Acta Bioldgica Colombiana, Vol. 7 No. 1, 2002 3

EL TRACTO REPRODUCTIVO DE LA HEMBRA EN CROCODYLIA:
ESTUDIO HISTOLOGICO Y ULTRAESTRUCTURAL
DE Caiman crocodilus fuscus (Crocodylia: Alligatoridae)

GLORIA ROMERO DE PEREZ' y

MARTHA PATRICIA RAMIREZ PINILLA’
'Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional de Colombia. Bogotd, Colombia.
“Laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados,
Escuela de Biologia, Grupo de Estudios de la Biodiversidad,
Universidad Industnal de Santander, Bucaramanga, Colombia.

RESUMEN

Las caracteristicas histofisiolégicas del sistema reproductor femenino de Caiman
crocodilus fuscus es descrito en esta revision, algunos caracteres del sistema reproductor
no descritos en otras especies de Crocodylia, son comentados.
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ABSTRACT

The histologycal features of the female reproductive system of Caiman crocodilus fuscus
are described in this review, including aspects not previously described for other
Crocodylia species
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INTRODUCCION

Las caracteristicas histofisioldgicas del sistema reproductor femenino de las especies
de Vertebrata responden a un patrén comun, pero existen diferencias entre los diver-
sos taxa, y aun entre organismos filogenéticamente cercanos (Lombardi, 1998). La
distribucién biogeogrifica en muchos casos determina variaciones en los rasgos
estructurales y de comportamiento reproductivo de las especies. En Reptilia por
ejemplo, la informacién disponible es conocida especialmente para especies de zonas
templadas del norte con estrategias y patrones reproductivos poco diversificados, en
contraste con las especies de regiones intertropicales. Esta afirmacion es vélida espe-
cialmente para Crocodylia, de las cuales sélo se conoce de manera fragmentaria la
estructura de este sistema en Alligator mississipiensis. E| trabajo realizado en hembras
adultas de Caiman crocodilus fuscus en cautiverio, tiene una connotacién importante
desde el punto de vista de las relaciones filogenéticas con especies en vias de extin-
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cién, y del manejo de esta especie en cautividad. El estudio sobre la actividad repro-
ductiva anual y la morfologia de los tractos reproductivos por microscopia optica
y por microscopia electrénica de transmisién (TEM) que desarrollamos en cola-
boracién los laboratorios de Microscopia Electrénica de la Universidad Nacional
de Colombia y de Biologia Reproductiva de Vertebrados de la Universidad Industrial
de Santander, ha mostrado una morfologia general similar a la de otras especies de
Reptilia; sin embargo, el examen detallado nos ha revelado caracteres del sistema
reproductor femenino no descritos en otras especies de Crocodylia, los cuales se co-
mentan en la presente revision.

ORGANIZACION DEL OVARIO

En Caiman crocodilus fuscus el ovario es una estructura alargada, limitada externamente
por una delgada pared compuesta por epitelio cibico o escamoso, tejido conjuntivo
y pequefios haces de fibras musculares lisas y membranas eldsticas. Estos mismos
elementos forman una red de cordones vascularizados hacia el estroma, rodeando
vasos linfaticos de gran tamafio, o limitando espacios o lagunas (De Pérezetal., 1999;
Calderén, comunicacién personal). Esta organizacién conocida como sistema cordo-
lacunar se encuentra en Alligator mississipiensis, y aunque menos desarrollado, también
en Aves y Testudines (Callebaut, 1988; Uribe y Guillette, 2000). Su funcién principal
es el soporte de todos los elementos foliculares, y una capacidad de expansién
durante el ciclo reproductivo. La presencia de linfiticos no ha sido registrada en la
literatura, si bien en C. c. fuscus estos vasos se identifican facilmente por su estructura
y el conte-nido de células linfiticas (De Pérez et al., 1999). En muchos de ellos se ob-
servan innumerables gotitas de lipido. Paralelo a este hallazgo, en ciertas regiones del
endotelio se presentan dreas citoplasmaticas voluminosas con granulos de tamafio
heterogéneo, visibles en secciones histolégicas (De Pérez et al., 1999), cuya naturaleza
se desconoce.

La composicién tisular observada en el ovario de Caiman crocodilus fuscus es semejante
a la descrita en Alligator mississippiensis, lo que permite suponer que estos rasgos son
compartidos por otros Crocodylia. Muchas de estas caracteristicas son comunes con
Aves, un hecho significativo que indica una similitud estructural y funcional del siste-
ma reproductivo en Archosauria. Un cardcter comun con estos lltimos es la presencia
de numerosos lechos germinales subyacentes al epitelio de la pared del ovario. Basa-
dos en las descripciones de la literatura (Guraya,1989), en los lechos germinales de
C.c. fuscus se han identificado dos tipos celulares, oogonias y oocitos (De Pérez et al.,
1999), y células foliculares como ocurre en otros Crocodylia (Uribe y Guillette, 2000),
en Squamata (Klosterman, 1983, Guraya, 1989, Uribe et al., 1995, 1996), y en Testu-
dines (Callebaut y van Nassauw, 1987); sin embargo las oogonias estdn ausentes en
el ovario adulto de Aves (Guraya, 1989; Callebaut et al., 1997). En C. c. fuscus los
lechos germinales presentan tres tipos de arreglo: 1. lechos cubiertos de una delgada
capa conjuntiva que contienen principalmente oogonias, 2. lechos desnudos con
oocitos primordiales y células foliculares, y 3. oocitos individuales dispersos en el es-
troma cortical rodeados de células de origen somdtico que forman la granulosa.
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Segln algunos autores, en Aves este tipo de variabilidad es un mecanismo regulador
del desarrollo de los oocitos en los foliculos (Guraya, 1989), pero como se ha pro-
puesto en C. c. fuscus, podria responder a etapas sucesivas de un mismo patrén
(De Pérez et al., 1999).

En la foliculogénesis de C. c. fuscus se identifican estados de desarrollo asimilables a la
clasificacién propuesta por Uribe y Guillete (2000) en Alligator mississipiensis. Los esta-
dos | y Il corresponden a foliculos tempranos dentro de lechos germinales, los estados
Il a V a foliculos en previtelogénesis, y los estados VI a VIl a etapas sucesivas de
vitelogénesis. En el proceso de maduracién de los foliculos se desarrollan eventos que
se traducen en modificaciones por aparicién y redistribucién de sus componentes
con un incremento en su tamano. Los foliculos en estados tempranos localizados
cerca a |la pared del ovario, exhiben una teca delgada, con una capa simple de células
foliculares que forman la capa granulosa. El estado previtelogénico Ill se reconoce
al microscopio de luz -en secciones semifinas- por el aspecto fibrilar del complejo de
Balbiani, cuya organizacién particular se evidencia al microscopio electrénico de trans-
misién como un drea rica en mitocondrias localizadas entre cadenas largas de perfiles
cortos de Reticulo Endoplasmdtico Liso, complejo de Golgi, lisosomas y gotitas de
lipidos (De Pérez etal., 1999), creando un ambiente celular propicio para una elevada
actividad metabdlica (Guraya, 1989). Esta estructura es comun en otras especies de
Reptilia con huevos telolecitos (Guraya, 1989; Callebaut et al. 1997; Uribe etal., 1995,
1996; Uribe y Guillette, 2000).

La vitelogénesis se define como un proceso durante el cual los foliculos y oocitos
incrementan su tamafo en virtud de un mayor desarrollo de sus constituyentes y de
cambios que conducen a la transformacién y acumulacién del material energético que
requiere la maduracion del oocito como parte de la etapa preparatoria a la ovulacién
y a un eventual proceso de fertilizacion y desarrollo. Paralelo al crecimiento del oocito,
las células de la granulosa adquieren un aspecto cuboidal y el espesor de la teca
aumenta por un desarrollo gradual de la cubierta conjuntiva ricamente vasculariza-
da con aumento de fibroblastos, fibras coldgenas y haces de fibras musculares lisas en
la teca externa (De Pérez et al, 1999). Uno de los eventos que inicia la vitelogénesis
es la dispersién de los componentes del complejo de Balbiani en el ooplasma. Poste-
riormente se empieza la acumulacion de vitelo con el transporte de precursores y su
interaccién con materiales en el interior del oocito (Guraya, 1989, Uribe et al, 1995,
1996). En el ooplasma se evidencian vesiculas cubiertas y mitocondrias elongadas cerca
a la zona radiata, y se establece una relacién estrecha entre las proyecciones de las
células de la granulosa y formaciones digitiformes de la membrana plasmatica del
oocito (De Pérezetal., 1999). Esta intima asociacién es una caracteristica comun en las
especies de Vertebrata a través de numerosos procesos que interdigitan durante la fase
de crecimiento, y todo el foliculo estd acoplado con complejos de unién tipo nexo
(Anderson y Albertini, 1976; Gilula et al., 1978; Browne et al., 1979; Browne y Werner,
1984; Kessel et al., 1985). En C. c. fuscus la membrana del oocito se invagina profun-
damente formando canaliculos que terminan en pequefos bulbos y conjuntamente con
las vesiculas cubiertas del ooplasma participan en procesos de absorcién y transporte
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de nutrientes (De Pérez et al,, 1999); esta misma funcién se ha asignado a los deno-
minados lining bodies en Testudines y Aves (Paulson y Rosenberg 1972, Guraya 1989,
Kovécs et al. 1992).

En Caiman crocodilus fuscus se detectan lipidos en las células de la granulosa en foliculos
en vitelogénesis temprana cuando ya se evidencian plaquetas vitelinas en la regién
periférica del ooplasma y de manera particular en algunos vasos linfaticos préximos
a estos foliculos, lo que indicarfa que los linfiticos podrian estar implicados en el
transporte de lipidos para su utilizacién en el ooplasma (De Pérez et al., 1999). En
otros Reptilia la absorcién de estos compuestos y la sintesis de vitelo han mostrado
tener una estrecha relacién; especificamente en Aves se ha observado un incremento
de fosfolipidos y triglicéridos en las células foliculares a medida que crece el oocito
(Guraya, 1989). Se puede concluir que la estructura fina de las células de la granulosa
y el ooplasma periférico en Caiman crocodilus fuscus sugiere un patrén de acumulacién
de vitelo que involucra un mecanismo de absorcién bien desarrollado, descrito
también para otros Reptilia lecitotréficos. Los lipidos en la granulosa y en células de
la teca también podrian tener una funcién en la sintesis de esteroides. Las células
de la granulosa en algunas Aves cuando el oocito tiene un didmetro preovulatorio
(Guraya, 1989), y en las células de la teca en ciertas especies de Reptilia (Callard
et al, 1972; Guraya, 1978, 1989; Callebaut et al., 1997) exhiben los organelos res-
ponsables de esta actividad. En el estudio realizado en C. c. fuscus la ultraestructura
de las células no mostré ser especialmente rica en los organelos implicados de la
sintesis de estas hormonas (De Pérez et al,, 1999); sin embargo nuestro estudio se
realizé en foliculos vitelogénicos tempranos, pudiendo quizd, como en Aves, desarro-
llarse sélo en los oocitos preovulatorios. Asi mismo, Guraya (1978, 1989) y Lance
(1989) encontraron que el epitelio de foliculos en crecimiento de Squamata, Aves
y en Alligator mississippiensis contienen enzimas que intervienen en la esteroidogénesis,
pero carecen de los organelos requeridos para la sintesis de estas hormonas. Aunque
los procesos de encapsulacién por células somadticas y las interacciones continuas
entre el oocito y las células foliculares son notablemente similares en diversos orga-
nismos, el conocimiento de los genes y las vias de sefalizacién involucradas en el en-
samble del foliculo es incompleta para la mayorfa de las especies y los mecanismos
moleculares son adn un enigma; asi, un estudio sistemdtico de la formacién del
foliculo y el andlisis de moléculas que participan es un campo importante de inves-
tigacién futura (Matova y Cooley, 2000).

El componente muscular en la pared del ovario, en el estroma reticular, y en la teca
externa de los foliculos vitelogénicos es un rasgo que C. crocodilus fuscus también com-
parte con otros Reptilia (Jones 1987; Van Nassauw et al., 1991) y especialmente con
Aves (Guraya, 1989). Es probable que las terminaciones nerviosas de neuronas mo-
toras del sistema auténomo en el tejido conectivo circundante observadas en C. c.
fuscus evidencien un mecanismo de control extrinseco de la actividad contractil durante
la foliculogénesis y la ovulacién (De Pérez et al,, 1999). El hallazgo en el estroma del
ovario de C. ¢ fuscus de neuronas intrinsecas con axones provistos de grdnulos se-
cretores a lo largo de su longitud y en las terminaciones axénicas cerca de vasos
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linfiticos, semejantes a los axones de las células neurose-cretoras del hipotdlamo,
constituyen al parecer una novedad no observada en otros Reptilia (De Pérez et al.,
1999). En Aves, redes de fibras colinérgicas y adrenérgicas (Gilbert, 1968) han sido
relacionadas con la contraccién musculary la regulacién del flujo sanguineo (Guraya,
1989). Estudios recientes han mostrado que en adicidn a la inervacién extrinseca, los
ovarios de Primates no humanos y de una raza de Ratus ratus (Dees et al., 1995), y en
el ovario de Homo sapiens en desarrollo durante la gestacién tardia y el primer afio
postnatal (Anessetti et al, 2001), contienen una poblacién discreta de neuronas
intrinsecas cuya heterogeneidad fenotipica sugiere una mayor influencia de neuro-
transmisores diferentes a las catecolaminas sobre la funcién gonadal. La observacién
de neuronas intrinsecas en varias especies, puede representar un cardcter evolutivo
requerido en una regulacién mds refinada a nivel ovdrico. En relacién con el signi-
ficado del tipo de neuronas neurosecretoras en el ovario de C. c. fuscus, debe ser dilu-
cidado, y plantea interrogantes en relacién con el tipo de moléculas sintetizadas y su
influencia en la fisiologfa ovérica de la especie.

En los Crocodylia (Lance, 1989; Guillette et al., 1995; De Pérez et al., 1999) y las Aves
(Saidapur, 1982; Guraya, 1989) estudiados hasta el momento, el cuerpo liteo tiene una
estructura comun, formada por una teca externa gruesa y una teca interna delgada
separadas por pequefios capilares, y algunas células luteinicas en la regién central.
La deteccién de la enzima 38-HSD en estas tltimas (Lance 1989), y una corresponden-
cia entre las caracteristicas histolégicas del cuerpo liteo y los niveles de progesterona
(Guillette et al., 1995) en Alligator mississippiensis sugieren una actividad esteroidogénica,
cuya relevancia durante la gravidez ha sido sefialada en esta especie. En C. c. fuscus su
participacién en la sintesis de hormonas y su relacién con la vitelogénesis -teniendo en
cuenta que las hembras gravidas pueden continuar con este proceso (Guerrero et al.,
2003)- y el mantenimiento de los huevos en el oviducto, no estdn dilucidados.

En el ovario de Caiman crocodilus fuscus el crecimiento de algunos foliculos se previene
por procesos atrésicos. Esta regresién folicular es un tipo de atresia invasiva con ple-
gamiento de la granulosa y de la zona pellcida, proliferacién de células de la granu-
losa y la invasién del ooplasma por células de la teca, de la granulosa y de células
sanguineas (De Pérez et al., 1999). Una interpretacién posible de este proceso es su
relacién con un mecanismo de regulacién del tamafio de la camada como ha sido
observado en otros Reptilia (Guraya, 1989). De nuestro trabajo sobre la morfologia
ovérica a nivel histolégico y citolégico de Caiman crocodilus fuscus se puede concluir que
la morfologia y fisiologia del ovario de esta especie es compartida en términos
generales con otros Reptilia, y principalmente con Archosauria (Alligator mississippiensis
y Aves) en aspectos particulares: 1. la foliculogénesis, incluyendo la morfologia del
cuerpo liteo y foliculos atrésicos, 2. un sistema cordolacunar con grandes vasos linfa-
ticos que rodean los foliculos en desarrollo, 3. presencia de oogonias en el ovario adul-
to, similar a Alligator mississippienis y otros Reptilia, pero diferente de Aves. La similitud
encontrada entre los Archosauria proporciona nuevos caracteres que sustentan su
parentesco filogenético; sin embargo Caiman crocodilus fuscus y Alligator mississippiensis son
especies emparentadas entre si (dentro de la familia Alligatoridae) y se desconocen
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estudios en otros miembros de Crocodylia que permitan comparar y determinar si
éstas son caracteristicas comunes dentro de este grupo. De otro lado muchas de las
caracteristicas descritas en esta especie y los demds Reptilia indican mecanismos
fisiolégicos que no se han dilucidado.

OVIDUCTO

En Caiman crocodilus fuscus el sistema reproductor tiene tractos pareados funcionales
(Calderén, 1998; Bahamén, 2000), un patrén anatémico y morfolégico comin en
especies de Vertebrata (Lombardi, 1998), entre los que naturalmente se incluyen
otros Reptilia (Fox, 1977). Los oviductos son altamente contorneados, con tres regio-
nes anatémicas bien definidas: anterior, media y posterior; la superficie interna revela
pliegues que varian en orientacién y complejidad en cada segmento, y segtin el estado
fisiolégico. El examen histolégico permite establecer siete regiones denominadas
infundibulo anterior, infundibulo posterior (regién anterior), tubo, transiciéon tubo-
ttero anterior (regién media), Utero posterior y vagina (regién posterior) (Calderdn,
1998; Bahamén, 2000), en coincidencia con la regionalizacién propuesta para otros
Archosauria como Alligator mississippiensis (Palmer y Guillette, 1992), Crocodylus intermedius
y Aves (Gallus domesticus, Taylor, 1970; Claver y Lawzewitzch, 1982). No obstante, en
este grupo no hay una terminologia uniforme de cada uno de estos segmentos por
carencia de criterios histofisioldgicos suficientemente claros.

De acuerdo con los trabajos de Calderén (1998) y Bahamoén (2000) la pared del
oviducto de Caiman crocodilus fuscus consta de una serosa representada por tejido epi-
telial cubico bajo y tejido conjuntivo laxo, la muscular y la mucosa. El espesor de la
capa muscular varia de acuerdo con la regién, una capa externa de fibras orientadas
longitudinalmente y una interna orientada circularmente. La microscopia 6ptica de
alta resolucién permitié determinar que en la superficie de la mucosa se encuentran
cuatro tipos celulares: células ciliadas, columnares no ciliadas y dos tipos de células
no ciliadas secretoras (Bahamén, 2000). La caracterizacién de los tipos celulares
secretores mediante la aplicacién de pruebas histoquimicas muestra que la mayoria
de ellas son P.A.S. positivas y en menor proporcién, azul de Alcian (pH 2,4) positivas
(Bahamén, 2000). Resultados similares se han obtenido en Squamata (Hoffman y
Wimsatt, 1972; Palmer y Guillette, 1988; Guillette, et al., 1989; Shanthakumari, 1992;
Perkins y Palmer, 1996; Blackburn, 1998), Testudines (Abrams y Callard, 1991;
Sarkar et al., 1995), Crocodylia (Palmer y Guillette, 1992) y en Aves (Draper et al.,
1972; Solomon, 1975).

El estudio del ciclo anual reproductivo de Caiman crocodilus fuscus en condiciones
de cautiverio evidencié los diferentes estados de actividad reproductiva en hembras
y machos (Guerrero et al., 2003). Para ello se utilizaron las hembras de cada estado
reproductivo encontrado, analizando la histologia oviductal con base en cortes
histolégicos incluidos en parafina (Calderén, 1998) y cortes semifinos de material
incluido en resinas epoxi para microscopia éptica de alta resolucién. Se observé
que el oviducto se modifica de manera significativa en los diferentes estados del ci-
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clo reproductivo, particularmente durante la vitelogénesis y la gravidez, ya que se
encuentra que hay hipertrofia generalizada de la mucosa, e incremento de la altura
del epitelio luminal de todas las regiones. En vitelogénesis la secrecién del contenido
de los granulos de las células epiteliales de la mucosa y de las glidndulas es evidente;
algunos de los cambios observados en este estado se conservan en la gravidez. En la
lamina propia se alojan vasos sanguineos, linfiticos y las glandulas encargadas de
la secrecién de las cubiertas del huevo, estas dltimas particularmente desarrolladas
durante la fase preovulatoria.

El infundibulo anterior se considera una regién de recepcién y paso del ovocito recién
ovulado. En previtelogénesis, la mucosa del extremo proximal (estium) es plana y
progresivamente desarrolla pliegues discretos de altura homogénea hacia la porcién
distal, en forma de vellosidades cortas con células epiteliales ciliadas y no ciliadas.
En este estado, las células ciliadas se concentran en el dpice de las vellosidades. En
vitelogénesis los pliegues adquieren mayor tamafio con predominio de células ciliadas
e incremento de vascularizacién en la lamina propia (Calderén, 1998; Bahamon,
2000); eventos muy semejantes han sido descritos en otros Reptilia (Lissemys punctata
punctata, Sarkar et al., 1995; Chrysemys picta, Abrams y Callard, 1991) durante la etapa
preovulatoria, mientras que un proceso inverso ocurre durante la fase de regresion
postreproductiva. En las células ciliadas del epitelio luminal el citoplasma es poco
electrodenso especialmente en hembras vitelogénicas y las membranas laterales tien-
den a ser rectas. En todos los estados contienen numerosas mitocondrias en la regién
apical cerca de los cuerpos basales (Bahamén, 2000) necesarias para proveer la ener-
gia para el movimiento ciliar, responsable del desplazamiento de los ovocitos, los es-
permatozoides (Fox, 1977), sustancias y bacterias Blackburn (1998). Con excepcién
del ostium, en hembras vitelogénicas, pero no en previtelogénicas, las células no cilia-
das contienen un drea supranuclear con un agregado de granulos que tifien inten-
samente con azul de toluidina, pero no muestran ninguna afinidad por P.A.S. ni con
azul de Alcian (De Pérez, comunicacion personal). En Aves, y en otras especies de Reptilia
(Cuellar, 1966; Palmer y Guillette, 1988; Palmer y Guillette, 1990; Sarkar et al., 1995;
Palmer y Guillette, 1992) las células epiteliales (ciliadas y no ciliadas) del infundibulo
también son secretoras.

La ubicacién, morfologia e histologia del infundibulo posterior de Caiman crocodilus
fuscus (Bahamén, 2000), concuerdan con el segmento del mismo nombre en Alligator
mississippiensis (Palmer y Guillette, 1992) y la porcién chalacifera de Gallus domesticus,
anteriormente denominada infundibulo posterior o cuello infundibular (Claver y
Lawzewitzch, 1982). Es una region corta que corresponde al estrechamiento del em-
budo infundibular, con pliegues mucho mis altos, anchos y convolutos -en espiral-
que en el infundibulo anterior y un espacio reducido entre ellos. La mayoria de células
del epitelio luminal de este segmento son secretoras con abundantes granulos que
tifien intensamente con P.A.S., y en menor cantidad células caliciformes azul de Alcian
positivas en el apice de los pliegues. Complejos de unién tipo zona ocludens man-
tienen en estrecha asociacion las células del epitelio. En vitelogénesis la reaccién
P.A.S. es positiva en la mayoria de las células (Bahamén, 2000). Sin embargo no
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forman unidades glandulares multicelulares “verdaderas” como lo han constatado
otros autores en Aves y en Alligator mississippiensis (Wyburn et al., 1970; Palmer y
Guillette, 1992, respectivamente). En vitelogénesis y durante gran parte de la gravidez,
las células del epitelio luminal se hipertrofian.

En Aves, estas células -P.A.S. positivas- se encargan de sintetizar una membrana de
textura fragil alrededor de la yema, que a su paso por el magnum (tubo en Crococylia)
se condensa y forma la chalaza encargada de dar soporte al vitelo (Wyburn et al.,
1970; Claver y Lawzewitzch, 1982). En Crocodylia sin embargo, esta estructura no
tiene equivalencia (Ferguson, 1982, Manolis et al., 1987). Bahamén (2000) sugiri6
que la ausencia de chalaza en Crocodylia puede ser compensada por la produccién
de una o mds sustancias (glicoproteinas) de alta viscosidad en el infundibulo
posterior, regién que se caracteriza por un marcado aumento de la superficie de la
mucosa con invaginaciones profundas y un incremento sustancial de células secre-
toras, sugiriendo un aporte importante en la produccién de componentes de la albu-
mina que es de gran viscosidad en esta especie. La reaccién positiva con azul de Alcian
de células del extremo anterior del magnum (tubo, en Crocodylia) en Aves (Wyburn et
al., 1970) y del epitelio oviductal de otras especies de Reptilia se ha asociado con
secrecién de ovomucina (glicoproteina fibrosa con un 30% de carbohidratos), un
componente de la albumina “gruesa”, y con la sintesis de mucosubstancias (glucosa-
minoglucanos) semejantes a la avidina (Perkins y Palmer, 1996). A esta primera capa
de albdmina (con ovomucina y avidina, entre otras) se le han asignado funciones muy
diversas: 1. constituirse en una barrera fisica de defensa contra microorganismos, 2.
facilitar al embrién en desarrollo la captura de vitaminas que se hallen dentro de la
albimina (biotina, entre algunas posibles) (Palmer y Guillette, 1991), 3. lubricar la
pared del ovario (Perkins y Palmer, 1996) y finalmente 4. constituir parte de la albu-
mina del huevo (Bahamén, 2000). En Caiman crocodilus fuscus, las células del oviducto
azul de Alcian positivas, que son ficilmente reconocibles por su mayor volumen y por
el tamafio de sus granulos, estdn en menor proporcién en el epitelio luminal del
infundibulo posterior (Bahamén, 2000). Se requieren anélisis cuidadosos de los
componentes del huevo de esta especie complementados con estudios inmunohisto-
quimicos de esta regién para confrontar estas hipétesis.

El tubo comparte caracteristicas con el infundibulo posterior y el Gtero anterior. En el
tubo, los pliegues son profundos y bifurcados dando origen a segmentos diagonales
ondulados en forma de espiral (Bahamén, 2000). Es una de las regiones del oviducto
que presenta mds controversia en su definicién. En Squamata algunos autores no lo
reconocen como un segmento evidente, intermedio entre el infundibulo y el ttero
(Hoffman y Wimsatt, 1972; Adams y Cooper, 1988; Ramirez et al., 1989; Shantakumari
et al, 1990, Shantakumari, 1992); otros establecen un segmento infundibulo-titero
con glandulas tubulo-alveolares en el extremo posterior (Guillette et al., 1989), y otros
lo definen como una regién independiente (Cuellar, 1966; Uribe et al., 1988; Perkins
y Paimer, 1996). En el caso de Archosauria este segmento es evidente y se conoce
como magnum en Aves y tubo en Crocodylia, respectivamente. En el epitelio luminal
durante la previtelogénesis se reconocen células ciliadas, y en mayor proporcién cé-
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lulas columnares secretoras; en vitelogénesis los tipos celulares adquieren una apa-
riencia mas voluminosa por aumento del material secretor; mientras que en gravidez
las células tienen dreas “vacias”, que denotan pérdida del material secretor (Bahamon,
2000). El epitelio luminal secretor de Caiman crocodilus fuscus tiene la misma caracteristica
tintorial azul de Alcian positiva, pH 1.0 y pH 2.5 (Calderdn, 1998) de Aves (Wyburn
et al., 1970; Claver y Lawzewitzch, 1982, Palmer y Guillette, 1992), si bien Bahamén,
(2000) sefiala que la reaccién de las células secretoras con azul de Alcian (pH 2.5)
fue negativa.

La organizacién de las gldndulas de la ldmina propia, productoras de componentes
de albimina en Archosauria (Abrams y Callard, 1991; Sarkar et al, 1995; Palmer y
Guillette, 1992), varia de acinares ramificadas en A. mississippiensis, a tubulares simples
o ramificadas contorneadas en Aves, y tubulares simples o acinares ramificadas - en
previtelogénesis y vitelogénesis respectivamente- en C. ¢. fuscus (Bahamén, 2000).
El tubo de C. c. fuscus se reconoce por la aparicién de estas glandulas y el contenido
eosindfilo de sus células secretoras; por el contrario los granulos no muestran ninguna
tincién con P.A.S. y azul de Alcian, resultados que concuerdan con las observaciones
en Alligator mississippiensis (Palmer y Guillette, 1992). La complejidad de las unidades
glandulares y la amplitud de los pliegues es gradual a partir del extremo anterior del
tubo. En cada pliegue hay una estructura central de soporte constituida por un haz de
fibras de coldgeno paralelo a su eje vertical, ramificindose en finos haces que rodean
y dan soporte a las multiples unidades glandulares (Bahamén, 2000).

De las especies estudiadas de Archosauria, el tubo de C. c. fuscus, tiene la menor lon-
gitud (~7.3%, Calderén, 1998), comparado con el de Alligator mississippiensis (Palmer
y Gillette, 1992) y el de Aves que aunque variable alcanza una extensién de ~50%.
El infundibulo posterior, el magnum (tubo) y en algin grado el istmo, son los encarga-
dos de producir el componente proteico de la clara del huevo o albimina propia-
mente dicha (Wyburn et al,, 1970; 1973). Es importante sefialar que la proporcién
de los constituyentes de la albimina varfa en diferentes especies: en Crocodylia
contiene casi 95% de agua, 4% de proteina y 1% de material ain no identificado; en
Aves el porcentaje de agua es menor (87%) y la proteina es algo mds del doble
(10.5%), acompafada de pequefias cantidades de lipido (0,02%) (Manolis et al.,
1987). En Aves estin presentes ovoalbumina (54%), conalbimina (13%), ovomu-
coide (11%), ovomucina (1.5%), lisozima (3.5%), ovotransferina, avidina (0.05%)
(Wyburn et al., 1970) y (Palmer y Guillette, 1991) y glucosa (300 mg/ml) (Davidson
y Draper, 1969). De acuerdo con Taylor (1970) el mayor porcentaje de agua de la
albimina de Aves es adquirida cuando el huevo se halla en la glandula del cascarén
(utero); aunque se cree que también hay una alta liberacién de agua en la regién
media del magnum (Wyburn et al., 1970) y en el istmo posterior (regién roja). La in-
formacién anterior sugiere una participacién diferencial de cada zona en la compo-
sicién de la albdmina de los huevos en las diferentes especies, y su contenido puede
reflejar el grado de desarrollo en cada caso, asi como el tipo de producto sintetizado
tanto por las células del epitelio como por las gldndulas secretoras presentes en la
l&mina propia. En Caiman crocodilus fuscus, |a secrecién de las glandulas del tubo colo-



12 Revision - £ tracto reproductivo de la hembra en Crocodylia: Estudio histologico y ultraestructural
de Caiman crocodilus fuscus (Crocodylia: Alligatoridae). Romero de Pérez, et al.

readas con P.A.S. y azul de Alcian tiene reaccién negativa, como ocurre también en
las gldndulas del magnum de Aves (Wyburn et al., 1970), en el que se ha comprobado
la presencia de ovoalbumina y conalbimina y en menor cantidad ovomucoide y liso-
zimas en los granulos de las células secretoras de las glandulas (Palmiter y Gutman,
1972; Palmiter y Schimke, 1973). La delimitacién anatémica entre tubo y utero an-
terior en Caiman crocodilus fuscus se reconoce externamente por la presencia de un seg-
mento translicido de ~ 1 cm (Bahamén, 2000); en Alligator mississippiensis, y en Aves
(1-2 mm) se ha denominado unién tubo-ttero (Draper et al., 1972; Palmer y Guillette,
1992). Esta zona tiene un epitelio luminal secretor altamente plegado (como el del
infundibulo posterior), pero carece de gléndulas en el tejido conectivo (Draper et al.,
1972; Palmer y Guillette,1992; Bahamén, 2000).

El dtero es el encargado de la sintesis del componente proteico y calcdreo de las
coberturas del huevo en especies oviparas de Reptilia (Fox, 1977). En Sphenodon
punctata, Testudines y Squamarta se reconoce una sola regién uterina, con excepcion
de Crotaphytus collaris y Eumeces obsoletus, en los que se define un ttero anterior y un
utero posterior (Guillette et al., 1989), mientras que en Archosauria (Aves y en Alligator
mississippiensis, Palmer y Guillette, 1992 y Caiman crocodilus fuscus, Calderén, 1998,
Bahamdn, 2000) se reconocen dos zonas funcional y morfolégicamente diferen-
ciadas: Utero anterior y Utero posterior. El titero de Aves se conoce como “gléndula
de la cdscara” (Claver y Lawzewitzch, 1982) en la region posterior uterina donde
permanecen los huevos por mds tiempo (Taylor, 1970) y son cubiertos por el com-
ponente mineral de la cdscara, mientras que la parte proteica la sintetiza la region
uterina anterior o istmo en Aves (Draper et al, 1972, Solomon, 1975; Claver y
Lawzewitzch, 1982). Los estudios en Caiman crocodilus fuscus muestran que los tejidos
de estas dos regiones uterinas se hipertrofian durante la vitelogénesis y la gravidez;
en algunas hembras gravidas la mucosa del ltero presenta frecuentes mastocitos
(Bahamon, 1998) que pueden ser estimulados por el estradiol o un factor secundario
relacionado con la vitelogénesis (p. e.: Ig E, o el sistema nervioso, Williams et al.,
1995), desarrollando edema, una condicién funcional asociada con niveles altos de
estrogenos en el oviducto de reptiles (Perkins y Palmer, 1996). El edema es acom-
pafiado por degradacién de proteinas fibrosas como coldgeno y de proteoglucanos
y glucosaminoglucanos del tejido conectivo, probablemente por accién de las pro-
teasas (quimasas) liberadas por los mastocitos (Williams et al., 1995; Church y Levi-
Schaffer, 1997).

Si bien la estructura histoldgica del utero anterior de C. c. fuscus (Calderon, 1998;
Bahamén, 2000) es esencialmente la misma del dtero de otras especies de Reptilia
(Fox, 1977; Palmer y Guillette, 1992) y el istmo de Aves (Wyburn et al., 1973; Claver
y Lawzewitzch, 1982), carece de células epiteliales secretoras en ampolla (bleb)
descritas en el utero de Testudines (Chrysemys picta, Abrams y Callard, 1991; G.
polyphemus, Palmer y Guillette, 1988) y de células mitocondriales presentes en el epi-
telio del istmo de Aves (Draper et al., 1972; Solomon, 1975). En Archosauria la mu-
cosa del utero anterior tiene pliegues muy amplios en los que predominan células
epiteliales secretoras no ciliadas, P.A.S. positivas y azul de Alcian negativas C. . fuscus
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(Calderén, 1998; Bahamon, 2000), Aves (Draper et al., 1972; Solomon, 1975). Las
membranas laterales de las células epiteliales de la mucosa tienen interdigitaciones
que podrian asociarse con transporte de liquidos y de iones. Los granulos secretores
tienen un delgado anillo electrodenso periférico con la regién central moderadamente
electrollicida; se desconoce si esta distribucién tiene un significado funcional (Baha-
mén, 2000). Se ha propuesto que entre los proteoglucanos y glucosa-minoglucanos se
encuentran factores de crecimiento “capturados” que pueden ser liberados (Ruoslahti
y Yamaguchi, 1991), estimulando la mitosis de células especificas. Esta hipdtesis se
basa en la evidencia experimental en hembras vitelogénicas de Alligator mississippiensis
en las cuales se ha detectado inmunoreactividad de factores de crecimiento (IGF-1) en
proximidad de la membrana plasmética de células glandulares del tubo, dtero anterior
(fibroso) y utero posterior (calcifero) de la mucosa oviductal (Cox y Guillette, 1993).

En Caiman crocodilus fuscus las gldndulas del ttero anterior alojadas en el tejido conectivo
son tubulares compuestas, muy numerosas y desarrolladas; las células tienen grénulos
eosindfilos que no reaccionan con P.A.S. ni azul de Alcian, y se hipertrofian en vitelo-
génesis, como sucede en las glandulas de la regién distal del tubo (Calderén, 1998,
Bahamodn, 2000); también en Aves la secrecién de las glandulas del istmo es eosindfila
(Claver y Lawzewitzch, 1982) y las células de las glandulas del istmo son del mismo tipo
A descrito en el magnum (Draper etal., 1972). En los estudios realizados en C. c. fuscus no
se diferencian subregiones dentro del ttero anterior como ocurre en el istmo de Aves.
La evidente hipertrofia e hiperplasia de la mucosa del ttero anterior durante la vite-
logénesis y la gravidez puede estar asociada con niveles altos de hormonas ovdricas,
principalmente estradiol, como se ha sugerido en otras especies de Reptilia. En Caiman
crocodilus fuscus el inicio del dtero posterior se determina por un ensanchamiento del
oviducto y la formacién de pliegues longitudinales; esta regién es el segmento de ma-
yor longitud, con paredes muy gruesas y luz amplia. Internamente, se destaca la com-
plejidad de pliegues circulares con la parte superior ensanchada en forma de T, de
modo que el extremo de un pliegue interdigita con el del pliegue adyacente
(Bahamén, 2000). La histologia del epitelio luminal de la mucosa del ttero posterior
es semejante a la de otros Reptilia. Las células ciliadas no secretoras son importantes
en el desplazamiento de material dentro del oviducto y las células secretoras de menor
altura y cantidad que en otras regiones, sor P.AS. y azul de Alcian positivas
(Bahamén, 2000); se cree que en aves estas células probablemente contribuyen con
productos del componente proteico de la cdscara y de la albimina y, a su vez,
lubrican la pared oviductal (Breen y De Bruyn, 1969). Las glandulas ubicadas en el
tejido conjuntivo de la mucosa son mds pequefas y superficiales que las del dtero
anterior. En previtelogénesis y gravidez son tubulares simples, y en vitelogénesis tu-
bulares ramificadas. Al microscopio de luz las células glandulares no muestran evidencia
de actividad de sintesis o de secrecién (Calderén, 1998). La ultraestructura de las cé-
lulas de estas gldndulas en C. c. fuscus (Bahamén, 2000) es semejante a las caracteristicas
descritas en A. mississippiensis (Palmer y Guillette, 1992) y a ciertas células glandulares
del istmo (Wyburn etal., 1973) y de la gldndula de la cdscara de Aves (Breen y De Bruyn,
1969; Wyburn et al., 1973). Sin embargo, se encontré que las células tienen cisternas
dilatadas de Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) en la regién infranuclear rodeadas
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de agregados de material electrodenso finamente granular; en secciones histoldgicas
este material es metacromdtico pero no tiene afinidad con P.A.S., lo que parece des-
cartar que se trate de glucégeno. La naturaleza de este material granular no fue iden-
tificado con las pruebas histoquimicas utilizadas (Bahamén, 2000). Con base en las
caracteristicas de estructura fina de estas células glandulares en Aves, Breen y De Bruyn
(1969) y Wyburn et al., (1973) les han atribuido un papel activo en el transporte de
iones y agua. El calcio es transportado ridpidamente desde la sangre lo que implica que
las células de esta regién actiien como bombas impulsando el calcio hacia el espacio
luminal del oviducto para incorporarse como componente de la cdscara; estos iones
pueden pasar diluidos en un volumen de agua considerable. No obstante, se desconoce
el mecanismo celular preciso involucrado en la secrecién de calcio en la glidndula de la
céscara (Taylor, 1970). Como ocurre en Aves es muy probable que en Crocodylia
las gldndulas de esta regién sean las encargadas de producir el componente calcdreo
del huevo ya que algunas caracteristicas parecen sugerirlo: los pliegues interdigitados de
la membrana lateral y la abundancia de mitocondrias observadas son caracteres comu-
nes en células que realizan transporte de iones con una alta tasa de gasto energético (De
Pérez comunicacion personal). En contraste, en las especies de Reptilia no Archosauria
(Sphenodon punctatus, Squamata y Testudines) el tero no presenta gldndulas multice-
lulares especializadas en la produccion exclusiva del componente mineral (calcio) de la
cascara. En Crotaphytus collaris se ha comprobado la presencia de calcio en células
epiteliales del Gtero anterior; en esta misma especie y en E. obsoletus las células de las
glandulas del dtero contienen componentes semejantes a procoldgenos (Guillette
et al, 1989). Se cree que las glandulas tubulares del utero de Squamata y Testudines
participan en la formacién de las fibras de la cdscara (Aitken y Solomon, 1976;
Guillette et al.,, 1989; Palmer, 1988; Ramirez et al., 1989; Palmer y Guillette, 1990).

La vagina es la regién mds distal del oviducto encargada de recepcién del esperma,
expulsar el huevo ya formado y evitar la entrada de agentes extrafios al oviducto. En C.
c. fuscus la pared de este segmento alcanza el mdximo espesor, si bien la mucosa es
delgada y carece de gldndulas en el conjuntivo, las capas musculares longitudinal y
circular estdn mds desarrolladas, principalmente esta dltima en la parte méas posterior
(Calderén, 1998). Los pliegues circulares de la mucosa son més profundos y simétricos
que en el ltero posterior con formacion de vellosidades uniformes en didmetro y altura,
y presencia de criptas con espermatozoides en la luz. En previtelogénesis el epitelio de la
mucosa es columnar con tres tipos de células: dos tipos de células histoquimicamente
diferenciables, secretoras Tipo | P.A.S. positivo, y caliciformes Tipo Il azul de Alcian po-
sitivo, a pH 2,4, y células ciliadas. Las células presentan las uniones tipicas de epitelios
en la regién yuxtaluminal -zona occludens y adherens- y desmosomas en las membranas
laterales (Bahamon, 2000). Las células caliciformes comparten caracteristicas de ultra-
estructura con las células de este mismo tipo en el epitelio de la mucosa del magnum
distal de Aves, con granulos de electrodensidad moderada, membranas laterales on-
duladas, y RER, distribuido en la teca (region periférica de la célula) y en la regién basal;
la sintesis y secrecién de mucosubstancias en este segmento facilita la salida del huevo
ya formado (Wyburn et al,, 1970). En vitelogénesis la altura de las células es ligeramente
mayor que en previtelogénesis (Bahamén, 2000). Los cambios mas notables en esta



Acta Bioldgica Colombiana, Vol. 7 No. 1, 2002 15

regién se evidencian durante la gravidez: hay un predominio de células ciliadas, y se
observan algunas células caliciformes. En este estado los granulos de secrecién de las
células caliciformes globosas son mas abundantes y tienden a fusionarse entre si con
material finamente granular generando una masa voluminosa; el pequefio nicleo se
desplaza hacia la regién basal, por debajo de los granulos de secrecién (Bahamén,
2000). En algunas hembras se encontraron abundantes eosindfilos en el tejido
conjuntivo de la vagina y en algunos casos se observaron en posicién intraepitelial (Cal-
derdn, 1998). La presencia en hembras previtelogénicas de C. c. fuscus de estructuras
en el extremo anterior de la vagina revestidas con células epiteliales -no ciliadas ni
secretoras- con esperma en su interior podrian corresponder a reservorios temporales
de espermatozoides (Calderén, 1998; Bahamén, 2000) equivalentes a receptaculos de
esperma de otros Reptilia (Fox, 1963; Cuellar, 1966; Hoffman y Wimsatt, 1972; Gist
y Jones, 1987; Adams y Cooper, 1988; Blackburn, 1998; Gist et al., 2001; Sever y
Hamlett, 2002) y a las criptas de los pliegues de la mucosa infundibular y glandulas
de la zona utero-vaginal de Aves (Claver y Lawzewitzch, 1982; Holn y Riddrestrale,
2002; Baskt y Vinyard, 2002). El hallazgo de receptaculos seminales en Caiman crocodilus
fuscus parece ser la primera evidencia en Crocodylia, si bien Davenport (1995) basado
en el encuentro de huevos fértiles de hembras aisladas de machos por largos periodos
de tiempo, sugirié el almacenamiento de esperma en Paleosuchus palpebrosus, aunque
estos no fueron hallados por Ferguson (1985) en Alligator mississippiensis ni en Crocodylus
niloticus. Sin embargo, ademds de nuestra observacién en C. c. fuscus, su existencia no
parece improbable, teniendo en cuenta que es un cardcter comun y convergente en
los Amniota (Sever y Hamlett, 2002).

Los resultados obtenidos en el estudio realizado en oviductos en diferentes estados de
actividad reproductiva de Caiman crocodilus fuscus muestran una similitud de la anatomia
e histologia con Archosauria (Alligator mississippiensis, Crocodylus intermedius y Aves) en par-
ticular con la regionalizacién morfofisiolégica del oviducto como una via especializada
de ensamble de las diferentes cubiertas del huevo. No obstante, es evidente que aun
permanecen muchos interrogantes en relacién con la identificacién de los tipos especi-
ficos de macromoléculas sintetizadas y secretadas en cada region, y si bien la histoqui-
mica ha aportado un conocimiento bdsico importante a este respecto, es necesario
avanzar en la investigacién empleando otros métodos que permitan dilucidar aspectos
funcionales que no son claros para esta especie y en general para Crocodylia.
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