 2001, vol.19, n.1 [citado 2017-03-16], pp.17-21. Disponible en:
<http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682001000100003&Ing=es&nrm=iso>. ISSN
0716-9868

e FELIPE, Antonio E.; CASTRO, Alejandra; CALLEJAS, Santiago S. Y CABODEVILA, Jorge
A. MORPHOLOGICAL STUDY OF THE VAGINA OF THE Myocastor coypus (COYPU). Rev. chil.
anat. [online]. 2000, vol.18, n.2 [citado 2017-03-16], pp.231-235. Disponible en:
<http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682000000200003&Ing=es&nrm=iso>. ISSN
0716-9868.

" MONTES PEREZ, Rubén C.; CABRERA BAZ, Elsy A. Actividad ovarica del tepezcuintle Agouti
paca (Rodentia: Agoutidae) en cautiverio. Revista de biologia tropical [en linea] 2006, vol. 54, no 3,
p. 903-910. [citado : 16 de marzo de 2017] Disponible en:<
http://repositoriodigital.academica.mx/jspui/handle/987654321/370016>..

* SANCHEZ-TORANZO, G., et al. Histology of the ovary of Chinchilla lanigera in captivity
(Histologia del ovario en la Chinchilla lanigera, en cautiverio). Animal reproduction science, p. 205-
211. [en linea] 2014, Agosto, 2014, vol. 148, no 3, [citado: 16 de marzo de 2017] Disponible en:<
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432014001432>_.
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Con base en lo anteriormente planteado fueron tomados para el estudio dos
animales por rango etario, para un total de 8 hembras. Los animales se
adquirieron en una explotacién familiar-comercial del municipio de Pupiales y el
muestreo se realizo en el mes de enero de 2016.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSION.

Con base en lo reportado por Harkness’, se incluyeron en el estudio hembras
neonato, hembras gazapos en edad prepuberal, hembras adultas en edad pos-
puberal que no tengan ningun parto, hembras en reproduccion que hayan tenido al
menos un parto.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSION.

Durante la evaluacion histologica, tejidos con alteraciones sugestivos de
enfermedad (trastornos: microcirculatorios, inflamatorios, proliferativos e
inmunopatol6gicos), fueron excluidos del estudio.

5.5 TOMA Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

La toma de muestras, se realiz6 con base en lo instaurado por Harkness , los
animales fueron anestesiados con ayuda de una mascara facial, se utilizd
isoflurano en concentracion de 2 a 3% en oxigeno ; posteriormente se realizo la
eutanasia mediante la administracion de Pentobarbital Sodico en concentracion de
390 mg/ml en combinacion con Difenilhidantoina Sdédica en concentracién de 50
mg/ml, utilizando una dosis en pequefios roedores de 150 a 200 mg/kg por via
intracardiaca, ya que si se administra por via intraperitoneal causaria irritacion de
los tejidos a estudiar.

Para la realizacion del presente estudio, se tuvieron en cuenta los principios de
ética biomédica descritos por Beauchamp’® que establece los principios de
respeto de la autonomia, beneficencia, no maleficencia, y justicia. Para la
manipulacion de los animales incluidos en el estudio, se tuvieron en cuenta los
protocolos establecidos para el uso y cuidado de animales de experimentacion
segun la National Research Council (NRC) y la normatividad nacional vigente, de
acuerdo al Estatuto Nacional de Proteccion de los Animales (Ley 84 de 1989
modificada mediante el proyecto de ley 044 de 2009), en el cual se establecen los
lineamientos para el uso de animales vivos en experimentos e investigacion.

’ Ibid. p. 57.

® BEUCHAMP, Tom y CHILDRESS, James. Principles of Biomedical Ethics. 5 Ed. New York.
Oxford University Press, Inc. 2001.
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5.5.1 Técnica de muestra. Se realizo el muestreo de los animales incluidos en el
estudio siguiendo la Técnica de Necropsia en Cuyes (Cavia porcellus)
estandarizada por el area de catedra y servicio de Patologia Veterinaria de la
Universidad Narifio.

Se realizdé una incisidn primaria desde la sinfisis mandibular hasta la sinfisis
pubica que abarco solamente piel. La incision secundaria se hizo desde los
procesos xifoides del esterndn hasta la sinfisis pubica y se efectué dos cortes por
el borde de la ultima costilla desde el mismo proceso, para exponer los érganos de
cavidad abdominal. Posteriormente se identificaron y extrajeron los 6rganos
abdominales comprometidos en el estudio.

Para el caso particular del estudio, se desarrollaron modificaciones a la técnica de
necropsia donde extrajo el aparato genitourinario en su totalidad, para evitar dafios
y artefactos por manipulacion en los tejidos (Figura 5).

5.5.2 Toma de Muestras. Se diseccionaron y extrajeron muestras de todo el
tracto genitourinario de la hembra del cuy. Los 6rganos del sistema genitourinario
se fijaron en su totalidad en formol bufferado al 10% durante 24 horas y fueron
debi%lmente rotuladas en recipientes individuales, segun lo reportado por Astaiza
et.al.

5.5.3 Evaluacién macroscopica. Una vez fijados en formol, se realiz6 la
descripcion macroscopica basada en la localizacion anatémica de los 6rganos
reproductivos, debido al pequefio tamafio, se utilizé el estereoscopio ADVANCED
OPTICAL-microscope, con lampara led de 10W serie SE22008.

Se midieron los tractos reproductivos completos y los 6rganos por separado, de
cada una de las hembras. Posteriormente se tomd el peso del tracto
genitourinario completo en animales neonatos, gazapos y adultos; en las
reproductoras se pes6 solo el tracto reproductivo ya fue posible realizar la
diseccion del sistema reproductivo y el sistema urinario, sin generar artefactos por
manipulacion a los tejidos. Para tomar el volumen del tracto reproductivo completo
y de cada uno de los érganos y el peso de cada 6rgano, se emplearon los tejido
de la hembra reproductora nimero dos (R2), debido a que el tamafio de sus
organos facilitaba su evaluacion sin provocar artefactos por manipulacion que
interfieran la evaluacion microscépica.

"bid. p. 77 - 83.

® ADVANCED INSTRUMENTS LTDA. ADVANCED Optical-microscope, iluminacién tipo Led. [en
linea]. 17, marzo de 2016. [Citado en 24 de marzo de 2015]. Disponible en internet :<
http://www.advanced.com.co/index.php?option=com_virtuemart&view=productdetails&virtuemart_pr
oduct_id=76&virtuemart_category id=58 >
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Figura 3. Toma de volumen del tracto reproductivo.

Fuente: Esta investigacion.

5.5.4 Procesamiento y evaluacion microscOpica. Se realizaron cortes
transversales, longitudinales, oblicuos y sagitales de cada uno de los érganos del
sistema reproductivo. Cada uno de los cortes fue identificado y rotulado, para
garantizar la trazabilidad, desde la inclusion hasta la obtencion de los
micropreparados histologicos (H/E, PAS y marcadores inmunohistoquimicos,
contrastados con hematoxilina de Harris), minimizando la pérdida de informacién,
realizar la interpretacion de la totalidad de cortes y evitando varias
interpretaciones del mismo tejido. (Cuadro 2), (Figura 4).

Cuadro 2. Referencias de los bloques de parafina.

Bloque
Hembra parafina |Tejidos
Ovario derecho completo
Mesovario
Mesosalpinx
Oviducto
Gl |G2|A1|A2 | R1|R2 1 Cuerno uterino derecho seccion posterior
Cuerno uterino derecho seccion medial e inferior
Gl | G2 | A1 | A2 |R1 | R2 2 Cérvix
Gl |[G2|Al1 | A2 |R1|R2 3 Cuerpo uterino seccién proximal
Cuerpo uterino seccién distal
Gl |G2|A1|A2 | R1|R2 4 Vagina
Gl |G2 | A1 | A2 | R1|R2 5 Genitales externos
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Ovario lzquierdo completo

Mesovario

Mesosalpinx

Oviducto

Gl |G2 | A1 | A2 | R1|R2 6 Cuerno uterino Izquierdo seccién posterior.

Genitales externos

Vagina

Cuerpo uterino
N1 N2 1 Cérvix
N1 N2 2 Cuernos uterinos

Ovarios
N1 N2 3 Oviductos

Fuente: Esta investigacion.

Posteriormente se realiz6 la técnica de inclusion en parafina y coloracion de
hematoxilina y eosina de acuerdo al protocolo establecido por el laboratorio
nacional de diagnostico veterinario del instituto colombiano agropecuario (LDNDV-
ICA)’®; este procedimiento fue realizado en el laboratorio de Patologia de la
Fundacion Hospital San Pedro del Municipio San Juan de Pasto.

Figura 4. Bloques referenciados, para la identificacion de 6rganos en las laminas.

icA (Instituto Colombiano Agropecuario). Procedimiento técnico para la realizacion de la técnicas
de coloracion de rutina (hematoxilina- eosina) y coloraciones diferenciales en el proceso
histotécnico para diagnostico histopatolégico. En: Laboratorio Nacional de diagndstico veterinario.
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Fuente: Esta investigacion.

Bloques rotulados, Teniendo en cuenta el rango etario y nimero del animal:
Adultas en reproduccion(R), Adultas (A), Gazapos (G), Neonatos (N).

Se realiz6 la descripcidbn microscopica; teniendo en cuenta la metodologia
empleada por el laboratorio de patologia veterinaria de la Universidad Nacional de
Colombia, modificada por el area de catedra y servicio de patologia veterinaria de
la Universidad de Nariiio considerando los siguientes aspectos: reconocimiento
histolégico del érgano, evaluacion en objetivos de 4X, 10X Y 40X y descripcion
histoldgica de cada estructura. Empleando el objetivo de 100X, en los casos que
requirieron mayor detalle.

Para el andlisis, interpretacion y registro fotografico de las ldminas H/E se empled
un microscopio 6ptico Nikon eclipse E200%°, con camara fotografica APTINA *'de
alta resolucion de 14 megapixeles CMOS, con sensor digital de imagen serie
TP614000S incorporada y el software ToupView (x64)%; este procedimiento se
realizé en el laboratorio de ciencias pecuarias de la Universidad de Narifio y en el
area de cétedra y servicio de patologia veterinaria de la Universidad de Narifio.

5.5.5 Morfometria folicular y del cuerpo liteo. En los animales objeto de
estudio (neonatos, gazapos, adultos, reproductores), se seleccionaron dos cortes
longitudinales de la totalidad del ovario por individuo y se realizé la medicion de
cada una de las estructuras presentes (ovocito, células de la granulosa, teca
interna, teca externa, antro folicular) y el diametro total folicular.

Basado en la metodologia implementada por Felipe® en el coipo. Para la medicion
del diametro folicular de los foliculos primordiales y primarios se tom6 como
puntos de referencia el borde distal de las células de la granulosa ; en los foliculos

% NIKON Instrumentos Inc. Biological Microscope ECLIPSE E2000: Caracteristicas vy
especificaciones [en linea]. Melville (USA). 2015. [Citado en 2 septiembre de 2015]. Disponible en
Internet: <https://www.nikoninstruments.com/es_AMS/Productos/Microscopios-
verticales/Educacional/Eclipse-E200-LED/Especificaciones>

8 APTINA. 12.3- inch 14 Mp CMOS Digital image sensor: Caracteristicas y especificaciones [en
linea]. ON semiconductor®. [Citado en 24 marzo de 2015]. Disponible en internet
<http://www.onsemi.com/pub/Collateral/MT9F002-D.PDF>

 TOUPVIEW. Video or image calibration tool (Calibracion de la imagen y video). En: Quick help.
[en  linea]. [Citado en 24 marzo de 2015]. Disponible en internet
<http://mmrc.caltech.edu/Microscope_Camera_AmScope/ToupViewHelpManual/05_ToupView_Qui
ck_Help_en.pdf>

% FELIPE, A. E.; MASSON, P. G. Un modelo descriptivo del sistema reproductor hembra del coipo
(Myocastor coypus) I: el ovario. [Citado en 24 marzo de 2016]. Disponible en internet:
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n121205/120509.pdf.
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secundarios se tom6 como limite el borde distal de las células de la teca; en los
foliculos terciarios el borde distal de las células de la teca externa. Para el
diametro del cuerpo lateo se utilizé el borde distal de las células tecaluteinicas.

Para este analisis morfométrico, se empled un microscopio Optico Nikon eclipse
E200%, con camara fotografica APTINA %°de alta resolucién de 14 megapixeles
CMOS, con sensor digital de imagen serie TP614000S incorporada y el software
ToupView (x64)%°.

5.5.6 Histoquimica. Finalizado el reconocimiento y evaluacion de los 6rganos en
Hematoxilina y Eosina, se realizaron tinciones especiales teniendo en cuenta los
hallazgos histolégicos de los cortes realizados en cada érgano. Se empleéd la
coloracion de Acido peryodico de Schiff (PAS) para la deteccion de carbohidratos,
en el bloque (R1-1). Este procedimiento fue realizado en la corporacion de
patologia veterinaria (CORPAVET) ® Molecular-Vet SAS. Bogota, Colombia.

Cuadro 3. Muestreo, tinciones especiales, e inmunohistoquimica empleados por
organo.

Organo Muestras Tinciones /Inmunohistoquimica.
Ovario derecho Hematoxilina y eosina
Ovarios Ovario izquierdo | Acido peryédico de Schiff (PAS)
Inmunohistoquimicos de expresion hormonal:
FSH, LH e Inhibina.
Unién Hematoxilina y eosina
Utero uterotubarica Acido peryddico de Schiff (PAS)
Cuernos uterinos
Cuerpo del utero
Cérvix
Genitales xﬁsga Hematoxilina y eosina
externos Clitoris

# NIKON Instrumentos Inc. Biological Microscope ECLIPSE E2000: Caracteristicas y
especificaciones [en linea]. Melville (USA). 2015. [Citado en 2 septiembre de 2015]. Disponible en
Internet: <https://www.nikoninstruments.com/es_ AMS/Productos/Microscopios-
verticales/Educacional/Eclipse-E200-LED/Especificaciones>

% APTINA. 12.3- inch 14 Mp CMOS Digital image sensor: Caracteristicas y especificaciones [en
linea]. ON semiconductor®. [Citado en 24 marzo de 2015]. Disponible en internet
<http://www.onsemi.com/pub/Collatera/MTO9F002-D.PDF>

% TOUPVIEW. Video or image calibration tool (Calibracién de la imagen y video). En: Quick help.
[en  linea]. [Citado en 24 marzo de 2015]. Disponible en internet
<http://mmrc.caltech.edu/Microscope_Camera_AmScope/ToupViewHelpManual/05_ToupView_Qui
ck_Help_en.pdf>
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Fuente: Esta investigacion.

* Con excepcion de la tincion de hematoxilina y eosina, las tinciones especiales y los
marcadores inmunohistoquimicos se realizaron de acuerdo al resultado de la evaluacion
microscopica.

5.5.7 Inmunohistoquimica. Para precisar los hallazgos de los resultados
obtenidos en la evaluacion de los micropreparados de Hematoxilina y Eosina. Se
utilizaron los siguientes marcadores inmunohistoquimicos dirigidos hacia la
expresion hormonal de los siguientes receptores hormonales: hormona
foliculoestimulante (FSH) Dako®, hormona luteinizante (LH) Dako® e Inhibina
Dako®; para el andlisis de estos se emplearon anticuerpos monoclonales de ratén
clon c93 dirigido hacia estos receptores. Se selecciond el bloque (R1-1) debido a
gue presentaba cortes longitudinales completos del ovario. Estos procedimientos
se realizaron en el laboratorio de inmunopatologia Inmunotech Laboratorios Ltda.
Bogota, Colombia.

5.5.8 Clasificacion de estructuras ovaricas. Se consideraron como
caracteristicas de clasificacion folicular (primordiales, primarios, secundarios y
terciarios) las mencionadas por Felipe®’, quien en un modelo descriptivo en el
ovario del Coipo (Myocastor coypus) determind los parametros para la
clasificacion de estructuras ovaricas en histricomorfos, tales como: tamafio del
ovocito en foliculos de distintos estadios de desarrollo, tamafio folicular, y

2 capas foliculares, presencia de cavidad antral y

Como caracteristicas complementarias para el analisis tipoldgico se consideraron:
la forma y tamafio de las células foliculares, didmetro folicular, presencia de zona
pelucida, tamafio de la cavidad antral, presencia y diferenciacién de la tecas
internas y externas (Cuadro.4).

Para la identificacion, caracterizacion y clasificacion de las estructuras foliculares
en atresia y luteinizacién, asi como para los cuerpos lateos se utilizaron criterios
aplicados en otras especies, segln lo reportado por Dellmanns®® en mamiferos
domésticos y Stacey®® en humanos, lo cual permitié6 determinar las principales
categorias foliculares en foliculos atrésicos y cuerpos luteos.

La atresia se reconocio en foliculos primordiales y primarios por alteracion del
ovocito, en foliculos secundarios por la alteracion del ovocito y presencia de

STACEY., Op, Cit. p.

49



nacleos picnoticos en la granulosa y la disolucién de alguna de estas células y en
foliculos terciarios por los criterios anteriores mas la presencia de células de la
granulosa con nucleo picnotico flotando en la cavidad antral.

5.6 VARIABLES DEL ESTUDIO

Parametros de referencia macroscopica y descripcion del tracto reproductivo
femenino del cuy. Hallazgos histolégicos, histoquimicos e inmunohistoquimicos,
caracteristicas microscopicas segun el rango etario, parametros de referencia
normales del sistema reproductivo femenino del cuy.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para la caracterizacion histologica del sistema reproductivo femenino del cuy se
empled estadistica descriptiva mediante la utilizacién de tablas de frecuencia y
registro fotografico de todo el proceso. Se establecieron las caracteristicas
microscopicas normales en los 6rganos y tejidos evaluados segun grupo etario.

Para las variables niumero de foliculos, diametro folicular, diAmetro del ovocito,
namero de capas de células de la granulosa, grosor de la teca se utilizd
estadistica descriptiva mediante el uso de medidas de tendencia central y
desviacion.

La descripciébn de los hallazgos se realiz6 por Organos, iniciando por las
caracteristicas macroscopicas y posteriormente la descripcion microscépica. Las
diferencias microscépicas por rango etario se establecieron tomando como base la
descripcion de las hembras adultas.

Cuadro 4. Clasificacion de las estructuras ovaricas en el estudio.

Estructuras | Clasificacion | Criterios

- Ovaocito con nucleo central.

Primordial - Una sola capa de células de la granulosa
aplanadas.

- Ovocito de mayor tamafo.

Primario - Epitelio cubico o columnar simple de células de la
granulosa.

- Ovocito de mayor tamafo.

Foliculos : - Epitelio estratificado de células de la granulosa.

Secundario . .
- Sin espacio antral.

- Zona pelucida.

- Ovocito primario.

- Epitelio estratificado de células de la granulosa.

Terciario - Células estromales especializadas (teca externa
e interna).

- Antro.
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- Difiere en cuanto al tipo de foliculo:

- Primordiales, primario y secundarios: picnosis,
vacuolizacion de las células de la granulosa.

- Terciarios: Disminucion de la granulosa, atresia
con posterior cicatrizacion.

- Obliterante- Quistica.

Atrésico

- Estructura circular.
- Células tecaluteinicas.
- Células granulosoluteinicas.

Cuerpo
Luteo

Mesovario - Tejido conectivo, altamente vascularizado.

Bursa - Musculo liso, abundante tejido adiposo.

Hilio - ldénticas a las células de Leydig.

- Conductos unicos o multiples con epitelio plano a
cubico ciliado.

Otras
estructuras

Rete Ovarii

Fuente: Esta investigacion.
5.8 IMPLICACIONES ETICAS.

La realizacion del presente trabajo contd con el aval del Comité de Etica y
Delegado- CED de la Vicerrectoria de investigaciones y posgrado — VIPRI de la
Universidad de Narifio. Aprobado en Oficio VIPRI CED — 009 del 20 de septiembre
del 2015.

6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Se utilizaron 8 ejemplares hembra de la especie Cavia porcellus, divididos en
pares de Neonatos (N1, N2), Gazapos (G1, G2), Adultos (A1, A2) y Reproductores
(R1, R2); la informacion general de los animales utilizados en el estudio se

relaciona en la Tabla 3:

Tabla 3. Tabla de informacién general de animales utilizados en el estudio.

Tipo de Dato N1 N2 G1 G2 A1 A2 R1 R2
Edad aproximada (semanas) 1 1 4 4 6 5 8 9
Peso (gramos) 200 190 300 360 1250 1340 1760 1820

Fuente: Esta investigacion.

6.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS GENERALES DEL SISTEMA
REPRODUCTIVO FEMENINO DEL CUY.

Para la descripcion de las caracteristicas macroscopicas del sistema reproductivo:
se analizé cada uno de los érganos reproductivos en conjunto y de manera
individual, basados en la localizacion anatomica y caracteristicas morfologicas
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(figura.5), después se midieron los tractos reproductivos completos y los érganos
por separado, de cada una de las hembras (Tabla 4).

Tabla 4. Longitud de los érganos reproductores en centimetros (cm).

Organos

Ovario Ovario

Derecho | Izquierdo Cérvix

LM |CC |ML |CC Oviducto | Oviducto Cuerpo | Genitales
Hembra | * O o Derecho | Izquierdo | Ancho |Largo |Utero Externos Vagina
N1 03 04 02 03 2 1,8 0,7 0,6 15 1 0,5
N2 02 03 03 04 1,7 2 0,6 0,5 1,6 1 0,4
Gl 03 06 03 05 3,5 3,6 0,7 0,9 2,2 1,3 0,9
G2 03 05 03 0,6 4 4,3 0,8 0,9 2 15 1,2
Al 05 08 05 09 3,5 4 1,2 15 4 1,6 15
A2 05 09 04 0,8 47 4,6 1 1,2 3,3 15 1,8
R1 0,7 0,8 0,6 0,8 6 55 2,5 1,5 4.5 2,5 2,3
R2 0,7 0,8 0,6 0,9 6,5 6 1,8 1,7 4.5 2 2

Fuente: Esta investigacion.

LM*: Latero medial CC**: Cefalocaudal.
Tabla 5. Peso del tracto genitourinario en gramos (Q).

Hembra Peso (g)

N1 2,2
N2 3,2
Gl 8,2
G2 7
Al 15
A2 18
R1* 12
R2* 15,5

Fuente: Esta investigacion.
R1/2*: Hembras reproductoras, en las cuales se peso solo el tracto reproductivo.

Tabla 6. Peso y volumen de los érganos reproductivos.

Organo ‘ Peso (g) ‘ Porcentaje del peso corporal |Volumen (ml)

Ovario derecho 0,8 0,04% 0,8
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Ovario izquierdo 0,6 0,03% 1
Cuerno uterino derecho 2 0,10% 4
Cuerno uterino izquierdo 1,2 0,065% 3
Cérvix 1,7 0,093% 2
Vagina 1,2 0,065% 1
Genitales externos 4,2 0,23% 5
Sumatoria individual* 11,7 2,045% 16,8
Medida en Conjunto** 155 e 18

Fuente: Esta investigacion.

* Sumatoria individual = Suma de los pesos individuales de cada 6rgano (Posterior a su
diseccién).
** Peso de los 6rganos en conjunto (Previo a su diseccion).

El peso de los tractos genitourinarios completos (Tabla 7) fue de 2,7 gramos en
promedio para los neonatos, en animales gazapos se obtuvo un peso aproximado
de 7,69, las adultas presentaron un peso aproximado de 16,5 g. El peso de las
hembras reproductoras se obtuvo a partir de la diseccion del tracto reproductivo,
mostrando un peso aproximado de 13,75g.

Posteriormente se tomé el volumen del tracto reproductivo completo, se
diseccioné cada 6Organo, se pesO y se procedié a medir su volumen de cada
organo. Estas medidas macroscopicas se realizaron Unicamente en la
reproductora (R2), ya que el tamafio de sus érganos facilitaba su apreciacién sin
provocar artefactos por manipulacion. (Tabla 8).

Figura 5. Tractos genitourinarios de la hembra del cuy (Cavia porcellus).
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Fuente: Esta investigacion.

Tracto genitourinario completo: neonato 1 (A), neonato 2 (B), gazapo 1 (C), gazapo 2 (D), adulto
1(E), adulto 2 (F). Tracto reproductivo de hembra adulta en reproduccion 1 (G), adulta en
reproduccion2 (H).

Figura 6. Tracto reproductivo femenino. (Cavia porcellus).
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Fuente: Esta investigacion.

Tracto reproductivo completo. (a) ovario; (ovalo punteado) oviducto; (b) cuernos uterinos; (c)
cuerpo uterino; (d) cérvix; (rectangulo negro) vagina; (e) genitales externos; (f) mesovario; (g)
mesosalpinx; (h) mesometrio.

6.2. OVARIOS

6.2.1. Caracteristicas macroscopicas. Los ovarios se encuentran ubicados en la
region sublumbar, con proximidad al polo caudal del rifién, similar a lo encontrado
en las cutias (Dasyprocta aguti, Linnaeus,) por Almeida® , presentan forma ovoide
y un color cremoso blanquecino, semejante a otros mamiferos en particular a la

© ALMEIDA, M; CARVALCHO, M; CAVALCANTE, M, MENEZES, D. Estudo morfolégico e
morfométrico do ovario de cutias (Dasyprocta aguti, Linnaeus, 1766). (Estudio morfolégico y morfo
métrico del ovario de las cutias (Dasyprocta aguti, Linnaeus, 1766)).Departamento de la facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de S&o Paulo, Brasil. Brazilian Joum al of
veterinary Researcha and Animal Science. 2003. p, 55-62. ISSN: 1413-9596.
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mayoria de roedores histricomorfos, segun lo reportado por Hargaden®! y Felipe %
en el coipo (Myocastor coypus bonariensis). La superficie ovarica mostro una
textura lisa, que concuerda con Almeida®® en las cutias y Felipe ** en coipos. El
peso promedio fue de 0,7 g (0,8+0,6 g) el cual representa el 0.035% del peso
corporal. Se observé una cubierta de tejido graso como en el tepezcuinte®, el
coipo® y las cutias. Los ovarios estan sostenidos por el mesovario; en el cual
también se observo la presencia de una cubierta de tejido graso, como también en
el mesosalpinx. Cada ovario presento en sus extremos proximidad al Utero y al
oviducto; se encuentran rodeados por prominentes fimbrias oviductales y una
bolsa ovarica, similar a lo reportado en el coipo *y las cutias®.

El volumen fue de 1 ml. La longitud latero-medial y céfalo-caudal promedio fue de
0,65+0,7 cm y 0,82+0,9 cm respectivamente. Lo anterior concuerda con lo
reportado por Felipe®®, quien encontré longitudes similares respecto al diametro
ovarico en el coipo (0,83cm cefalocaudal - 0,4cm lateromedial) y con
Matamoros'® en las tepezcuinte (Cuniculus paca). Cabe considerar que el peso
promedio no concuerda lo reportado por otros autores probablemente debido a
que en el estudio no se disecciono por completo el ovario para evitar dafio del
tejido para el analisis microscopico.

6.2.2 Caracteristicas microscopicas.

En la figura 6, se puede observar el ovario de una hembra adulta.

s HARGADEN, M; SINGER, L. Guinea Pig. En: Anatomy, physiology, and Behavior. The laboratory
Rabbit, Guinea pig, Hamster asn others rodents; Academic Press, Boston, EEUU, 2012: 575-602

2 EELIPE., Op. Cit
% ALMEIDA., Op. Cit
* FELIPE Op. Cit

% Ibid.

7 Ibid.

% ALMEIDA, Op. Cit.

1% MATAMOROS, Y. Anatomia e histologia del sistema reproductor del tepezcuinte (Cuniculus

paca).Universidad Nacional de Costa Rica. En: Revista de Biologia Tropical. [en linea 17 de enero
de 1981]. |[Citado en 29 marzo de 2017]. Disponible en internet: <
http://revistas.ucr.ac.cr/index.php/rbt/article/view/25534> |SSN electrénico: 2215-2075.
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Figura 7. Ovario del Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Adulto. H/E 4X. (a) Vasos sanguineos; (b) epitelio superficial ovarico; (c) bursa;
(d) foliculo secundario; (e) foliculo terciario; (f) foliculos atrésico; (asterisco azul) estroma
ovarico; (g) células marginales de cuerpo lateo; (h) mesovario; (asterisco negro) tejido
conectivo interfolicular; (asterisco amarillo) grasa bursal; (recuadro negro) hilio.

6.2.2.1 Mesovario. Estructura conformada por abundante tejido conectivo denso
altamente vascularizado (Figura 7.A), forma la parte posterior del ligamento ancho
del Utero y esta rodeado de tejido adiposo junto con las fimbrias oviductales tal y
como lo reporta Felipe'® en el Coipo. Se observé con dificultad en los neonatos.

6.2.2.2 Bursa. Corresponde a una membrana que contiene al ovario, presenta
paredes delgadas, esta limitada por dos capas tapizadas por células del mesotelio
y una capa central de musculo liso que se originan en el mesovario; se encuentra
incrustada en abundante tejido adiposo, similar a lo descrito en ratones por
Scudamore®® (Figura 7.).

1 FELIPE, A. E., Fumuso, E., & Lombardo, D. (2015). Observaciones sobre parametros
anatomicos de los ovarios del coipo (Myocastor coypus bonariensis) en la madurez
sexual. InVet, 17(2), 179-186.

192 SCUDAMORE. Op.Cit. p. 94.
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Figura 8. Mesovario y bursa Cavia porcellus

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Mesovario y Bursa - Adulto. H/E 4X (A), 10X (B). (a) Vasos sanguineos; (b)
mesovario; (c) bursa; (d) estroma ovarico; (asterisco negro) grasa bursal; (recuadro negro)
hilio.

6.2.2.3 Epitelio de superficie. La superficie ovarica presenta una capa de epitelio
pseudoestratificado, las células que lo conforman varian en diferentes segmentos
de plano a columnar, con nucleos ovales o redondos y citoplasma eosinofilico; las
células se soportan en una lamina basal y un estroma de tejido conectivo (Figura
8). Mediante histoquimica (PAS), se observd mucopolisacaridos dentro de las
células epiteliales de superficie (Figura 8.A).

En todas las hembras evaluadas se observd un epitelio superficial
pseudoestratificado el cual indica segun que todas son hembras jovenes,
incluyendo las reproductoras. Los hallazgos concuerdan con lo reportado por
Stacey'® y Felipe * los cuales mencionan un epitelio de revestimiento con una
capa simple de células planas, cubicas y columnares y la presencia de PAS
positivo dentro de las células de la superficie.

1% STACEY, Op. Cit. p. 1076.

1% FELIPE, Op. Cit. p. 185.
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Figura 9. Epitelio de superficie del ovario. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario — Epitelio superficial - Reproductora. Acido Peryddico de Schiff (PAS). 10X (A), H/E
40X (B). Epitelio pseudoestratificado (a); foliculo atrésico (b); presencia de células PAS
positivo dentro de las células de la superficie (recuadro); estroma ovarico (asterisco
negro).

6.2.2.4 Estroma Ovarico. Los elementos ovaricos se encuentran en una malla de
tejido conectivo con un gran numero de células estromaticas tipo fibroblasto, con
ndcleos ovales planos y citoplasma escaso que sintetizan fibras tejido conectivo el
cual soporta los foliculos ovaricos en distintos grados de desarrollo. Esta region
se denomina falsa albuginea (equivalente a la albuginea presente en el testiculo),
se encuentra soportada sobre una membrana basal bien desarrollada presentando
dos capas: 1) externa, constituida por tejido conectivo en disposicion perpendicular
a la superficie y un nimero menor de células; 2) interna, conformada por tejido
conectivo en disposicion trabecular (Figura 9.).
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El estroma cortical y medular es continuo y de aspecto similar, por lo cual es
pobremente definido (Figura 9.C). Los hallazgos son similares a lo mencionado
por Felipe!®™ en el Coipo, Dellmanns'® y Stacey’®” en otras especies, en las
cuales observaron un estroma mal definido en dos capas, escaso citoplasma y un
patrén espiral o estoriforme. No se observo reaccion positiva para PAS.

Las capas de la falsa albuginea son de facil reconocimiento (con excepcion de los
neonatos), y presentan mayor vascularizacion en animales de mayor rango etario.
Para el caso de los neonatos las capas son de dificil reconocimiento debido al
pequefio tamafio morfologico. EIl estroma ovéarico esta inmerso en abundantes
vasos sanguineos y linfaticos de mayor proporcion en la medula;
comparativamente el estroma cortical tiene mayor aspecto celular que el estroma
medular (Figura. A).

Figura 10. Estroma ovarico. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Estroma ovarico - Adulto. H/E 10X (A); 40X (B); 40X (C). (Asterisco negro)
distribucion de las células estromaticas organizadas en un patron trabecular; (a) vasos
sanguineos; (b) epitelio superficial ovérico.

6.2.2.5 Tejido conectivo interfolicular. Estd Compuesto por células fusiformes
con escaso citoplasma y nucleé oval agrupadas a manera de cordones, pueden

1% EELIPE. Op. Cit.p 7.

1% HDELLMANNS. Op.Cit. p.257.
197 STACEY. Op.Cit. p. 1070.
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observarse pequeiias fibras de musculo liso en el estroma ovarico que se limita a
unos pocos campos microscopicos (Figura 10).

Figura 11. Tejido conectivo interfolicular. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Tejido conectivo interfolicular — Adulto. H/E 4X (A); 10X (B); 40X (C). (a) Tejido
conectivo interfolicular; (b) foliculos atrésicos; (recuadro negro) vasos sanguineos y
linfaticos.

6.2.2.6 Células estromales luteinizadas. Se encuentran ubicadas en él estroma
sobre la corteza entre foliculo y foliculo, organizada a manera de paquetes
celulares densos y en algunas areas formando nidos, son células poligonales con
abundante citoplasma eosinofilico claro, gran cantidad de lipidos y nudcleo central
redondeado (Figura 11.) con respuesta positiva para PAS (Figura 12.).

Estas células no se observaron en animales neonatos y gazapos, pero si fueron
evidentes en adultas y reproductoras.

Teniendo en cuenta que las estructuras del estroma ovarico y el ovario no
presentaron alteraciones sugestivas de enfermedad (trastornos: microcirculatorios,
inflamatorios, proliferativos e inmunopatol6gicos) se consideré la presencia de las
células estromales como hallazgo normal. En humanos Stacey*’® menciona que
estas células son hallazgos normales dentro del estroma ovarico y se presentan
con mayor frecuencia en hembras gestantes y después de la menopausia, aunque
no cumplen una funcion fisioldgica especifica; teniendo en cuenta lo anterior se
catalogaron como estructuras normales; no obstante Stacey'® en humanos

1% |bid p. 1070.

19 STACEY. p, 1077.
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menciona que pueden predisponen al desarrollo de ciertas patologias
reproductivas. Cabe resaltar que estas estructuras celulares no fueron reportadas
por autores en animales otras especies de histricomorfos.

Figura 12. Células estromales luteinizadas. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario- Células estromales luteinizadas- Adulto, H/E 4X (A); 40X (B); 40X (C). (a) Vasos
sanguineos; (b) foliculo terciario; (c) foliculos atrésicos; (d) musculo liso; (recuadro negro)
organizacion de la células estromales luteinizadas a manera de paquetes celulares
densos y formando nidos.

Figura 13. Células estromales luteinizadas (PAS). Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Células estromales luteinizadas — Adulto. Acido Peryddico de Schiff (PAS), 10X
(A), 40X (B). (Recuadro negro) respuesta positiva para PAS.
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6.2.2.7 Células de la granulosa. Se observaron a manera de revestimiento
folicular pero la capa basal presento un epitelio columnar, con citoplasma claro y
escaso, bordes celulares poco definidos con nucleo basofilo redondeado u ovales
con numerosos nucléolos. Las células de la granulosa forman pequefios
espacios, a diferencia de las capas de la teca que son estructuras compactas, la
capa de granulosa de los foliculos de maduracion es avascular (Figura 13.a-b). El
citoplasma de las células de la granulosa presentd inclusiones ricas en
carbohidratos positivas para PAS (Figura 22.), los anteriores hallazgos concuerdan
con lo reportado por Stacey*'® en humanos.

Figura 14.Capas de la granulosa y Teca del ovario. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario- Foliculo terciario- Adulto. H/E, 40X. (a) Capa interna de la granulosa; (b) capa
externa de la granulosa; (c) una capa de tejido conectivo forma la teca interna y (d) una
teca externa ; (e) vasos sanguineos; (f) antro; (asterisco negro ) estroma ovarico .

6.2.2.8 Tecas. El estrato granuloso estd rodeado por la teca, en los foliculos
terciarios se diferencia en dos capas: una teca interna vascular y la teca externa
de soporte (Figura 13.c-d).

Las células de la teca interna se observaron con un patron a manera de huso,
presentando de tres a cuatro células de espesor, ubicada fuera de la capa
granulosa separada por una membrana basal; son células de ovales a poligonales
con citoplasma abundante eosinofilico claro, nucleo central redondo, algunas
presentan inclusiones lipidicas. Se observd una extensa red capilar de vasos

19 STACEY, Op. Cit. p. 1078.
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sanguineos, se encontré similitud morfolégica en cuanto a lo reportado por
Stacey'!, a diferencia de Dellmanns'*? que menciona una apariencia fusiforme,
distribuidas en forma concéntrica alrededor de las células de la granulosa.

La teca externa es pobremente definida, por lo cual es dificil diferenciarla del tejido
adyacente, presentdé una capa delgada de tejido conectivo a manera de
fibroblastos dispuestos en forma concéntrica alrededor de la teca interna, presenta
un grosor variable y limita de forma poco definida con el estroma ovérico
adyacente, esta compuesto por vasos sanguineos, linfaticos (Figura 13.c) .
Dellmanns*®, menciona que los vasos sanguineos de la teca externa suministran
nutricion a la teca interna

6.2.2.9 Foliculogénesis. La tabla 7 relaciona las medidas normales de las
diferentes estructuras que conforman los foliculos ovéricos, el cuerpo luteo y
estructuras anovulatorias.

Las medidas de tendencia central y desviacion (promedio y desviacién estandar)
de todas las estructuras ovaricas encontradas en el presente estudio las cuales
pueden utilizarse como parametro de referencia en la zona, se relacionan en el
Anexo I.

Foliculos primordiales (unilaminar, preantral, en reposo). Compuestos por un
ovocito con ndcleo central, rodeado por una sola capa de células de la granulosa
con epitelio plano simple, nucleo esférico y citoplasma eosinofilico, no se observé
procesos mitdticos activos. Se encuentran ubicados en la corteza ovarica sobre
una delgada membrana basal y debajo del estroma ovarico; su nimero disminuye
con la edad a través de los procesos de atresia y foliculogénesis; presento un
diametro folicular de 0,0142 + 0,0397mm y diametro del ovocito 0,0075mm =*
0,0270, los anteriores didmetros se encuentran dentro del rango reportado por
Sadeu'* en conejillos de indias que mostraron un didmetro folicular de 0,0102 +
0,0679mm y el ovocito presento un diametro de 0,044 + 0,0062mm.

Foliculos primarios (Unilaminar preantral, en crecimiento). Presenta las mismas
caracteristicas histolégicas del foliculo primordial con diferencia de cambios
asociados a maduracion folicular en los cuales se observa agrandamiento en el
diametro folicular (0,0195 + 0,0611), didmetro del ovocito (0,0102 + 0,0273mm) y
células de la granulosa con un epitelio cubico o columnar simple. (Figura 14 A-B.).

" STACEY, Op. Cit, p. 1077.
12 DELLMANNS., Op. Cit. p.990

13 |bid. p. 990

14 SADEU, J. C., et al. Study of folliculogenesis in vivo in guinea pig. Theriogenology, 2007, vol.

68, no 9, p. 1228-1239.
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Los anteriores diametros concuerdan por lo reportado en chinchillas segun
Sanchez'’®, donde se mostré un didmetro folicular de 0,0498 + 0,0040mm y un
diametro del ovocito de 0,0288 + 0,0032mm.

Tabla 7. Medidas de referencia en milimetros (mm) para estructuras ovaricas.

Teca Teca Células Antro Cumulus .
Rango Estructuras Externa Interna  Granulosa Folicular Ophorus Ovocito  Total
Neonato** F Primordial - - - - - 0,0178 0,0237
F Primario - - - - - 0,0172 0,0266
F . - 0,0218 0,0459 - - 0,0397 0,1178
Secundario
F. Atrésico
Obliterante. ) i ) ) ) ) 0,0885
F. Atrésico ) i ) ) ) ) i
quistico
Gazapo* F Primordial - - - - - 0,0179 0,0239
F Primario - - - - - 0,0176 0,0287
F . - 0,0209 0,0633 - - 0,0455  0,12985
Secundario
F. Terciario 0,0120 0,0719 0,0851 0,2611 0,0074 0,0698 0,5027
F.AWESICO 60139 00385 00730  0,2838 : : 0,4253
obliterante
g'ugiecsc';co 00067 00217  0,0193 0,3684 - - 0,4087
Adulto F Primordial - - - - - 0,0126 0,0269
F Primario - - - - - 0,0170 0,0373
F . - 0,0134 0,0664 - -- 0,0352 0,1152
Secundario
F. Terciario 0,0282 0,0766 0,1166 0,4234 0,0139 0,0752 0,7141
F.AUESICO 5160 00857 00394  0,3235 : : 0,5940
obliterante
F.AUGSICO 0168 00647 00556  0,4136 : : 0,5509
Quistico
C. Luteo. - - - - - - 0,7889
Reprod. F Primordial - - - - - 0,0131 0,0290
F Primario - - - - - 0,0153 0,0361
F . . 00481 01135 . . 0,0567  0,2185
Secundario
F. Terciario 0,0140 0,0442 0,635 0,2231 0,0104 0,0625 0,4090
F. AIESICO 5186 0,03676 : : : : 0,3509
obliterante
Atrésico 0,0068 00152  0,0165 1.3456 - - 1,3843
quistico
C Lateo - - - - - - 1,7184

Fuente: Esta investigacion.

**No se evidencio CL (cuerpo luteo) y foliculo terciario.
* No se evidencio CL (cuerpo luteo).
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Figura 15. Foliculos primordial — primario. Cavia porcellus

Fuente: Esta investigacion.

Ovario- Foliculos primordiales- Gazapo. H/E 10X (A); 40X (B); 40X (C). (recuadro negro)
multiples foliculos primordiales ubicados sobre la corteza ovarica; (a)foliculos
primordiales; (b) foliculo primario; (c) foliculo atrésico; (d) ovocito, (e) nucleo del ovocito;
(f) capa de células de la granulosa que consiste en un epitelio simple escamoso; (g)
epitelio superficial ovarico; (asterisco negro) células estromaticas.

Foliculos secundarios (multilaminar, preantral, en crecimiento). Existe un aumento
de la actividad mitética de las células de la granulosa, por lo cual se observa un
aumento en el diametro del ovocito (0,0120 £ 0,7681mm), rodeado por un epitelio
estratificado de células de la granulosa, de tres a cinco capas concéntricas, por lo
cual se presentdo un aumento en el diametro folicular (0,0578 + 0,2373mm), sin
espacio antral y una capa de células de la teca, en la cual se observa mal definida
la teca externa y teca interna (Figura 15.). Los diametros se encuentran dentro del
rango observado en conejillos de indias*'®, diametro folicular 0,0665 + 0,3650mm y
diametro del ovocito de 0,0265 + 0,0960 mm.

18 SADEU, Op., Cit. p. 130.
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Figura 16. Foliculo secundario. Cavia porcellus

Fuente: Esta investigacion.

Foliculo secundario del ovario adulto en Cavia porcellus H/E 40X. (a) Foliculo secundario;
(b) ovocito; (c) el ovocito se encuentra rodeado por una delgada (inicialmente) de células
eosinofilicas que conforman la zona pelacida; (d) estratificacion de las células de la
granulosa; (e) la capa interna forma la corona radiata; (f) las células estromales ovaricas
se forman en capas originando la teca interna y la teca externa que se observan mal
definidas; (g) células marginales de foliculo atrésico; (h) epitelio superficial; (asterisco
negro) estroma ovarico.

Los foliculos secundarios desarrollan una capa glicoproteinas eosinofilico
alrededor de la membrana del ovocito llamada zona pellcida con respuesta PAS
positiva (Figura 16.). Segun lo reportado por Dellmanns'!’, “la zona peltcida es
secretada por las células de la granulosa que rodean el ovocito y en parte por el
propio ovocito”. Extensiones citoplasmaticas de las células de la granulosa
situadas alrededor del ovocito penetran la zona pellcida.

Foliculos terciarios (multilaminares, antrales, en crecimiento). Esta conformado
por un ovocito con un didmetro de 0,0436 + 0,0974mm, rodeado por varias capas
de células de la granulosa sobre las cuales se observa dos capas multilaminares
de células estromales especializadas que corresponden a la teca externa e
interna. Una secrecion de las células de la granulosa, favorece la formacion de
hendiduras llenas de fluido que se unen para formar una cavidad o antro folicular.
El diametro promedio de los foliculos es de 0,4090mm; este didmetro aumenta
progresivamente de tamafio debido a la acumulacion de fluido (Figura 17.).

7 DELLMANNS., Op. Cit. P.990
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Figura 17. Foliculo secundario (PAS). Cavia porcellus

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Foliculo secundario - Reproductora. Acido Peryédico de Schiff (PAS) 10X (A),
40X (B). (a)Foliculo secundario; (b) espacio ocupado por el ovocito; el ovocito se
encuentra rodeado por una delgada (inicialmente) de células eosinofilicas con repuesta
positiva para PAS que conforman la (c) zona pellcida; (d) estratificacion de las células de
la granulosa con respuesta PAS positiva; (e) la capa interna forma la corona radiata; (f)
teca interna; (g) teca externa; (f) vénula; (asterisco negro) células estromales luteinizadas
estroma.

A medida que aumenta la acumulacion de liquido folicular, el ovocito aumenta de
tamafio que va desde 0,3041 hasta 0,8894mm y se desplaza en posicion
excéntrica directo a un polo del foliculo, en este sitio algunas células de la
granulosa proliferan para formar el cumulo oophorus, mientras el resto de las
células se desplazan hacia las paredes del foliculo (Figura 18.). En los foliculos
terciarios preovulatorios, las células de la granulosa que rodean al ovocito estan
dispuestas radialmente formando la corona radiata (Figura 18.c). Los didmetros
foliculares y del ovocito concuerdan con lo reportado por Sadeu®®, en conejillos de
indias, los cuales mostraron un didmetro folicular de 0,1530 * 0,6805 y el ovocito
un diametro de 0,0563 + 0,1013 mm.

18 SADEU, Op., Cit. p. 130.
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Figura 18. Foliculo terciario. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario- Foliculo Terciario — Adulto. H/E 10X (A), 40X (B). (a)Foliculo terciario; (b) ovocito; (c)
cumulo oophorus; (d) fragmentacién por hendiduras llenas de fluido, que se unen para formar una
cavidad grande o (e) antro; (f) epitelio con multiples capas del estrato granuloso; (g) una capa de
tejido conectivo forma la teca interna y una (h) teca externa; (i)vasos sanguineos; (j) foliculos
primordiales; (i) epitelio superficial ovarico; (asterisco negro) tejido conectivo interfolicular;
(asterisco azul) estroma ovarico.

Figura 19. Foliculo preovulatorio. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Foliculo terciario maduro (Graaf) - Adulto. /E 10X. (a) Ovocito; (b) cumulus
oophorus; (c) corona radiata; (d) antro; (e) epitelio con mudaltiples capas del estrato
granuloso; (f) una capa de tejido conectivo forma la teca interna y (g) una teca externa; (h)
vasos sanguineos; (i) células marginales del cuerpo lateo; (asterisco naranja) tejido
conectivo interfolicular.
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Con respecto a la foliculogénesis se presentaron diferencias teniendo en cuenta el
rango etario. En animales neonatos se observd la presencia de abundantes
foliculos primordiales con algunos foliculos primarios y escasos foliculos
secundarios; no se observaron foliculos terciarios. En gazapos se observo
abundantes foliculos primordiales y primarios, algunos secundarios y en menor
namero terciarios. En adultas y reproductoras se observé un mayor numero de
foliculos primordiales y primarios, y en menor numero foliculos secundarios y
terciarios. Los anteriores hallazgos concuerdan con la morfologia del desarrollo
folicular reportado por Dellmanns'*® en mamiferos y con otros histricomorfos como

el coipo'® y las chinchillas***.

6.2.2.9 Foliculo Atrésico. Se observé variacion en cuanto al proceso atrésico de
acuerdo con la etapa folicular; la atresia de los foliculos primordiales y primarios,
se manifiesto con cambios nucleares (picnosis y fragmentacién), vacuolizacion
citoplasmatica y degeneracion de las células de la granulosa hasta que el foliculo
desaparece (Figura 19.).

Figura 20.Atresia foliculo primario y secundario. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Foliculo secundario y primario atrésico — Adulto. H/E 40X. (a) Foliculo secundario
atrésico; (b) foliculo primario atrésico; (c) ausencia del ovocito; noétese los cambios
asociados a muerte celular: (d) cariorrexis, (e) cariolisis y (f) las células de la granulosa
presentan vacuoliacion citoplasmética y degeneracion hasta que el foliculo desaparece;
(9) epitelio superficial; (asterisco negro) estroma ovarico.

% DELLMANNS, Op. Cit. p .257-259.

120 | AROCCA, Clara, et al. Caracteristicas Morfolégicas de Ovarios y Ovocitos de Nutrias
(Myocastor coypus) en Condiciones de Criadero. International Journal of Morphology, 2011, vol.

29, no 2, p. 424-426.

2l SANCHEZ-TORANZO, G., et al. Histology of the ovary of Chinchilla lanigera in captivity. Animal
reproduction science, 2014, vol. 148, no 3, p. 205-211.
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La atresia de los foliculos terciarios es mas compleja y variable, se evidencio un
proceso de inactividad mitética de las células de la granulosa y una disminucién en
el nimero y grosor de capas (Figura 20-21).

Figura 21. Proceso de atresia obliterante en foliculo terciario. Cavia porcellus

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Foliculo terciario atrésico — Adulto. H/E 10X(A); 40X (B); 10X(C); 40X (D); 10X
(E); 10X (F). (a) Nétese el ovocito degenerado evidenciando cambios asociados a muerte
celular y (b) la capa granulosa degenerada se disminuye (delgada), ya que en la atresia
obliterante, las células de la granulosa y (c) la teca interna y (d) tecas externa se
extienden hacia dentro ocupando el (e) antro; (f) vasos sanguineos; (asterisco negro)
estroma ovarico.

Se presentaron dos tipos de procesos atrésicos, los cuales son mencionados por
Dellmanns*?%; como atresia folicular obliterante y quistica. En la atresia obliterante
se observé células de la granulosa y las tecas con hipertrofia ocupando el antro
(Figura 20.). En la atresia quistica: pueden atrofiarse las células de la granulosa
y/o teca. La capa de la granulosa se puede atrofiar y la capa de la teca se puede
luteinizar, volverse fibrotica o hialinizar alrededor del antro (Figura 21.).

Finalmente el foliculo atrésico es ocupado por tejido conectivo vascular y su
cavidad central es reemplazada y el ovocito se degenera, la membrana basal en

122 DELLMANNS. Op.Cit. p.261.
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las capas de la granulosa y la teca se transforman en una banda gruesa,
ondulada, eosinofilica.

Los foliculos atrésicos obliterantes presentaron una gran variacion de su tamafio
ya que se encuentra directamente relacionado con el tipo folicular (foliculos
primordiales, primarios y secundarios (0,0075 +0,2101mm - foliculos terciarios
(1,4883 £ 2,1201mm). Los foliculos atrésicos quisticos se observaron en animales
que ya presentasen foliculos terciarios, con un tamafio de 0,1322 + 1,4248mm¢ p’
los anteriores didmetros concuerdan con lo observado por Sadeo?® donde se
aprecian foliculos atresicos con un didmetro de 0,0071 + 0,4045mm, aunque los
foliculos quisticos del presente estudio presentan un tamafio superior.

Teniendo en cuenta el rango etario, se observaron las siguientes caracteristicas:
en neonatos solo se observo atresia folicular obliterante; en gazapos se presenté
atresia folicular obliterante, pero en mayor proporcion atresia folicular quistica en
foliculos terciarios; en adultas la atresia folicular obliterante y quistica se presento
en igual proporcion; las reproductoras presentaron atresia obliterante en mayor
namero comparada con la atresia folicular quistica. Los anteriores hallazgos
coinciden con lo reportado en otros mamiferos histricomorfos como el Coipo*®* vy la
Chinchilla.

Figura 22. Proceso de atresia folicular quistica, foliculo preovulatorio Cavia
porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Foliculo terciario atrésico quistico — Adulto. H/E 10X(A); 40X (B). (a) Notese la
ausencia del ovocito y (b) atrofia de la capa granulosa se disminuye (delgada) y (c) las
tecas se hialiniza alrededor del (d) antro; (e) vasos sanguineos; (asterisco negro) estroma
ovarico. (f) Finalmente el foliculo atrésico llena su cavidad central.

128 SADEU, Op., Cit. p. 132.
124 FELIPE. Op., Cit. p. 18.

72



Figura 23. Atresia folicular (PAS). Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario — Atresia Obliterante de un foliculo terciario del ovario adulto en reproduccion en
Cavia porcellus, Acido Peryodico de Schiff (PAS) ,40X. (a) Hipertrofia de las células de la
granulosa, (flecha negra) con respuesta positiva para PAS; (b) teca interna; (c) teca
externa; (d) antro; estroma ovarico (asterisco negro).

6.2.2.10 Cuerpo Luteo. En la ovulacion, el foliculo se rompe, colapsa y se
contrae a medida que se reduce la presion folicular, existe un extenso plegamiento
de la pared folicular. El foliculo roto se denomina cuerpo hemorragico debido a
que el antro es lleno de sangre (Figura 23.)

El cuerpo liteo se observd como una estructura circular, circunscripta, bien
delimitada con un septo en la parte central, las células de la teca interna contienen
un nucleo redondo a oval, con escaso citoplasma mas oscuro y pasan a ser una
capa irregular, interrumpida por varias células alrededor de la circunferencia del
cuerpo luteo con abundante vascularizacion hacia el centro (Figura 24 A- D).
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Figura 24. Cuerpo hemorragico. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario — Cuerpo hemorragico — Reproductora. H/E 4X. (a) Cuerpo hemorragico; (b)
nétese el antro ocupado por sangre; (c) células granulosoluteicas; (d) células tecaluteicas;
(e) foliculos secundarios; (f) vasos sanguineos; (g)bursa; (h) epitelio superficial; (asterisco
negro) tejido conectivo interfolicular; (asterisco amarillo) grasa bursal.

Durante la maduracion del cuerpo lateo, los capilares procedentes de la teca
interna penetran la capa granulosa y llegan a la cavidad central, los fibroblastos
forman una red dentro de la capa de la granulosa, que recubre la cavidad central.

Las células de la granulosa a diferencia de los foliculos maduros y preovulatorios,
se encontraban de mayor tamafio, luteinizadas (Células granulosoluteinicas) que
mostro respuesta positiva para PAS (figura 25.), conformando de esta manera la
poblacion celular luteinica del cuerpo lateo; las células de la teca interna estaban
incorporadas a la pared folicular con hipertrofia e hiperplasia (Células
tecaluteinicas) conformando también la celularidad del cuerpo luteo (Figura 24.b-
c). Las células de la granulosa luteinica disminuyen de tamafio, nucleos
picnoticos y acumulan abundante cantidad de gotitas lipidicas en el citoplasma,;
eventualmente las células sufren disolucion y son fagocitadas, hay progresiva
fibrosis.

En cuerpos Iuteos en formacion o en luteolisis se puede observar la presencia de
un septo, conformado por células de forma fusiforme con moderada cantidad de
citoplasma eosinofilico claro con nucleos alargados de tamafio mediano; es mas
evidente en los cuerpos luteos de mayor didmetro (Figura 25), No se encontrd
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estudios en los histricomorfos que describan esta estructura, pero los hallazgos
encontrados son similares a lo reportado en humanos por Stacey'®.

Figura 25. Cuerpo lateo. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Cuerpo lateo - Adulto. H/E 10X (A); 40X (B); 40X(C); 4X (D); 40X (E); 10X (F). (a)
Formacion del cuerpo luteo; (b) las tecas presentan nucleo redondo oval y escaso
citoplasma, (c) las células de la granulosa aumentan de tamafio y (d) esta rodeado por
abundante vascularizacion. (e) El cuerpo liteo maduro es una estructura circular y (f) los
fibroblastos forman una red llamada septo, (g) dentro de la capa de la granulosa que
disminuye de tamafio hasta la fibrosis del cuerpo luteo. (h) Foliculo atrésico; (asterisco
negro) estroma ovarico.

125 STACEY. Op. Cit. p. 1086-1088.
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Figura 26. Células granulosoluteinicas con respuesta positiva para PAS. Cavia
porcellus.

Fuente: Esta investigacion.
Ovario - Células granulosoluteinicas — Reproductora. Acido Peryodico de Schiff (PAS)

,40X. Hipertrofia de las células de la granulosa; (flecha negra) respuesta positiva para
PAS.

Figura 27. Septo. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Septo (cuerpo liteo en regresion) — Adulto. 10X(A); 40X (B). (a) Septo,
conformado por celular fusiforme y citoplasma eosinofilico; (b) Células
granulosoluteinicas.

La presencia de cuerpos liteos solo fue evidente en hembras adultas y
reproductoras. Es muy importante considerar que se encontraron foliculos
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terciarios en gazapos sin la presencia de cuerpo lateo; lo cual sugiere que aun no
se ha presentado el proceso de ovulacién, muy probablemente debido a que no
han alcanzado la etapa puberal.

Los anteriores hallazgos concuerdan con lo reportado en chinchillas'?®, coipo®’ |
ratones'® donde se analizaron los hallazgos histolégicos en cuanto a la
maduracion y regresion del cuerpo luteo.

En la grafica 1 podemos observar las variaciones en el tamafo (milimetros) entre
las diferentes estructuras foliculares, de igual forma se puede observar cambios en
el tamafio de las estructuras segun el rango etario.

Grafica 1. Variaciones en diametro folicular y cuerpo lateo (milimetros).

Reproductora :l—'

Adulto B

Gazapo |E=l

Neonato [l

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

@ Cuerpo Luteo @ Terciario M Secundario Primario Primordial

Fuente: Esta investigacion.

Podemos observar que las variaciones en el diametro de foliculos primordiales,
primarios y secundarios en todos los rangos etarios son minimas. Cabe resaltar
que el foliculo terciario (preovulatorio) se encontré en animales gazapos a pesar
de su temprana edad, sin embargo la ausencia de cuerpo lateo indica que no
existe ovulacion. Por su parte, la presencia de cuerpos luteos de un tamafio
considerablemente mayor en animales reproductores en comparacion a animales
adultas indica una mayor probabilidad de obtener gestaciones exitosas a pesar de
que los animales adultos presentaron foliculos preovulatorios de mayor tamafo
gue las reproductoras.

126 SANCHEZ-TORANZO., Op. Cit. p.209
2T EELIPE. Op. Cit. p.15-16.

128 SCUNDAMORE. Op. Cit. p.91
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Con respecto al tamafio del ovocito (grafica 2), se pudo observar en el estudio que
su tamafio incrementaba a medida que las estructuras foliculares se
desarrollaban. Sin embargo no se encontraron variaciones de tamafio importantes
segun el rango etario, el tamafio del ovocito fue constante en cada estructura
folicular en todas las edades.

Grafica 2. Variaciones en tamano del ovocito.

Reproductora [ [ |

Adulto ] [ |

Gazapo | | | |

Neonato [ [ |

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

Primordial @ Primario M@ Secundario MTerciario

Fuente: Esta investigacion.

No se encontraron variaciones al comparar el tamafio de los foliculos atrésicos
obliterantes con quisticos (grafico 3) en gazapos y adultos. Esto yindica que
probablemente el proceso de atresia folicular inicia en punto de tiempo estable
durante la foliculogénesis para los tres rangos etarios. En hembras reproductoras
se encontré que los foliculos atrésicos quisticos presentaban un aumento
exponencial en su tamafio en comparacién a gazapos y adultos, posiblemente
asociado a la produccion de una mayor cantidad de estradiol tipico de una hembra
multipara.

Grafica 3. Variaciones en el diametro de estructura foliculares en atresia.

1,5

Neonato Gazapo Adulto Reproductora

Obliterante (mm) B Quistico (mm)

Fuente: Esta investigacion.
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6.2.2.11 Hilio. Las células del hilio ovarico son morfolégicamente similares a las
células de Leydig igual a lo reportado en humanos; esta asociado a vasos
sanguineos y vasos linfaticos que forman nddulos formando protrusiones
nodulares, también se encuentran en la corteza y medula dentro del estroma
ovarico alrededor de las estructuras foliculares. Los nidos de las células del hilio
no estan encapsuladas, se encuentran sueltas dentro del tejido conectivo suelto o
raramente estroma de tipo ovarico, las células son redondas u ovales con
abundante citoplasma eosinofilico y un nucleo vesicular esférico. En cuanto a la
descripcion histolégica si es similar a lo reportado por Stacey*®® en humanos
(Figura 27.).

Figura 28. Hilio. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario - Hilio — Adulto.10X(A); 40X (B). (Recuadro) células del hilio el cual esta asociado a
la (@) vascularizacién ovarica; (asterisco azul) grasa bursal; (asterisco negro (estroma
ovarico).

6.2.2.12 Tejido intersticial. En todos los ovarios analizados se aprecié tejido
intersticial, se observd células poliédricas u ovales con nucleos redondeados, con
abundante vascularizacion rodeada de tejido conectivo. No se detectd respuesta
positiva para PAS; similar a lo reportado por Felipe'*® en el coipo (Figura 28.).

6.2.2.13 Rete Ovérica. Segln Stacey™ “son restos tubulares ((inicos o multiples)
de los conductos mesonefricos, analogos de la rete de testis en el macho”. Esta
presente en el hilio de todos los ovarios, se compone de una red de hendiduras

129 STACEY. Op., Cit. p. 1088.
%0 EELIPE. Op. Cit. p.17.

31 STACEY. Op.Cit.p. 1089.
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irregulares recubiertos por un epitelio que varia de plano a cubico alto a columnar
ciliado, esta rete esta soportada sobre una lamina basal y rodeada por estroma de
tejido conectivo con morfologia similar a fibroblastos, en algunos segmentos
presenta areas de hiperplasia, estratificandose. En cuanto a su morfologia
concuerda con lo reportado por Stacey™*?y Felipe'®® a excepcion de la presencia
de areas de hiperplasia que ellos no mencionan (Figura 29.).

Figura 29. Tejido intersticial. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario — Células intersticiales — Adulto. H/E 40X. (Recuadro negro) células intersticiales
poliédricas u ovales.

6.2.2.14 Vascularizacion. En los ovarios se observé las arterias y las venas
dispuestas a manera de abanico que ingresan por el hilio que se encuentra en la
parte medial del 6rgano, similar a otros roedores histricomorfos como menciona
Felipe®™* en el coipo. La arteria ovarica se encontré6 a lo largo del borde
mesoovarico la cual se proyecta en ramas arteriales y penetran el hilio ovarico, se
ramifican a medida que pasan a través de la medula y se desprenden ramas hacia

132 pid.

38 EELIPE,. Op. Cit. p.18.

%% FELIPE, A.E.; FUMUSO, E. y LOMBARDO, D. Observaciones sobre parametros anatémicos
de los ovarios del coipo (Myocastor coypus bonariensis) en la madurez sexual. InVet [online]. 2015,
vol.17, n.2 [citado 2017-03-29], pp. 179-186, Disponible en:
<http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-
34982015000200001&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 1668-3498.
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las tecas foliculares, cuerpos luteos y el estroma; estas arterias poseen una capa
de musculo liso a lo largo de su longitud similar a lo reportado por Dellmanns®>°.

Figura 30. Rete Ovarica. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.
Ovario - Rete ovérica — Adulto. 10X(A), 40X (B). (a) Rete ovarica, conformado por tabulos

con un epitelio cubico; (b) epitelio superficial; (c) vasos sanguineos; (d) foliculos atrésico;
(asterisco negro) estroma ovarico.

Figura 31. Vascularizacion del ovario. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Ovario — Vascularizacion — Adulto. H/E 4X (A); 10X (B). (Recuadros) Vasos sanguineos y
linfaticos; (a) Epitelio superficial; (b) foliculos atrésico; (c) cuerpo lateo; (asterisco negro)
estroma ovarico; (asterisco azul) grasa bursal.

35 DELLMANNS. Op., Cit,p 262.
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Las venas intraovaricas acompafian a las arterias y vasos linfaticos formando un
plexo que atraviesa el hilio, tanto las venas como las arterias se anastomosan con
los vasos uterinos que se ramifican en la teca folicular, se distribuyen alrededor de
los foliculos. Los vasos linfaticos son predominantes en las capas de la teca. Los
vasos linfaticos pasan por el estroma ovarico formando un plexo en el hilio. En
este los vasos linfaticos y sanguineos convergen la capa de la granulosa y
acompafan a los vasos sanguineos en las células foliculares y en el cuerpo luteo
(Figura 30.). Los hallazgos del estudio concuerdan con lo reportado por Stacey **°
y Felipe™®’ en hembras del Coipo.

6.2.2.15. Inmunohistoquimica. En los tejidos evaluados, no se observo
inmunomarcacién para el anticuerpo antireceptor de la hormona: FSH, LH e
Inhibina, lo cual difiere a lo reportado por Chavez**® en un estudio de microscopia
del tracto reproductivo en machos de esta especie y por Stacey™*® en humanos.
Varios estudios reportados, han intentado verificar la especificidad Gnica de esta
molécula debido a las diferentes técnicas y la inmadurez de los anticuerpos™*°

El tejido ovarico no presento inmunomarcacion de los anticuerpos antireceptores
para ninguna de las hormonas evaluadas (FSH, LH e inhibina). En los foliculos
ovaricos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y atrésicos, no se observé
inmunomarcacion de los anticuerpos antireceptores de las hormonas LH e
Inhibina, a diferencia de lo reportado por Stacey'*' en humanos donde menciona
que los foliculos las células de la teca interna, presentan receptores de LH que
pueden continuar sintetizando andrégenos después de la regresion de las células
de la granulosa; las cuales convierten los andrégenos en estrégenos.

El citoplasma de las células de la granulosa no presentd inmunomarcacion para
inhibina a diferencia de lo reportado por Stacey'* ; el cual menciona que en

% STACEY E. Op.,Cit . p. 990.

3" FELIPE, Op. Cit

1% CHAVEZ, Sergio. Descripcién microscépica del sistema reproductivo masculino del cuy (Cavia

porcellus). Tesis pregrado en Medicina Veterinaria. Pasto-Colombia: Universidad de Narifio,
Facultad de ciencis pecuarias, 2016. p. 70-72.

%9 STACEY, Op. Cit, p. 1076

10 PAPADIMITRIOU, Konstantinos, et al. Follicle-Stimulating Hormone Receptor (FSHR): A
Promising Tool in Oncology?(Receptor de hormona foliculo — estimulante. ¢una herramienta
Prometedora en oncologia?. Molecular diagnosis & therapy, 2016, vol. 20, no 6, p. 523-530.

** Ibid 1080.

2 STACEY, Op. Cit. p. 1078.
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humanos el citoplasma de las células de la granulosa de los foliculos primarios,
secundarios y terciarios es inmunorreactivo para inhibina.

Figura 32. Controles positivos marcadores para receptores de LH, FSH e Inhibina.

Fuente: Esta investigacion.

Controles positivos. Control positivo marcador Inhibina Dako®. B. 10X(A); 40X (B).
Control positivo marcador LH Dako®. B. 10X(C); 40X (D). Control positivo marcador FSH
Dako®. B. 40X (E).

Las células luteinizadas tampoco presentaron respuesta inmunohistoquimica para
inhibina a pesar de utilizar una hembra reproductora a diferencia de lo reportado,
en mujeres adultas'*® en el cual se menciona, que el citoplasma de las células de
la granulosoluteicas son inmunorreactivas para inhibina.

Lo anterior pudo presentarse por la falta de especificidad entre el anticuerpo
empleado y los epitopes de la muestra empleada en el estudio debido a que el
clon empleado para su sintesis es especifico para receptores humanos,
adicionalmente el hecho de ser una anticuerpo monoclonal implica que presenta
un alta especificidad al receptor pero una baja sensibilidad en comparacion a los
anticuerpos policlonales dirigidos contra ese mismo receptor, los cuales poseen
menor especificidad pero mayor sensibilidad.

1“3 STACEY, Op. Cit. p. 1078.
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Figura 33. Inmunomarcacion para receptores de LH, FSH e inhibina. Cavia
porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Inmunomarcacion. Marcador Inhibina Dako®. B. 4X(A); 40X (B). Marcador LH Dako®. B.
10X(C); 40X (D); Marcador FSH Dako®. 40X (E).

6.3 OVIDUCTO.

6.3.1 Caracteristicas Macroscopicas. Esta sostenido por el mesosalpinx excepto
en su porcion craneal. Son estructuras bilaterales que se extienden desde el
ovario hasta los cuernos uterinos y cuya funcién es la de transportar 6vulos,
espermatozoides y cigotos, este transporte especialmente es facilitado por su
superficie epitelial secretora, también es conocido como lugar de capacitacion
espermatico.
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Se observd un color blanquecino, con forma delgada tubular y tortuosa como
menciona Fortes™** en las cutias, Flamini'*® et al, en las vizcachas (Lagostomus
maximus) y la mayoria de histricomorfos. Se divide en: infundibulo en forma de
embudo que rodea gran parte de la superficie ovarica mediante un sistema de
fimbrias a manera de pliegues que poco a poco van disminuyendo en numero y
continan como &mpula con un area mas dilatada e istmo, la cual es la porcion

mas angosta del oviducto (Figura 33.).

Figura 34. Oviducto. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Oviducto- Estereoscopio - Reproductora. Estereoscopio. (a) Fimbrias oviductales a
manera de pliegues; (b) grasa; (c) vasos sanguineos; (d) mesosalpinx.

La longitud promedio en hembras reproductoras fue de 6 cm (5,5 £ 6,5) (Tabla.4),
lo anterior concuerda con lo reportado por Felipe'*® quien encontré longitudes
similares en el coipo (6,42+0,13cm), aunque es mayor a lo reportado por
Flamini**’ donde reporta una longitud de (4,9+ 0,17cm) en la vizcachas.

1 FORTES, E. et al, Aspectos morfologicos da tuba uterina de cutias (Dasyprocta aguti |,
Mammalia: Rodentia).Brazilian journal of veterinary research and animal science [online]. 2005,
vol.42, n.2 [citad02017-03-29], p.179-186. Disponible en:<
http://www.revistas.usp.br/bjvras/article/view/26443 >

“* FLAMINI, A; BARBEITO.C y PORTIANSKY. E .A morphological, morphometric and
histochemical study of the oviduct in pregnant and non - pregnant females of the plains viscacha
(Lagostomus maximus)." Acta Zoolégica 95.2 (2014): 186-195. Disponible en: <
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/az0.12018/full>

146 Felipe. E. Op.cit.

47 Op. Cit. FLAMINI. P. 180.
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6.3.2 Caracteristicas microscopicas. Se pueden distinguir diferencias
morfolégicas a lo largo de la longitud oviductal que corresponden a una porcion
intramuscular (Utero tubular), el infundibulo que presenta una forma de embudo, el
ampula con una pared delgada seccion que se extiende caudalmente desde el
infundibulo y el istmo un estrecho segmento que se une al Utero.

El epitelio oviductal es columnar simple o columnar pseudoestratificado con
presencia de cilias en la mayoria de las células; los signos de actividad secretora
son evidentes solo en las células no ciliadas. Seguin Dellmanns *® “durante la fase
lutea las células secretoras se hacen mas altas que las células ciliadas ya que su
secrecion proporciona al ovulo y al cigoto los nutriente necesario”.

El oviducto esta constituido por un epitelio de células pseudoestratificadas de
ndcleos concéntricos, una mucosa oviductal continua y la submucosa ya que la
lamina fina de musculo liso que los separa se encuentra ausente en este
segmento; la lAmina propia de la submucosa esta conformada por tejido conectivo
suelto con muchas células plasmaticas, mastocitos y eosindfilos, la celularidad
oviductal presenta una mezcla morfolégica que caracteriza un segmento del otro.

6.3.2.2 Infundibulo. Presentdé un epitelio cubico alto ciliado, tanica de tejido
conectivo delgada (Figura 34.c); vasos sanguineos que forman plexos vasculares
subepiteliales y vasos linfaticos con redes capilares en las capas de la mucosa y
serosa (Figura 34.).

Figura 35. Infundibulo. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Oviducto — infundibulo — corte trasversal — Adulto. H/E 10X(A); 40X (B). (a) Epitelio cubico
alto ciliado; (b) vasos sanguineos; (c) tejido conectivo.

%8 DELLMANN'S ., Op, Cit. p. 262-264.
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6.3.2.3 Ampula. Es un segmento con extensos pliegues que en conjunto
obliteraban parcialmente el lumen del conducto; su mucosa esta tapizada con un
epitelio cilindrico simple ciliado, soportado por una lamina basal y rodeada por
fibras de tejido conectivo y una pared exterior con escasas fibras de musculo liso.
Se conecta al infundibulo que termina en la bursa ovérica (Figura 35.).

6.3.2.4 Istmo. Su mucosa esta conformada por un epitelio cilindrico simple de
células secretoras, soportado por una ladmina basal, rodeado por fibras de tejido
conectivo y una capa bien desarrollada de fibras de musculo liso con distribucion
concéntrica alrededor del segmento tubular, presentdé una capa externa poco
desarrollada de tejido conectivo que corresponde a la serosa la cual contiene
abundantes vasos sanguineos y conecta la seccion intramuscular al ampula por lo
gue es comun observar multiples secciones transversales en la lamina. La tunica
muscular consiste principalmente en haces circulares de musculo liso, con la
presencia de haces longitudinales oblicuos aislados (Figura 36.).

Figura 36. Ampula. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Oviducto - Ampula — corte longitudinal — Adulto. H/E 4x(A); 40X (B); 100X(C). (a) Epitelio
cilindrico (b) ciliado; (c) tejido conectivo; (d) vasos sanguineos; (e) ovario; (f) bursa.

6.3.2.5 Union Utero-tubular (intramuscular). Conformado por un epitelio secretor
con morfologia cilindrica, soportado por una lamina basal y capas bien
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desarrolladas de musculo liso, la mucosa en algunas zonas emite proyecciones de
tipo papilar, se evidencia abundante células secretoras y caliciformes (Figura 37.).

Los anteriores hallazgos concuerdan con los hallazgos reportados en otros
mamiferos histricomorfos como el coipo'®, cutias®™®, ratones™ y otros
mamiferos™? quienes mencionas la clasificacion estructural de acuerdo al epitelio
de la mucosa.

Figura 37. Istmo. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Oviducto — Istmo — corte transversal — Adulto. H/E 4X(A); 10X (B); 40X (C). (a) epitelio
cilindrico simple de células secretoras; (b) tejido conectivo; (c) capa extensa de musculo
liso; (d) serosa; (e) vasos sanguineos; (asterisco negro) tejido adiposo.

' FELIPE. Op.Cit.p. 7-9.

%0 MARTINS, L. L., et al. Morfologia do Utero de cutias nuliparas e n&o nuliparas. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, 2011, p. 326-332.

! SCUDAMORE, Op.Cit. p. 91,92.

152 DELLMANN’S., Op. Cit. p. 264,265.
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Segun Dellmanns®?, el infundibulo protege a los ovocitos que son expulsados del ovario y
se encuentra en la bolsa ovarica, presenta proyecciones similares a dedos llamadas
fimbrias, estas fimbrias se mueven sobre la superficie del ovario teniendo en cuenta las
contracciones del musculo liso. Las células epiteliales infundibulares transportan el
ovocito hacia el &mpula que es el sitio de la fertilizacion.

En el ampula, la actividad ciliar es la principal fuerza que impulsa el ovocito o el cigoto
hacia el istmo. En el istmo la contractilidad muscular es la principal fuerza que impulsa al
cigoto hacia el atero, con actividad ciliar involucrada La direccionalidad de las
contracciones del istmo varia segun la fase del ciclo estral. En la fase folicular, las
contracciones antiperistélticas del istmo tienden a desplazar el contenido luminal hacia la
ampolla, mientras que en la fase lUtea, las contracciones segmentarias propulsan
gradualmente al cigoto hacia el Utero. Los cigotos requieren de 4 a 5 dias para atravesar
el istmo. Esta longitud de tiempo es independiente de la longitud del istmo o del tiempo
de gestacién en varias especies. El paso de los espermatozoides al &mpula se debe a las
contracciones musculares de las paredes uterinas y tubaricas

Figura 38. Intramuscular del oviducto (unién utero - tubarica). Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Oviducto - Intramuscular del oviducto (unién Gtero tubarica) — corte transversal — Adulto.
H/E 4X(A); 10X (B); 40X(C). (a) epitelio secretor con morfologia cilindrica; (b) tejido
conectivo; (c) fibras de musculo liso; (d) serosa.

%3 bid. p.266.
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Figura 39. Oviducto con repuesta PAS positiva. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Oviducto - Reproductora. Acido Peryddico de Schiff (PAS) 10X (A); 10X (B). (A)lstmo, (B)
ampula.

6.4 UTERO.

6.4.1 Caracteristicas macroscopicas. Se mostr6 como un 6érgano muscular
hueco compuesto de cuernos bilaterales, conectados a un cuerpo corto el cual se
une a un cuello (cérvix). El peso promedio fue de 1,6 gramos (1,2 + 2g) el cual
representa el 0.082% del peso corporal su volumen total de 8ml.

Su tamafio varia considerablemente con la edad. Su longitud fue de 4,5 cm en
hembras reproductoras, esta longitud concuerda con lo reportado por Casas™* en
cobayos de laboratorio (cepa Hartley) donde menciona que la longitud de los dos
cuernos libres fue de 3-5 cm y el cuerpo uterino de 2-6cm. El cuerpo uterino se
caracteriza por presentar un cuerpo uterino corto como lo menciona Omalley*® en

comparacion al de otras especies de histricomorfos.

6.4.2 Caracteristicas microscopicas. La pared uterina presento tres capas (a)
una mucosa interna (endometrio), (b) dos capas musculares no claramente
identificables (miometrio), (c) una capa externa conformada por tejido conectivo
(Perimetrio) (Figura. 39).

1 CASAS, Rall. Temas seleccionados sobre medicina de animales de laboratorio, El cobayo.

Centro panamericano de fiebre aftosa. 1985, vol. 13. ISSN 0101-4897.

155 OMALLEY. Op.Cit. p.257
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Figura 40. Utero. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Utero — corte transversal — Adulto H/E 4X. (a) Endometrio; (b) miometrio;(c) perimetrio;
(d) lumen uterino; (e) vasos sanguineos; (f) tejido adiposo.

6.4.2.1 Endometrio. La mucosa del Gtero esta conformada a manera de capas; la
capa superficial (Esponjoso) esta conformado por un epitelio cilindrico simple
soportado sobre una lamina basal positivo para PAS, la cual soporta tejido
conectivo irregular, con presencia de abundantes vasos sanguineos y escasa
cantidad de células inflamatorias mononucleares (linfocitos principalmente y en
menor numero macréfagos y células plasmaticas) (Figura 40.).

Posteriormente, en la regidbn mas basal el tejido conectivo presenta un aspecto
denso laxo y en la parte profunda es denso, las glandulas endometriales se
disponen alrededor de la region media y profunda estan dispuestas a manera
tubular simple y tubular ramificada, con distribucion a manera de cordones y nidos
rodeados por una sola capa de tejido conectivo las cuales presentan numerosas
figuras mitotica (Figura 40.).

Dellmanns™® menciona que “el aumento de los niveles de estrégeno estimula el
crecimiento y la ramificacion de las glandulas, pero el enrollamiento y una copiosa
secrecion de las glandulas generalmente no ocurren hasta la estimulacion de la
progesterona”.

6 DELLMANNS., Op. Cit. p. 265-267.
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Figura 41. Endometrio. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Utero — Endometrio - corte transversal — Adulto. H/E 10X(A); 10X (B); 40X(C); 40X (D);
40X(E); 40X(F). (a) epitelio cilindrico simple; (b) lamina basal de tejido conectivo irregular;
(c) vasos sanguineos; (circulo negro) escasa células inflamatorias; (d) tejido conectivo
laxo; (e) epitelio glandular columnar simple; (f) lumen; (recuadro negro) distribucion
glandular a manera de cordones; (recuadro azul) distribuciéon glandular a manera de
nidos.

6.4.2.3 Miometrio. Estad conformado por dos capas musculares, una interna
circular y una capa externa longitudinal el limite no est4 claramente definido
conformada por fibras de musculo liso entremezcladas con fibras de tejido
conectivo. Entre la capa interna y externa se observa gran cantidad de vasos
sanguineos (arteriolas, vénulas y capilares sanguineos), siendo este punto de
referencia para delimitar la capa interna respecto a la capa externa, la capa
circular presenta un mayor grosor con pen comparacion a la longitudinal (Figura
42)).

6.4.2.4 Perimetrio consiste en tejido conjuntivo adherido a la tanica muscular
rodeado por una capa epitelio plano simple suelto cubierto por el mesotelio
peritoneal. Numerosos vasos linfaticos, vasos sanguineos estan presentes en esta
capa (Figura 43.).
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Figura 42. Endometrio con repuesta positiva para PAS. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Utero — Endometrio - corte transversal - Reproductora .Acido Peryddico de Schiff (PAS);
4X(A); 10X (B); 40X(C). (a) Lamina basal positiva para PAS; (b) escasa células
glandulares con respuesta PAS positivo; (c) lumen.

El Gtero presento una marcada variacion en cuanto al rango etario; en las
hembras reproductoras se observd cada una de las capas mas prominente en
comparacion a las hembras adultas, un aumento en la vascularizacion, nimero de
glandulas (distribuidas a manera de nidos y cordones), mayor cantidad de
leucocitos con presencia de adipocitos y aumento en el desarrollo vascular con
presencia de arterias con hipertrofia en la capa media y serosa.

En los gazapos se presentdé menor desarrollo en todas las capas de la pared
uterina, menor niumero de células inflamatorias y glandulas; se dificulto diferenciar
la capa limitante entre la muscular interna y externa por la disminucion de vasos
sanguineos. En los neonatos la capa superficial esta conformada por epitelio
cubico alto; se observéd células inflamatorias escasas, menor nimero de glandulas
en las cuales no se apreci6 distribucion a manera de nidos ni cordones, solo se
observaron distribuidas a manera dispersa, dificil diferenciacion entre la capa
interna y externa de las musculares con escasos vasos sanguineos .
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Figura 43. Miometrio. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Utero — Miometrio - corte transversal — Adulto. H/E 10X(A); 40X (B). (a) Capa muscular
interna (circular); (b) capa muscular externa (longitudinal); (c) fibras de tejido conectivo;
(d) vasos sanguineos; (asterisco negro) tejido adiposo.

Figura 44. Perimetrio. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Utero, corte transversal — Perimetrio -Cavia porcellus- Adulto, H/E 10X(A); 40X (B). (a) El
perimetrio consiste en tejido conjuntivo, adherido al miometrio (b); (c) vasos sanguineos;
(asterisco negro) tejido adiposo.
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También se observaron abundantes vasos sanguineos, Tanto las ramas
ascendentes como descendentes dan lugar a una compleja red arterial uterina que
penetran el miometrio. Entre las capas interna y externa del miometrio, se mostré
una capa vascular que consiste en grandes arterias, venas y vasos linfaticos que
abastecen al endometrio.

6.5 CERVIX.

6.5.1 Caracteristicas macroscopicas. El cuello uterino se mostré6 como una
gruesa porcion con paredes amplias de color rosa claro, donde se aprecia la
formacion de pliegues alargados del utero; con una regidn protruia en el area
cefalica de la vagina (porcion vaginal) mientras que el resto se encontraba por
encima de la region vaginal (porcion supra vaginal), lo cual concuerda con lo
reportado en el coipo por Callejas™’ y Felipe'®®. El peso promedio fue de 1,79 el
cual representa el 0,093% del peso corporal con un volumen de 2ml. Presento una
longitud aproximada de 2,15 (2,5 + 1,8) cm de anchoy 1,6 (1,5 + 1,7) cm de
largo.

6.5.2 Caracteristicas microscopicas. Es de paredes gruesas, musculoso y rico
en tejido conectivo. La mucosa esta conformada por un epitelio cilindrico y cubico
alto simple de aspecto secretor con nucleos ovales, que en algunas areas se
estratifica y se evidencia focos de hiperplasia, que forman numerosos pliegues,
soportado por una lamina propia de tejido conectivo denso irregular vascularizado
(Figura 44.d).

La tanica muscular se distribuy6 en fasciculos no claramente identificables en dos
capas. Los anteriores hallazgos concuerdan con lo reportado por Felipe™® en el
Coipo y Dellmanns **° en algunos mamiferos, aunque en estos estudios se
menciona la presencia de capas de musculo liso longitudinal, con la presencia de
fibras elasticas (Figura 44.).

T CALLEJAS, S. S.; FELIPE, A. E CABODEVILA, J. A. Descripcién Anatémica e Histolégica del
Cuello Uterino de Myocastor Coypus (Coipo). FAVE, 2005, vol. 15, no 1, [citado 2017-05-09], p. 15-
22. Disponible en: https://bibliotecavirtual.unl.edu.ar/ojs/index.php/FAVE/article/viewFile/3100/4568

%8 EELIPE, Op. Cit.p.11

59 bid p.11
190 DELLMANN'S, Op, Cit p.
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Figura 45. Cérvix. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Cérvix - corte transversal — Adulto. H/E 4X(A); 10X (B); 40X(C). (a) Mucosa conformada
por epitelio cilindrico y cubico alto simple; (b) lamina propia de tejido conectivo; (c) tinica
muscular; (d) vasos sanguineos; (e) lumen; (asterisco negro) tejido adiposo.

6.6 VAGINA.

6.6.1 Caracteristicas Macroscopicas. La vagina se mostré6 como una seccién a
manera de tubo alargado que se extiende desde el cuello uterino hasta el
vestibulo, se encuentra ventralmente al recto, respecto al area rectogenital,
intimamente relacionada con la uretra y la vejiga, mostro una pared delgada de
color rosa claro, con un lumen ovoide en direccion latero-lateral lo cual concuerda
con lo reportado por Castro™® en el coipo y Reis en pacas'® . El peso promedio
fue de 1,2g lo cual corresponde a 0,065 % del peso corporal, un volumen de 1ml.
La vagina presento una longitud de 2,15cm, lo cual concuerda por Castro'®,

donde se observo una longitud vaginal de (10,25 + 1,40).

*1CASTRO,  Alejandra; FELIPE, Antnio CALLEJAS, Santiago S. y CABODEVILA, Jorge
A.. MORPHOLOGICAL STUDY OF THE VAGINA OF THE Myocastor coypus (COYPU). Rev. chil.
anat. [online]. 2000, vol.18, n.2 [citado 2017-05-09], pp.231-235. Disponible en:
<http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98682000000200003&Ing=es&nrm=iso>. ISSN
0716-9868. http://dx.doi.org/10.4067/S0716-98682000000200003.

162 Reis. Op.Cit. p. 187.

183 CASTRO, Op . Cit. p, 233.
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6.6.2 Caracteristicas MicroscoOpicas. La lamina propia de la vagina esta
conformada por tejido conectivo denso irregular altamente vascularizado vy
rodeada por una capa interna de musculo liso circular, una capa externa de
musculo liso longitudinal y una tunica adventicia de tejido conectivo laxo
entremezclado con abundantes adipocitos y vasos sanguineo (Figura 45.).

Figura 46. Vagina. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Vagina, corte transversal — Adulto. H/E 4X(A); 10X (B). (a) Lamina de queratina; (b)
mucosa; (c) membrana basal de tejido conectivo; (d) lamina muscular; (e) serosa;
(asterisco negro) contenido de aspecto mucinogeno.

En mucosa vaginal se observo un lumen con abundantes células en descamacion,
anucleadas con un contenido de aspecto mucinogeno, dividida en cuatro
diferentes capas. La capa profunda se observa dos estratos, el mas profundo
conformado por células basales y el segundo estrato conformado por células
parabasales

Las células del estrato basal son ovaladas con nucleo ovoide de gran tamafio
central evidente y escaso citoplasma y algunas areas se organizan a manera de
empalizadas ubicadas perpendicularmente a la lamina basal; las células
parabasales son células redondeadas que estan dispuestas de dos a tres capas,
en algunas areas se organizan en mayor numero de estratos con un nucleo de
gran tamafio de forma vesicular (figura 46. e-f)

97



Figura 47. Mucosa Vaginal. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Vagina — mucosa vaginal - corte transversal — adulto. H/E 10X(A); 40X (B); 40X(C);
40X(C). (&) Lamina propia conformada por tejido conectivo denso irregular; (b) capa
interna de musculo liso circular; (c) capa externa de musculo liso longitudinal
entremezclado con tejido conectivo laxo. (d) Mucosa conformada por abundantes células
en descamacion dividida en cuatro capas; la capa profunda esta conformada por células
(e) basales y (f) parabasales; (g) células intermedias; (h) células superficiales; (i) lamina
de queratina; (asterisco negro) contenido de aspecto mucinégeno.

Las Células intermedias difieren segun su ubicacién, las células mas cercanas a la
membrana basal presentan nucleo ovoide pequeiio de posicion central o
excéntrica y en algunos se puede observar un halo vesicular; las células mas
cercanas a la superficie apical son levemente tefiidas, presentan un nucleo ovoide
excéntrico de aspecto prepicnoético y picnético (figura 46.g). Las células
superficiales mas cercanas a las intermedias presentan un nucleé concéntrico,
aplanado, picnético de aspecto hipercromatico y las células ubicadas en la region
apical, carecen de nucleo (cariolisis), presentan aspecto de forma redondeada a
poliédrica y otras se encuentran dispersas en la superficie luminal ( figura 46.h).
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Los anteriores hallazgos concuerdan con lo reportado en ratones por
Scudamore’® y Dellmanns '® | en cuanto a la presencia de cuatro tinicas
caracteristicas: mucosa, submucosa, muscular y serosa o0 adventicia. La
clasificacién de la mucosa vaginal es similar a lo encontrado por Felipe **® en la
vagina del coipo y en caninos®’ donde encontré la presencia de capas celulares:
capa profunda (basales y parabasales), capa intermedia y capa superficial.

6.7 GENITALES EXTERNOS (VESTIBULO, CLITORIS Y VULVA).

6.7.1 Caracteristicas macroscopicas. La pared del vestibulo es similar a la de la
porcidén caudal de la vagina, La superficie vulvar externa mostro una cubierta con
pelos largos y escaso y la superficie interna presento un color rosado sin pelos.

Se presentaron como una estructura coénica, cubierta por piel, con una
consistencia suave de apariencia rugosa lo cual concuerdo con lo reportados por
Felipe *%en el coipo y Dellmanns'®. El tracto genital completo presento un peso
promedio de 4,2g lo que representa el 0,23% del peso corporal y un volumen total
de 5ml. La longitud total de los genitales externos fue de 2,25 cm (2,5 £ 2), lo que
concuerda con Felipe *° en el coipo que encontré una longitud de 6,42 + 0,13 cm
y proximo al de las vizcachas con una media de 4,9 + 0,17 cm.

6.7.2 Caracteristicas microscépicas.

6.7.2.1 Clitoris. Esta conformado por un cuerpo, glandulas y el prepucio el cual
se extiende formando proyecciones digitiformes y papilares, tapizado por un
epitelio plano estratificado. EIl cual tiene una superficie interna y una externa, el
epitelio en la superficie interna es altamente queratinizado, soportado por una
lamina basal y propia con abundante tejido conectivo elastico entremezclado con

1% SCUDAMORE. Op., Cit. p.94.

1% DELLMANN’S. Op .Cit. p.268-269

1% FELIPE, Antonio E., et al. estudio morfologico de la vagina de Myocastor coypus (COIPO).

Revista chilena de anatomia, 2000, vol. 18, no 2, p. 231-235.

167 STORNELLI, M. A., Tittarelli, C. A., & Stornelli, C. M. (2006). Citologia vaginal en caninos.
metodologia y aplicaciones clinicas. Veterinaria.

18 EELIPE, Antonio E., et al. Estudio Morfolégico De Los Organos Genitales Femeninos Externos
de Myocastor coypus COIPO. . [online]. 2000, vol.18, n.2 [citado 2017-05-09], pp.231-235. Disponible
en: http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=s0716-98682001000100003&script=sci_arttext Revista

chilena de anatomia, 2001, vol. 19, no 1, p. 17-21.
19 DELLMANN'S, Op , Cit. p,270.

10 FELIPE, Op. Cit Un modelo descriptivo del sistema reproductor de la hembra del coipo
(Myocastor coupus) Il: Organos tubulares.

99



fibras de musculo liso y estriado con tejido adiposo, altamente vascularizado; una
capa interna con proyecciones papilares de menor longitud, presenta mayor grado
de queratinizacion (figura 47.), soportado por tejido conectivo de aspecto laxo, con
la presencia de algunas glandulas de tipo mucoso, conformado por &acinos
tapizados por un epitelio cubico alto, similares a las glandulas bulbouretrales

reportadas en el macho por Chavez"*.

Figura 48. Clitoris. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Genitales externos- Clitoris - corte transversal - Adulto H/E 4X. (a) prepucio con
proyecciones digitiformes, tapizadas por un epitelio plano estratificado el cual conforma
una (b) superficie externa y (c) una superficie interna altamente queratinizada; (d) lamina
propia; (e) tejido adiposo; (f) vasos sanguineos; (g) tejido éseo; (recuadro negro) base de
tejido cavernoso.

Se observaron abundantes ramificaciones nerviosas mas abundantes en la base y
escasas células inflamatorias mononucleares, compuestas por linfocitos y células
plasmaticas distribuidas de manera difusa (figura 48).

Las glandulas alveolares son de aspecto mucoso y sebaceo, el desarrollado
cuerpo cavernoso con tejido muscular liso y estriado; el cuerpo del clitoris esta
formado por tejido conectivo bien diferenciado, la base del tejido cavernoso esta
formado por tejido conectivo denso y tejido 6seo con cartilago hialino y no
presenta glandulas.

1"t CHAVEZ, Sergio. Descripcidén microscoépica del sistema reproductivo masculino del cuy (Cavia

porcellus). Tesis pregrado en Medicina Veterinaria. Pasto-Colombia: Universidad de Narifio,
Facultad de ciencis pecuarias, 2016. p. 70-72.
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Figura 49. Cuerpo del Clitoris. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Genitales externos - Cuerpo del clitoris - Corte transversal — Adulto. H/E 10X(A); 10X (B);
40X(C). (a) Tejido cavernoso; (b) tejido esponjoso; (c) tejido dseo; (d) tejido adiposo; (e)
glandulas de tipo mucoso; (recuadro negro) fibra nerviosa; (f) epineuro; (g) perineuro; (h)
endoneuro.

6.7.2.2 Vulva. Presenta un epitelio estratificado escamoso con abundantes
glandulas sebaceas y abundante tejido adiposo en la dermis profunda. Esta
region soportada por tejido conectivo laxo y fibras musculares estriadas, con
presencia de glandulas de tipo mucoso con un aspecto similar a las glandulas
hepatoides en el macho, reportadas en otras especies como el perro (figura 49.).

6.7.2.3 Vestibulo. La pared vestibular esta conformado por una pared de epitelio
plano estratificado, soportada sobre tejido conectivo laxo con abundantes vasos
sanguineos y glandulas de tipo mucoso, similares a las glandulas bulbouretrales
del sistema reproductor en el macho, los acino secretores terminales contiene
grandes células mucinégenas (figura 50.).
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Figura 50. Vulva. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Genitales externos- Vulva - Adulto, H/E 4X(A); 4X.(B); 10X(C); 10X(D). (a) Epitelio
estratificado escamoso; (b) glandulas sebaceas de aspecto hepatoide; (c) fibras
musculares estriadas; (d) tejido conectivo laxo; () vasos sanguineos; (asterisco negro)
tejido adiposo.

Los anteriores hallazgos concuerdan con lo reportado en ratones por
Scudamore’’?, el coipo por Felipe'”® y en caninos por Ibafiez!’* aunque en esta
especie se reporta la presencia de cartilago hialino, pero no hueso en la base del
cuerpo del pene, en cuanto al vestibulo si coincide con la presencia de glandulas
divididas en lobulillos similares a las bulbouretrales como en se reporta en el
macho del cuy segin Chavez'”, en cuanto la vulva se reporta la presencia de
glandulas sebaceas las cuales estan asociadas a los foliculos pilosos.

"2 SCUDAMURE. Op, Cit. p. 95,96.

% FELIPE, Op. Cit. 17-21.

174 IBANEZ, M., Ortega, H., Galvan, S. M., Lorente, J. A., & Ferraro, M. C. (1998). Estudio del
hueso clitoridiano canino. Revista chilena de anatomia, 16(1), 95-100.

”® CHAVEZ., Op.Cit. p. 70.
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Figura 51. Vestibulo. Cavia porcellus.

Fuente: Esta investigacion.

Figura. Genitales externos- Vestibulo — Cavia porcellus- Adulto, H/E 4X(A); 4X(B);
10X(C); 40X(D). (a) Pared de epitelio plano estratificado; (b) tejido conectivo laxo; (c)
vasos sanguineos; (d) glandulas de tipo mucoso; (asterisco negro) gran cantidad d células
con aspecto mucinogeno.

6.8. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS NORMALES DEL SISTEMA
REPRODUCTIVO FEMENINO DEL CUY.

El estudio permitio establecer las caracteristicas microscépicas normales del
sistema reproductivo femenino del Cuy (Cavia porcellus), relacionando algunos
reportes encontrados en la revision bibliografica con los resultados obtenidos en
esta investigacion.

Se debe tener en cuenta que estos resultados provienen de cuyes destinados para
consumo humano, por lo tanto esta investigacion constituye un aporte importante
a las bases de la reproduccion de esta especie y puede tomarse base cientifica
para la generacion de diagnosticos histopatolégicos de enfermedades
reproductivas que estén afectando la productividad y comprometan la salud
animal.

Cabe resaltar que esta investigacion constituye el primer estudio histolégico del
sistema reproductivo femenino reportado en esta especie en el departamento de
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Nariio y en Colombia, y puede ser tomado como modelo para nuevas
investigaciones en diferentes 6érganos o sistemas.

En los cuadros 3 a 8, se relacionan las caracteristicas microscopicas normales del
sistema reproductivo del Cavia porcellus; de esta manera, se establecen los
parametros para la descripcion histologica dependiendo del érgano y/o estructura
particular que se esté evaluando, asi como las caracteristicas particulares que se
puedan encontrar en cada estructura.

Cuadro 5. Caracteristicas microscopicas normales; Ovario. Cavia porcellus.

OVARIO
Estructura Descripcién histoldgica Normal Caracteristicas
particulares
Conformado por un epitelio | Presencia forma
General pseudoestratificado, estroma ovarico, | ovoide, color cremoso y
estructuras foliculares, cuerpos lateos Yy | gran cantidad de tejido
abundante vascularizacion. adiposo
Rodeado por
, Presenta abundante tejido conectivo denso, | abundante tejido
Mesovario . . .
altamente vascularizado. adiposo, junto con las
fimbrias oviductales.
Membrana gue
contiene al ovario, que
. . : se origina en el
Tapizada por células del mesotelio y una gina
Bursa ) mesovario, incrustada
central de musculo liso. .
con abundante tejido
adiposo
Epitelio de _ - Soportado por una
-~ Epitelio pseudoestratificado. L
Superficie. P b lamina basal.
. " : . Soporta los foliculos
Estroma Células estromaticas tipo fibroblasto con pe o
- . . ovaricos en distintos
ovarico ndcleos planos y citoplasma escaso.
grados de desatrrollo.
Tejido . . . Ubicadas entre los
. Células fusiformes con escaso citoplasma y . L
conectivo foliculos ovaricos vy

interfolicular.

nucleo oval.

cuerpos luteos.

Células
estromales
luteinizadas.

Células poligonales con abundante
citoplasma, gran cantidad de lipidos y nucleo
central redondeado.

Organizadas a manera
de paquetes celulares
densos y en algunas
areas formando nidos.

Células de la

Epitelio columnar, con citoplasma claro y

Se observdé a manera

granulosa. escaso. de' revestimiento
folicular

La teca interna se observa con un patrén a | Teca interna vascular y

Tecas manera de huso, de tres a cuatro capas de | teca externa de
espesor; células de ovales a poligonales con | soporte.
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citoplasma abundante eosinofilico claro.

La teca externa presento una capa de tejido
conectivo a manera de fibroblastos,
dispuestos en forma concéntrica alrededor de
la teca interna.

Foliculo primordial: compuesto por un ovocito
central, rodeado por una sola capa de células
de la granulosa con epitelio plano simple.

Foliculo primario: agrandamiento del ovocito
y células de la granulosa con una capa de

Los foliculos ovéricos

epitelio cubico o columnar simple. se clasificaron en:
Foliculogénesis | Foliculo secundario: Ovocito rodeado por un | primordiales, primarios,
epitelio estratificado de células de la | secundarios y
granulosa y presencia de teca. terciarios.
Foliculo terciario: Ovocito rodeado por varias
capas de la granulosa, teca interna y teca
externa,; presentan hendiduras que
posteriormente se convierte en antro.
La atresia de los foliculos primordiales y
primarios, se manifiesta con cambios
R . 2 Se presentaron dos
nucleares, vacuolizacion citoplasmatica y PO
. . . procesos atrésicos:
Foliculos degeneracion de las células de la granulosa. . . e
Py ; i s atresia folicular quistica
Atrésicos La atresia de los foliculos terciarios presento . )
: . oo . y atresia  folicular
inactividad mitética de las células de la obliterante
granulosa y una disminucion en numero y '
grosor.
Se observé como una estructura circular, bien
delimite}da con un septo en la parte central. | En |a  ovulacion, el
Las células de la granulosa con mayor | foliculo se rompe,
c Liit tamafio, luteinizadas (Cé'U'&S colapsa y se contrae,
UErpo LUe0 | granulosoluteicas); las células de la teca | existe un  extenso
interna estaban incorporadas a la pared | plegamiento de la
folicular con hipertrofia e hiperplasia | pared folicular.
(Células tecaluteicas).
Las células del hilio se encuentran sueltas .
. . . Asociado a  vasos
- dentro del tejido conectivo, son células .
Hilio . sanguineos y vasos
redondas u ovales con abundante citoplasma linfaticos
eosinofilico y un ndcleo vesicular esférico. '
Tejido Células poliédricas u ovales con nucleos | Rodeado de abundante
intersticial redondeados, rodeadas de tejido conectivo. vascularizacion.

Rete Ovarica

Se compone de una red de hendiduras
irregulares recubiertos por un epitelio que
varia de plano a cubico alto, a columnar
ciliado.

Restos tubulares
(Unicos o multiples).

Fuente: Esta investigacion.
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Cuadro 6. Caracteristicas microscopicas normales; Oviducto. Cavia porcellus.

OVIDUCTO
Estructura Descripcion histolégica Normal Caracteristicas
particulares
Se puede distinguir
El epitelio oviductal es columnar simple | diferencias morfolégicas a
0 columnar pseudoestratificado con |lo largo de la longitud
General pr,esencia de_ cilias en Ia'mayorl'a de las | oviductal que correspono!e;n
células; los signos de actividad secretora | a una porcion
son evidentes solo en las células no | intramuscular, el
ciliadas. infundibulo, el ampula el
istmo.
Present6 un epitelio cubico alto ciliado,
tunica de tejido conectivo delgada; vasos
Infundibulo sanguineos que _forman plexos | Se presenta en forma de
vasculares subepiteliales y vasos | embudo.
linfaticos con redes capilares en las
capas de la mucosa y serosa
Segmento con extensos pliegues que en
conjunto obliteraban parcialmente el
lumen deI. cc_)ndu_(zto, _mucosa tap_l_zada Pared delgada. Se conecta
Ampula con un epitelio C|I|ndr|go _S|mple ciliado, al infundibulo que termina
soportado por una lamina basal vy L
: . : en la bursa ovérica.
rodeada por fibras de tejido conectivo y
una pared exterior con escasas fibras de
musculo liso.
Mucosa conformada por  epitelio
cilindrico simple de células secretoras,
soportado por una lamina basal, rodeado
por fibras de tejido conectivo y una capa | Estrecho segmento que se
Istmo . . ,
bien desarrollada de fibras de musculo | une al Gtero.
liso y una capa poco desarrollada de
tejido conectivo, que corresponde a la
serosa.
Unién Utero | Conformado por un epitelio secretor | ; :
L : Areas con proyecciones de
tubular cilindrico y capas bien desarrolladas de

(intramuscular)

musculo liso.

tipo papilar.

Fuente: Esta investigacion.
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Cuadro 7. Caracteristicas microscopicas normales; Utero. Cavia porcellus.

UTERO

Estructura

Descripcién histol6gica Normal

Caracteristicas particulares

General

Conformado por tres capas de
tejido:  mucosa, muscular 'y
adventicia.

Presenta variaciones considerables
segun los rangos de edad descritos,
en cuanto al grosor y desarrollo de sus
capas de la pared uterina
(endometrio, miometrio y perimetrio).

Endometrio

La capa superficial esta
conformada por un epitelio
cilindrico simple, la capa profunda
presenta glandulas endometriales
dispuestas a manera de cordones
y nidos

Conformado a manera de capas: la
capa superficial (esponjoso) y una
capa profunda.

Miometrio

Conformado por dos capas
musculares, una interna circular y
una externa longitudinal.

Abundantes vasos sanguineos entre la
capa muscular externa e interna.

Perimetrio

Tejido conjuntivo, epitelio plano
simple cubierto por mesotelio
peritoneal.

Capa serosa que cubre la muscular.

Fuente: Esta investigacion.

Cuadro 8. Caracteristicas microscopicas normales; Cérvix. Cavia porcellus.

CERVIX
Estructura Descripcion histol6gica Normal Caracteristicas particulares
Gruesa porcién, con amplias
General P_resenta "paredes gruesas, musculosas y parede_s, dondg se aprecia la
ricas en tejido conectivo. formacion de pliegues alargados
del tero.
Conformada por epitelio cilindrico y cubico
Mucosa alto simple de aspecto secreto,r, con nucleolos F(_)rmacién de numMerosos
ovales; soportado por una l|dmina basal de | pliegues.
tejido conectivo denso irregular vascularizado.
Se distribuyé en fasciculos no claramente
Muscular ; o
identificables.
Adventicia | Capa serosa de tejido conectivo

Fuente: Esta investigacion.

107




Cuadro 9. Caracteristicas microscopicas normales; Vagina. Cavia porcellus.
VAGINA
Estructura Descripcién histolégica Normal Caracteristicas particulares
Conformada por tejido conectivo denso irregular, | Tubo alargado, de paredes
General altamente vascularizado y rodeado por una capa | delgadas con lumen ovoide en
de musculo liso y una tlnica adventicia. direccion latero-lateral.
Capa profunda: células basales ovaladas, con
nacleo ovoide y células parabasales redondeadas
con nlcleo de gran tamafo.
Capa intermedia: las células més cercanas a la | Lumen con abundantes células
membrana basal, presenta nlcleo ovoide de | en descamacion, anucleadas
Mucosa posicion central e'xcéntri(_:a; las células mas | con un conter_lic_Jq de aspecto
cercanas a la region apical presentan nudcleo | mucinogeno, dividida en cuatro
ovoide excéntrico de aspecto prepicnético y | capas: profunda, intermedia y
picnotico. superficial
Capa superficial: Células con nucleo concéntrico.
Aplanado, picnético de aspecto hipercromatico y
las mas superficiales carecen de nicleo.
Conformada por una capa interna de musculo liso
Muscular circular y una capa externa de musculo liso
longitudinal.
Adventicia | Tejido conectivo laxo. Abundante tejido  adiposo 'y

vasos sanguineos.

Fuente: Esta investigacion.

Cuadro 10. Caracteristicas microscopicas normales, Genitales externos. Cavia

porcellus.
GENITALES EXTERNOS
Estructura Descripcién histolégica Normal Caracteristicas
particulares
Conformado por: vestibulo,
General P
clitoris y vulva.
Tapizado por un epitelio plano estratificado, con una | Estd conformado por un
superficie interna y externa, la superficie interna es | cuerpo, glandulas vy el
Y altamente queratinizado, soportado por una lamina | prepucio el cual se
Clitoris . - . Co !
propia con abundante tejido conectivo elastico, | extiende formando
entremezclado con abundantes fibras de musculo liso | proyecciones digitiformes y
y estriado y la presencia de glandulas de tipo mucoso. | papilares
Epitelio plano estratificado, con abundantes glandulas
sebéceas, sopo_rtado por tejido conectivo ngo y flbras Abundante tejido adiposo.
Vulva musculares estriadas, con presencia de glandulas tipo
mucoso, con aspecto similar a las glandulas
hepatoides.
La pared vestibular est4 conformada por epitelio plano . -
. " 9 ; Glandulas similares a las
Vestibulo estratificado, soportada sobre tejido conectivo laxo y

glandulas de tipo mucoso.

bulbouretrales en el macho.

Fuente: Esta investigacion.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1CONCLUSIONES

o El estudio presenta la evidencia mas completa de histologia general del
sistema reproductivo femenino del cuy (Cavia porcellus) determinando las
caracteristicas microscopicas normales y evidenciando algunas particularidades
presentes en los 6rgano que lo conforman.

o Las variaciones de los tejidos segun el rango etario son evidentes en
animales jovenes (Neonatos), encontrandose caracteristicas de inmadurez sexual
como estructuras poco desarrolladas, ausencia de secreciones glandulares

o Los valores morfométricos macroscopicos y parametros anatomicos pueden
ser tomados en cuenta como valores iniciales para establecer valores de
referencia anatdmicos en el cuy de consumo.

o En el estudio se evidenciaron la presencia de células estromaticas
luteinizadas, hallazgo no reportado en otro mamiferos como: caninos, felinos,
bovinos y porcinos, pero si mencionadas en humanos. De acuerdo a la evaluacion
microscépica se catalogaron como estructuras normales; no obstante, pueden
predisponer el desarrollo de ciertas patologias reproductivas.

o Al encontrar foliculos terciarios en gazapos sin la presencia de cuerpos
liteos, sugiere que aun no se ha presentado el proceso de ovulacién y
probablemente no han alcanzado la etapa puberal, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura, contrario a lo registrado en machos, lo cual demuestra
gue en esta especie los machos son mas precoces

o La rete ovarica de esta especie presenta focos de hiperplasia epitelial,
estratificandose, similar a los machos de la misma en especie en la red de testis.

o El Utero presento una marcada variacion en cuanto al rango etario, en
reproductoras cada una de las capas (endometrio, miometrio y perimetrio) se
observaron mas prominente en comparacion a las adultas; en gazapos y neonatos
se presentd menor desarrollo de la pared uterina y menor nimero de células
glandulares y vascularizacion.

o El cuello uterino se caracteriz6 por su abundante tejido conectivo y por un

epitelio de aspecto secretor que forma numerosos pliegues y abundantes
glandulas.
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o En la mucosa vaginal se observé un lumen con abundantes células en
descamacion, anucleadas con un contenido de aspecto mucindégeno, dividida en
cuatro diferentes capas (profunda, intermedia, superficial, apical).

o El clitoris se extiende a manera de proyecciones digitiformes y papilares,
también presento abundantes glandulas similares a las bulbouretrales en el
muchas, ramificaciones nerviosas y tejido 6éseo en su base.

o El Presente estudio constituye el primer reporte de la histologia normal del
sistema reproductivo femenino del cuy (Cavia porcellus) en el departamento de
Nariio y en Colombia y puede ser tomado como modelo para nuevas
investigaciones que comprometan diferentes drganos o sistemas y/o
complementen los resultados obtenidos.

o Los resultados reportados en este estudio, son fuente de informacion, para
aplicar en la docencia de la catedra de histologia, embriologia, fisiologia,
ginecologia y obstetricia, como fuente de informacion teorico practica (Cavia
porcellus) en Medicina Veterinaria.

7.2 RECOMENDACIONES

o Se recomienda realizar estudios especificos en la rete ovarica que puedan
concluir si las variaciones epiteliales (hiperplasia) encontradas en esta estructura y
reportadas en este estudio, pertenecen a un proceso fisioldgico o patolégico.

o En general, el formol buferado es adecuado para el examen de rutina de los
ovarios, a pesar de esto se recomendable utilizar los fijadores de Bouin modificado
en conjunto con tincién Hematoxilina — Eosina y tincion Acido Peryddico de Schiff
(PAS).

o Se recomienda realizar un estudio completo de evaluacion de la
foliculogénesis y de perfiles hormonales en Cavia porcellus para determinar las
caracteristicas microscopicas de este proceso en animales previamente
sincronizados.

. Se recomienda realizar estudios detallados de las células estromales
luteinizadas y que implica su presencia dentro del estroma ovarico.

o El limite de las tecas es pobremente definido y dificil de diferenciarlo, por lo
cual es necesarios el uso de marcadores inmunohistoquimicos, tales como
vimentina para poder realizar la descripcion detallada, de las células de la
granulosa.
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o Es recomendable realizar nuevos estudios que determinen los mecanismos
que desencadenan la ovulacion en hembras, debido a que estdn asociadas al
desarrollo de patologias reproductivas.

o Se recomienda el uso de una tincion Tricromica, para identificar claramente
los fasciculos musculares del cérvix.

o Para un préximo estudio se sugiere realizar el reconocimiento de cada una
de las regiones cervicales con su respectivo corte histologico, referenciando
mucosa: exocervical, endocervical y la zona de transformacion; para realizar la
descripcion mas detallada de cada uno de los segmentos, utilizando esta
metodologia de descripcion.

o El epitelio glandular uterino es columnar simple e incluye escasas células
mononucleares con respuesta PAS positivo, que probablemente corresponden a
células caliciformes que se encuentran dispersas, por lo cual se recomienda
realizar un marcador inmunohistoquimico especifico para células caliciformes.

o Se recomienda realizar estudios empleando anticuerpos policlonales de
FSH, LH, Inhibina, vimentina, receptor de estrdgeno y monoclonales dirigidos
contra antigenos especificos para esta especie.

. Para determinar la ubicacién del orificio uretral externo, se recomienda
utilizar sondas o jeringas con solucion fisioldgica y fluoresceina como colorante
indicador del orificio.

o Se recomienda realizar citologia vaginal a cada uno de los animales, antes
del sacrificio.
o Se recomienda la inclusiébn de la informacion obtenida en la presente

investigacién, en el contenido programatico de las asignaturas histologia y
andrologia.
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Anexo 1. Media y desviacion estandar de las estructuras ovaricas en el Cavia porcellus.

Primordial Primario Secundario Terciario Cuerpo Luteo |Atrésico Obliterante |Atrésico Quistico
Neonato Diametro 0,023 + 0,004 | 0,026 + 00,0045 | 0,11 + 0,042 - - 0,088 + 0,07 -
Teca externa - - 0,021 £+ 0,008 - - - -
Teca interna - - - - - - -
Granulosa - - 0,046 £ 0,014 - - - -
Antro - - - - - - -
C ophorus - - - - - - -
Ovocito 0,017 + 0,003 | 0,018 + 0,003 | 0,039 + 0,007 - - - -
Gazapo Diametro 0,024 + 0,003 | 0,028 + 0,004 0,12 + 0,02 0,50+0,11 - 0,42 +0,15 0,40 + 0,15
Teca externa - - - 0,012 + 0,002 - 0,013 + 0,005 0,006+ 0,002
Teca interna - - 0,020 + 0,007 | 0,072 + 0,005 - 0,038 + 0,018 0,021 + 0,002
Granulosa - - 0,063 + 0,023 | 0,085 + 0,056 - 0,073 + 0,070 0,019 + 0,006
Antro - - - 0,26 + 0,059 - 0,28 + 0,091 0,36 + 0,15
C ophorus - - - 0,007 + 0,004 - NA NA
Ovocito 0,018 + 0,003 | 0,017 + 0,003 | 0,045+ 0,015 | 0,069 + 0,019 - NA NA
Adulto Diametro 0,026 + 0,004 | 0,037 + 0,009 0,11 + 0,072 0,71+ 0,27 0,83+0,17 0,59 +£0,21 0,55 + 0,20
Teca externa - - 0,013 + 0,006 | 0,028 + 0,008 NA 0,016 + 0,005 0,016 + 0,011
Teca interna - - - 0,076 £ 0,027 NA 0,085 + 0,033 0,064 + 0,042
Granulosa - - 0,066 + 0,052 | 0,11 + 0,098 NA 0,039 + 0,034 0,055 + 0,043
Antro - - - 0,42 + 0,24 NA 0,32+0,16 0,41 +0,21
C ophorus - - - 0,013 + 0,004 NA NA NA
Ovocito 0,012+ 0,002 | 0,017 £0,003 | 0,035+ 0,017 | 0,075+ 0,016 NA NA NA
Reproductoras | Diametro 0,029 + 0,003 | 0,036 + 0,002 0,21 + 0,077 0,40 + 0,099 1,71+ 0,41 0,47 £ 0,35 1,39 + 0,057
Teca externa - 0,048 +£ 0,032 | 0,014 + 0,003 NA 0,018 + 0,002 0,006 + 0,001
Teca interna - - 0,044 + 0,009 NA 0,036 + 0,003 0,015 + 0,001
Granulosa - 0,11 + 0,044 | 0,063 + 0,020 NA - 0,016 + 0,005
Antro - - 0,22 + 0,089 NA - 1,33+ 0,66
C ophorus - - 0,010 + 0,001 NA NA NA
Ovocito 0,013 +0,002 | 0,015+0,002 | 0,056 +0,011 | 0,062 + 0,022 NA NA NA
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Anexo 2. Procedimiento técnico para la realizacion de las técnicas de coloracion de
rutina (hematoxilina - eosina) y coloraciones diferenciales en el proceso histotécnico para
diagndstico histopatologico

PROCEDIMIENTO TECNICO PARA LA REALIZACION DE LAS TECNICAS DE
COLORACION DE RUTINA (Hematoxilina - Eosina) Y COLORACIONES
DIFERENCIALES EN EL PROCESO HISTOTECNICO PARA DIAGOSTICO
HISTOPATOLOGICO

Cuando se desea tomar una muestra para su estudio histopatolégico y para una mejor
preparacion de los cortes, es conveniente tomar el material de un animal anestesiado o
inmediatamente después de muerto.

El trozo de tejido debe tener mas o menos 1 cm de largo y unos 0,5-1 cm de grueso. En
algunas ocasiones, debido al tipo de lesion, la muestra puede ser mucho mayor. Después
de tomado el tejido se debe preservar en forma apropiada colocandolo en una solucién
llamada fijador. La muestra debe tener parte de tejido normal y parte lesionada.

El tejido a estudiar se somete a un proceso que consta de varias etapas y las cuales se
describen brevemente:

FIJACION: la fijacién busca la preservacion mediante la coagulacién de las proteinas,
endurecimiento del tejido y destruccién bacteriana.

En condiciones ideales un fijador debe penetrar rdpidamente el tejido, su accion debe ser
inmediata y causar minimas alteraciones fisico-quimicas en las células. Sin embargo, no
hay fijador ideal y la mayoria de ellos produce desgarramiento, distorsién del tejido y
deshidratacion, lo cual hace que las células se colapsen.

Entre los fijadores mas comunes tenemos la formalina bufferada al 10%, el fijador de
Bouin, el bicloruro de mercurio, dicromatico de potasio, acido acético, acido osmico,
alcohol etilico (agente deshidratante)

DESHIDRATACION: se lleva a cabo pasando el tejido a través de concentraciones
ascendentes de alcoholes: 40%, 50%, 60% Yy asi sucesivamente hasta el alcohol absoluto.
Toda el agua contenida en los tejidos en estado libre es removida de estos.
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ACLARAMIENTO: se deben emplear agentes aclarantes del tejido ya que el alcohol y la
parafina no se mezclan. Se puede usar el benceno, el xilol, toluol, cloroformo.

IMBIBICION: este es el proceso por el cual la parafina penetra intimamente en el tejido. La
parafina remplaza al agente aclarante y al mismo tiempo le da consistencia al tejido para
ser luego cortado.

CORTE DEL TEJIDO: una vez embebidos los tejidos e incluidos en parafina los bloques
se deben enfriar y montarse en el microtomo para ser cortados. La mayoria de los cortes
se hacen a 4 — 6 micras, pero ocasionalmente algunos cortes se pueden hacer de 3 hasta
20 micras.

COLORACION: este proceso depende del tipo de tejido ya que cada uno se colorea de
manera distinta. Cada tejido tiene afinidad por una coloracién diferente en una mezcla de
colorantes

FIJADORES MAS USADOS EN EL LABORATORIO

PREPARACION DEL FORMOL BUFFERADO AL 10%.

Este fijador se usa de rutina y se adapta a todas las coloraciones. Es ventajoso el uso de
este fijador ya que es barato, facil de preparar, relativamente estable, penetra bien los
tejidos, no los endurece demasiado, ni los hace quebradizos. Los inconvenientes que
presenta este fijador son: provoca dermatitis molesta en las manos debido al manejo e
irritacion de las fosas nasales.

Los tejidos deben ser cortados y colocados en 10 volumenes del fijador por cada parte de
tejido por un tiempo minimo de 24 horas.

Preparacion:

e Con Sales anhidridas o deshidratas: para preparar 1000 ml (1 litro), se utilizan los
siguientes reactivos:

Formaldehido al 37 0 40% 100 ml
Agua destilada 900 ml
Fosfato monobasico de sodio 3.50rs

Fosfato dibasico de sodio 6.5 grs
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e Con Sales hidratadas: para preparar 1000 ml (1 litro), se utilizan los siguientes

reactivos:

Formaldehido al 37 0 40% 100 ml
Agua destilada 900 ml
Fosfato monobasico de sodio H20 4.2 grs
Fosfato dibasico de sodio H20 16.7 grs

FLUIDO O FIJADOR DE BOUIN

Este fijador se puede usar con propositos generales. Es particularmente bueno para la
fijacion de tejidos que han de ser sometidos a coloraciones tricromicas para tejido
conectivo y para la fijacion de globo ocular y para glicogeno, fija muy bien la hemosiderina
y los pigmentos grasos intravenosos. Este fijador presenta inconvenientes entre otros
como: requiere métodos especiales para remover los residuos de acido picrico de los
tejidos para los procesos postfijacion, es de lenta penetracion.

Para el proceso de fijacién entre 5 a 10 mm de grueso y colocar en fijador por tiempo no
mayor a 24 horas. Después del periodo de fijacion se deben someter los tejidos a varios

cambios de alcohol del 50% durante 4 horas, hasta que los tejidos no desprenda color
amarillo. Estos tejidos se deben conservar en alcohol del 70%.

PREPARACION
e Solucion Acuosa Saturada de Acido Picrico

Acido Picrico 2 gms
Agua destilada 100 mi

e Fluido o Fijador de Bouin

Soluciéon Acuosa Saturada de Acido Picrico 750 ml
Formaldehido del 37 al 40% 250 ml
Acido Glacial Acético 50 ml

Agregar el Acido Glacial Acético antes de usar. El pH de la solucion debe ser
aproximadamente de 1.5a 1.7
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COLORACIONES MAS USADAS EN HISTOPATOLOGIA.

COLORACION RUTINARIA DE HEMATOXILINA-EOSINA

Para le realizacion de esta coloracion se necesitan tejidos fijjados en formol y cortados
entre 4-6 micras, incluidos en parafina.

Preparacion de Soluciones:

e Hematoxilina de Harris:

Cristales de hematoxilina 5grs
Alcohol etilico absoluto 50 ml
Alumbre de Potasio o Amonio 100 grs
Agua destilada 1000 mi
Oxido Rojo de Mercurio 2.5¢grs

Disolver la hematoxilina en el alcohol, el alumbre en agua caliente, lleve a punto de
ebullicién tan rapidamente y retire del calor (maximo un minuto); mezcle las dos soluciones
y agregue lentamente el oxido de mercurio. Vuelva a calentar hasta que la solucién tome
un color rojo purpura oscuro. Retire inmediatamente del calor y llevé la solucién a reposo
hasta que este fria. Agregue 2-4 ml de acido glacial acético por cada 100 ml de solucién
para incrementar la coloracion nuclear. Filtrar antes de usar y dejar madurar el mayor
tiempo posible antes de su uso

e Alcohol acido al 1%:

Alcohol al 70% 100 ml
Acido clorhidrico concentrado 1ml

Disolver ambos componentes
e Agua amoniacal:

Agua corriente 100 ml
Hidréxido de amonio al 28% 2 ml

Disolver ambos componentes
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Eosina:

Para la solucion de stock se prepara una solucion de Eosina alcohdlica al 1%

Eosina Y (amarillenta, soluble en agua) 1gr

Agua destilada 20 ml

Disolver y agregar:

Alcohol al 95% 80 ml
Para la solucion de trabajo de Eosina:

Solucién stock de Eosina 1 parte

Alcohol al 80% 3 partes

Antes de usar, agregar 0.5 ml de acido glacial acético por cada 100 ml de colorante.

PROCEDIMIENTO DE COLORACION:

Desparafinar en 3 xiloles durante 2 minutos en cada uno

Iniciar la hidratacion en alcoholes de 90%, 80% y 70% por un periodo de 2 minutos
cada uno

Completar la hidratacion con agua corriente durante 2 minutos

Colorear con hematoxilina de Harris durante 7 minutos

Lavar en agua corriente durante 5 minutos

Diferenciar en alcohol acido durante 30 segundos

Lavar en agua corriente por 2 minutos

Colocar en agua amoniacal por 1 minuto o hasta que los cortes haya n tomado un
color azul brillante

Lavar en agua corriente por 2 minutos

Colorear con Eosina durante 15-20 segundos

Lavar con agua corriente para eliminar el exceso de eosina

Deshidratar en alcoholes ascendentes a partir del 80% hasta absoluto por 2
minutos en cada uno

Aclarar en 3 xiloles durante 2 minutos en cada uno

Montar en Permount, Entellan o Resina

RESULTADOS

Nucleo: azul con alguna metacromacia
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e Citoplasma: varios estados de rosado que identifican diferentes componentes de
tejidos

METODO DE P.A.S. (Periodic Acid Schifff PARA HONGOS, CARBOHIDRATOS Y
MUCOPROTEINAS.
e Fijacion:
Cualquier buen fijador
e Teécnicas:

Cortes en parafina a 5 micras.

SOLUCIONES
e Solucion de Acido Clorhidrico 1 N
Acido clorhidrico (Gravedad especifica 1,19) 83.5 ml
Agua destilada 916.5 ml

e Solucién de Coleman-Feulgen

Disolver 1 gm de Fuchsina basica en 200 ml de agua destilada caliente, llevar a
punto de ebullicién, enfriar y agregar 2 gms de Metabisulfito de Potasio, 10 ml de
Acido Clorhidrico Normal. Dejar decolorar por 24 horas a la oscuridad, luego
agregar 0.5 gms de carbdén activado. Agitar por un minuto y filtrar hasta que la
solucion sea incolora. Guardar en el refrigerador.

e Reactivo de Schiff

Disolver 1 gm de Fuchsina béasica en 200 ml de agua destilada caliente, llevar a
punto de ebullicion, enfriar a 50°C y agregar 20 ml de Acido Clorhidrico 1N. Enfriar
fuertemente y agregar 1 gm de bisulfito de Sodio anhidro o Metabisulfito de Sodio.
Guardar en la oscuridad por 48 horas hasta que la solucién tome un color pajizo.
Guardar en el refrigerador.

e Prueba para el reactivo de Schiff
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Colocar unas pocas gotas del reactivo de Schiff en 10 ml de formol al 37-40% en un
vidrio de reloj. Si la solucion se torna inmediatamente rojizo purpura, significa que la
solucion es buena. Si la reaccion es retardada y toma un color azul oscuro purpura
se debe descartar la solucion.

Solucién de Acido periédico al 0.5%

Acido Periddico 0.5gm
Agua destilada 100 mi

Solucién de Light Green al 0.2 %

Se puede usar la misma solucién que se utiliza en el Método de Grocott para
hongos

Solucién de Hematoxilina de Harris

Es el mismo colorante que se utiliza en la coloracibn Hematoxilina-Eosina

PROCEDIMIENTO DE COLORACION

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada

Oxidar con Acido Periédico por 10 minutos

Lavar en agua destilada

Colocar en solucion de Coleman-Fuelgen o reactivo de Schiff durante 15-20 min
Lavar en agua corriente durante 10 minutos hasta que el color rosado aparezca
Hematoxilina de Harris por 6 minutos o Light Green contrastando por unos pocos
segundos. Light Green se recomienda para contrastar los cortes de tejido en que se
requiere demostrar la presencia de hongos.

*Nota: omita los siguientes pasos si_utiliza Light Green

*Lavar en agua corriente

*Diferenciar en solucién al 1% de alcohol acido en 3 a 10 bafios rapidos

*Lavar en agua corriente

*Colocar en agua amoniacal hasta que las secciones tomen un color azul oscuro
*Lavar en agua corriente por 10 minutos

Deshidratar en alcohol de 95% y alcohol absoluto y aclarar en 3 xiloles 2 minutos en
cada uno

Montar en Permount, Entellan o Resina




Gestion del riesgo

Laboratorio Nacional de Diagnéstico Veterinario

Laboratorio de Histotecnia

RESULTADOS
Glicogeno, mucina, reticulo, fibrina o trombos, gotas de coloide, hialina de
arteriosclerosis, depdsitos de hialina en glomérulos, células granulares en las
arteriolas renales donde se preserva mas las membranas renales, colides del tallo
de la pituitaria y tiroides, infiltracion amiloide puede mostrar reaccion positiva _ Roja
Nucleo: Azul
Hongos: Rojos
Fondo: Verde palido, cuando se contrastado con light green

METODO TRICROMICO DE MASSON O COLORACION TRICROMICA PARA FIBRAS
MUSCULARES, COLAGENO, FIBRAS INTERCELULARES

e Fijacion:
Fijador de Bouin o formol al 10% bufferado
e Técnicas:
Cortes en parafina a 5 micras.
SOLUCIONES
e Fijador de Bouin
Se puede utilizar la misma solucién que se utiliza para fijar tejidos

e Hematoxilina Férrica de Weigert

Solucién A

Cristales de Hematoxilina 1gm
Alcohol al 95% 100 ml
Solucién B

Solucion acuosa de Cloruro Férrico al 29% 4 ml
Agua destilada 95 ml
Acido Clorhidrico concentrado 1mil

Solucién de trabajo




Gestion del riesgo

Laboratorio Nacional de Diagnéstico Veterinario

Laboratorio de Histotecnia

Partes iguales de las soluciones Ay B.
e Solucion de Biebrich Scarlet-Fuchsina Acida

Solucién Acuosa de Biebrich Scarlet 1%

Solucién Acuosa de Fuchsina Acida

Acido Glacial Acético

90 ml
10 ml
1ml

e Solucion de Acido Fosfotungstico - Acido Fosfomolimbdico

Acido Fosfotungstico

5gms

Acido Fosfomolimbdico

5gms

Agua destilada

200 ml

e Soluciéon de Anilina Azul

Anilina Azul

2.5gms

Acido Glacial Acético

2 ml

Agua destilada

100 ml

e Solucion de Acido Glacial Acético al 1%

Acido Glacial Acético

1ml

Agua destilada

100 ml

PROCEDIMIENTO DE COLORACION

e Desparafinar e hidratar hasta agua destilada

e Cologue en le mordiente de solucién de Bouin por 1 hora a 56°C o durante toda la
noche a temperatura ambiente, si los tejidos han sido fijados en formol al 10%

bufferado
Lavar en agua destilada

Lavar en agua destilada

Lavar en agua destilada

Enfriar y lavar en agua corriente hasta que el color amarillo haya desaparecido
Hematoxilina Férrica de Weigert por 10 minutos. Lavar en agua corriente por 10 min

Solucién de Biebrich Scarlet-Fuchsina Acida por 1 minuto. Guardar la solucién




Gestion del riesgo

Laboratorio Nacional de Diagnéstico Veterinario

Laboratorio de Histotecnia

e Solucion de Acido Fosfotungstico - Fosfomolimbdico de 10 a 15 minutoa antes de la
anilina azul (Solucion Acuosa de Acido Fosfotungstico al 5% por 15 minutos antes
de contrastar con light green). Descartar la solucion

e Solucién de Anilina azul por 5 minutos o solucion de light green por 1 minuto. (para
Sistema Nervioso Central 15 a 20 minutos). Guardar la solucion.

e Lavar en agua destilada

e Solucion de Acido Glacial Acético de 3-5 minutos. Descartar la solucién

e Deshidratar en alcohol del 95%, alcohol absoluto y aclarar en 3 xiloles durante 2
minutos en cada uno

e Montar en Permount, Entellan o Resina

RESULTADOS
e Nducleo Negro
e Citoplasma, queratina, fibras musculares, fibras intercelulares Rojo

e Colageno Azul




Anexo 3. Calibracion microscopica software Toupview (64x).

Manual de ayuda

15.3 Ampliaciones ee°

Elija el comando Opciones> Ampliacion «* para administrar el aumento. Si se han definido
las ampliaciones 4x, 10X, 40X, 100X, el cuadro de didlogo ampliacion

Debe tener el siguiente aspecto:

1. Resalte el elemento Ampliacion y el boton Eliminar «e estara habilitado. Hacer clic Borrar
+es para borrar el elemento seleccionado;

2. Resalte el elemento Ampliacion, haga clic en el boton Arriba o Abajo para

Orden de lista de ampliacion; El boton Arriba o Abajo se desactivara cuando el punto

Del elemento esta en la primera o Ultima posicion;

3. Haga clic en Borrar todo ¢+ para eliminar todos los elementos de ampliacion; Si se desea
utilizar el aumento tardio, se debe realizar una copia de seguridad primero;

4. Haga clic en Exportar *s+ para realizar una copia de seguridad de la Ampliacion en un
medio seguro. La extensién de archivo "* .magn";

5. Una vez finalizada la nueva instalacion, se puede importar la Ampliacién eligiendo el
comando Opciones> Ampliacién <+ y haga clic en Importar s« para cargar el archivo "*
.magn" guardado;

6. Si todo est& bien, presione OK para finalizar el cuadro de didlogo de administracion de
ampliacion.

15.4 Calibrar e

Los pasos detallados de calibracion son las siguientes:

1. Ejecutar ToupView;

2. Conecte la cdmara al ordenador y al microscopio;

3. Inicie la camara (aqui, es UCMOS00350KPA);

4. Cambie el objeto del microscopio a 10X y ponga el micrémetro TS-M1 en el centro del
campo del microscopio y tratar de encontrar la regla claramente. Ajuste la unidad en Pixel y
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resoluciéon de video al méximo (640X480 para UCMOS00350KPA) y Zoom relacion al 100%
(véase );

5. Si selecciona el comando Opciones> Calibrar <e= 0 hacer clic en en la barra de
herramientas, linea con numero de pixeles y 0.000um de longitud se superpone en la
ventana de video. Al mismo tiempo, se mostrard un cuadro de dialogo llamado Calibrar
sobre la ventana de video;

6. Trate de alinear los dos extremos de la linea roja con la escala de la regla de video (Fije
la linea roja el mayor tiempo posible para mantener la precision de la calibracion);
7. Ingrese o0 seleccione la ampliacion de la lente del objetivo del microscopio
campo de ampliacién. La ampliacién actual es 10X;
8. Lea la longitud real de la micro-regla superpuesta (por la linea roja) y rellénela en la
longitud, la longitud real actual es 450um. Esta longitud real también
se muestra en el centro de la linea roja justo detrds del nimero de pixeles. Al mismo
tiempo, la resolucion sera calculada y visualizada simultdneamente en el campo de
resolucion.
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9. Si todo esta bien, haga clic en Aceptar para finalizar la calibracién. La ampliacion 10X
(esto es el numero que ingresé en el cuadro de edicion de ampliacion) estara disponible en
la combinacién desplegable de ampliacién en la barra de herramientas de la ventana de

video ;
10. Si desea realizar la medicion bajo esta ampliacion, seleccione 10X en primero el cuadro
combinado desplegable de ampliacion y, a continuacion, seleccione unidad en la unidad

cuadro de lista desplegable ( ) que esta justo a la izquierda del cuadro
combinado desplegable de la ampliacién (El usuario también puede elegir Unidad a través
del menu Opciones> Medidas <¢¢, se abrira un cuadro de dialogo llamado Medicién. Haga
clic en la pagina de unidad de longitud para mostrar la pagina de unidad de longitud y
comprobar unidad en el elemento actual.

Ahora, puede medir facilmente los objetos con la unidad seleccionada.
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10. La resolucién seleccionada se puede guardar para la futura medicion de la imagen en
las operaciones. Si las mediciones se realizan en el video, los objetos y la resolucién se
puede guardar en la imagen con el formato de archivo ToupView (* .tft) para las futuras
aplicaciones;

11. La ampliacion de otro microscopio, como 4X, 40X, 100X también se puede definir al
igual que los pasos anteriores. Por lo tanto, cuando cambia el objetivo del microscopio, sélo
tiene que seleccionar la ampliacion (&I por ejemplo) en la barra de herramientas para
realizar las operaciones de medicion.
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Anexo 4. Fichas técnicas Ensayo inmunoenzimatico por Quimioluminiscencia para la
cuantificacion de Hormona de Estimulacion Folicular (FSH)-Leutinizante-(LH) en suero.
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