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Resumen
La biologia reproductiva en mamiferos ha sido objeto de numerosos estudios a lo largo de
tiempo. El grupo mejor estudiado en esta area es el modelo murino del cual se obtuvo la
mayor cantidad de informacidn existente hasta la fecha. Sin embrago, el estudio en
especies silvestres es de gran importancia para la recopilaciéon de informaciéon que los

modelos domésticos no aportan.

El orden Chiropteras es el mas diverso en cuanto a nimero de especies luego del orden
Rodentia, siendo un orden cosmopolita, y con caracteristicas reproductivas muy variables
dependiendo de la especie. Por lo tanto, este es un orden objeto de numerosos estudios a
lo largo de todo el mundo, desde aspectos morfoldgicos hasta comportamentales.
Estudios realizados en hembras sobre la anatomia uterina y ovarica han demostrado que
existe gran variedad de morfologias uterinas, asi como también existen especies con
dominancia funcional de un ovario. Los estudios realizados en machos muestran que en la
mayoria de las especies el dimorfismo sexual se limita los érganos genitales y a una
pequeiia diferencia en el tamano corporal, sin embargo, en algunas especies se puede
observar la presencia de glandulas tegumentarias que se encuentran Unicamente en
machos. Estas glandulas estarian relacionadas no solo al comportamiento de marcaje

territorial, sino también al cortejo y marcaje de hembras.

Por otra parte, el estudio del desarrollo embrionario en el orden Chiroptera es un area
poco estudiada y restringida a la estadificacién del desarrollo por caracteristicas
morfoldgicas externas. En cuanto a la morfogénesis interna, especificamente de las

gonadas la informacidn actual se reduce a un par de especies.

Eumops patagonicus es una especie Sudamericana perteneciente a la Familia Molossidae,
es una especie insectivora que habita en zonas urbanizadas de la cual se posee muy poca
informacién en general principalmente relacionada a su biologia reproductiva, siendo esta
una especie abundante en la regidon nordeste de Argentina. Por ello el objetivo de esta

tesis es “Estudiar los pardmetros reproductivos de Eumops patagonicus a nivel anatémico,
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histoldgico, histoquimico e inmunohistoquimico, a fin de describir el desarrollo gonadal, y

I”

caracterizar el ciclo reproductivo normal”. Ademas “Describir la glandula gular presente en
Machos de Eumops patagonicus a nivel anatémico y quimico y evaluar su actividad en

épocas reproductivas y no reproductivas”.

Para cumplir con los objetivos planteados se capturaros ejemplares de E. patagonicus en
el campus universitario de la FaCENA de la UNNE, durante un periodo de dos afos. Se
diseccionaron los 6érganos necesarios para el estudio. En las hembras se extrajeron el
utero, los ovarios y se obtuvieron embriones en diferentes estadios de gestacion. En
cuanto a los machos se procedid a la extraccion de la glandula gular. Estos drganos fueron
procesados siguiendo el protocolo de técnica histolégica convencional para coloracién de
rutina. Adicionalmente, se realizaron detecciones histoquimicas como PAS, tincion
argéntica y tricrdmica en los ovarios, tincion de PAS en embriones y en machos se
realizaron tinciones para deteccién de lipidos como QOil red y Rojo Nilo en secciones
realizadas con criostato. Paralelamente, se realizaron detecciones inmunohistoquimicas
en los diferentes tejidos, en embriones se inmunodetectaron las CGP mediante la
deteccion de OCT4 y se evaluaron las proteinas pro y anti apoptdticas como responsables
de la remodelacién del tejido ovarico. Asimismo, en secciones de ovario y Utero se evalud
ademas de la actividad apoptodtica en el tejido por método directo e indirecto, la actividad
proliferativa a través de la inmunomarcacion de PCNA. La expresion de la hormona FSH
fue evaluada también en ambos ovarios por inmunohistoquimica. Ademas, en las hembras
adultas se realizé la deteccion de la proteina OVGP-1 para la identificacidon de reservorios
espermaticos en el oviducto. En cuanto a la glandula de los machos se realizd la
inmunomarcacion de la proteina S-100 para la deteccidon de mecanoreceptores. Todas las
muestras fueron fotografiadas y analizadas con el software LASZ LEICA. Ademas, las
muestras obtenidas de la glandula gular se sometieron a identificacién de la composicion

lipidica de su secrecion por cromatografia Gs/Ms.

Como resultado se observd que en cuanto al desarrollo gonadal en embriones se
identificaron los estadios de desarrollo embrionario en los cuales se distinguen Ia

formacién de la cresta gonadal con la localizacién de las CGP por inmunomarcacién de
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OCT4 (E.13), el estadio de génada indiferenciada (E. 17). En los embriones hembras se
distinguio el ovario y el Utero bien definidos (E. 23) donde se observan cistos formados por
nidos de ovogonios. Mientras que en un estadio mds avanzado (E. 25) en el ovario se
pudieron distinguir en corteza y médula, hallandose las ovogonias rodeadas por las células
foliculares. Asimismo, se observan procesos de proliferacidn y apoptosis actuando sobre el
tejido. En los testiculos de los embriones machos se observaron los tubulos seminiferos
con células de Sertoli y espermatogonias (E. 21). Estos resultados concuerdan con lo
observado para las especies de murciélago estudiadas hasta el momento y aportan nueva

informacién acerca de la formacién de las génadas en este grupo.

En las hembras adultas de E. patagonicus se determiné la existencia de una marcada
asimetria morfoldgica dextral y funcional tanto en el ovario como en el oviducto.
Observandose que esta diferencia en el ovario se refleja ademas en la localizacién de la
hormona FSH en los mismos, asi como con la existencia de un mayor tamafio. Mientras
gue en el oviducto se observa la implantacion y gestacidon solamente en el cuerno uterino
derecho. Por otra parte, se describe el ciclo reproductivo de las hembras y se propone un
nuevo patréon para quirépteros Sudamericanos, en donde la ovulacién y fecundacion
ocurren durante el invierno. Ademads, se observd que esta es una especie que posee
caracteristicas compatibles con la presencia de una menstruacion verdadera, siendo esta
la primera especie de su género en ser reportada. Estos resultados nos muestran que E.
patagonicus al igual que otros representantes de la familia Molossidae poseen una
asimetria dextral marcada, pero a diferencia de otras molossidos, sus ovarios no poseen
gran presencia de tejido intersticial glandular. También se diferencia de otras especies ya

gue su ciclo reproductivo concuerda con los modelos descriptos hasta el momento.

La glandula gular en los machos se caracteriza como una glandula exocrina sebacea
sacular, con un mecanismo de secrecion holocrina. Esta contiene ademas presencia de
mecanorreceptores identificados por la inmunomarcacidon positiva de s-100, los cuales
ante estimulos externos provocan la expulsion del contenido glandular. E. patagonicus a
diferencia de otros moldsidos descriptos, posee una glandula gular netamente sebdcea,

donde se establecid su importancia en la época reproductiva, siendo un caracter de
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dimorfismo sexual y utilizado por los machos como herramienta de delimitacién territorial

y marcaje de hembras.

La presente tesis aporta informacidon innovadora sobre la biologia reproductiva de E.
patagonicus, revelando a esta especie abundante en la regiéon, como un buen modelo
animal para investigaciones en el drea de biologia reproductiva dadas sus particulares

caracteristicas.
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Abstract

Reproductive biology in mammals has been the subject of numerous studies over time.
The best-studied group in this area is the murine model from which the largest amount of
existing information was obtained. However, the study of wild species is useful to obtain

the information that domestic models do not provide.

The Chiropteras order is the most diverse in terms of the number of species after the
Rodentia order, being a cosmopolitan order with highly variable reproductive
characteristics, depending on the species. Therefore, this order has been the focus of
numerous studies from morphological to behavioral aspects worldwide. Studies carried
out in females, in terms of uterine and ovarian anatomy, have shown a great variety of
uterine morphologies, and there are species with functional dominance of one ovary.
Studies carried out in males show that in most species, sexual dimorphism was limited to
the genital organs and differences in body size. However, the presence of integumentary
glands could be observed only in males of certain species. These glands would be related
not only to territorial marking behavior but also to courtship and marking of females. On
the other hand, the study of embryonic development in the order Chiroptera is less
studied and restricted to the developmental staging by external morphological
characteristics. Regarding gonadal morphogenesis, the current information is reduced to a

couple of species.
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Eumops patagonicus is a South American species belonging to the Molossidae Family, it is
an insectivorous species that inhabits urbanized areas. It is commonly found in the
northeast region of Argentina.. However, there is limited information on this specie,

mainly related to its reproductive biology.

Therefore, the objective of this thesis is "To study the reproductive parameters of Eumops
patagonicus at the anatomical, histological, histochemical, and immunohistochemical
levels to describe gonadal development and characterize the normal reproductive cycle."
In addition, an additional aim is to "Describe the gular gland present in Males of Eumops
patagonicus at an anatomical and chemical level and evaluate its activity in reproductive

and non-reproductive times".

To achieve the stated objectives, we captured specimens of E. patagonicus on the FaCENA
university campus UNNE, for two years. The organs necessary for the study were
dissected. In females, the uterus and ovary were removed, and embryos were obtained in
different stages of gestation. The gular glands were excised from males. These organs
were processed following the conventional histological technique protocols for routine
staining. In addition, histochemical detections such as PAS, argentic and trichromic
staining were performed in samples from ovaries, PAS staining in embryos, and lipid
detection staining such as Oil red and Nile Red in sections made with a cryostat was

performed in gular glands from males.

On the other hand, immunohistochemical detections were carried out in the different
tissues. PGCs were immunodetected with OCT4 in embryos. Pro and anti-apoptotic
proteins were evaluated as responsible for ovarian tissue remodelling. Likewise, in
sections of the ovary and uterus, in addition to the apoptotic activity in the tissue by direct
and indirect methods, the proliferative activity was evaluated through PCNA
immunolabeling. In addition, the FSH hormone expression was studied in both adult
ovaries by immunodetection. In addition, the detection of the OVGP-1 protein was

performed in adult females to identify sperm reservoirs in the oviduct.

13
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Regarding the gland of the males, immunolabeling of the S-100 protein was performed to
detect mechanoreceptors. All samples were photographed and analyzed with Laz EZ
software. In addition, the samples obtained from the gular glands were subjected to

lipidomic analysis of their secretion by Gs/Ms chromatography.

Experimental data related to gonadal development in embryos, let us identify the
following stages: the formation of the gonadal crest through the location of the PGCs that
could be distinguished by OCT4 immunomarking (E.13), the stage undifferentiated
gonadal stage (E. 17). In the female embryos, the well-defined ovary and uterus were
distinguished (E. 23) where the cysts formed by nests of oogonia were noticed. Moreover,
in @ more advanced stage (E. 25), the ovaries have already differentiated into cortex and
medulla while the oogonia were surrounded by their follicular cells. Likewise, the

coexisting processes of proliferation and apoptosis in ovaries were observed.

In male embryos, the testicle conformed by seminiferous tubules, Sertoli cells and,
spermatogonia were observed (E. 21). These results agree with those that have been
previously communicated for this bat species and provide new information about the

gonadal development.

In the ovary and the oviduct of E. patagonicus adult females, a marked dextral

morphological and functional asymmetry was noticed.

This study demonstrates that the differences include the location of the FSH hormone and
the seizures between them. While in the oviduct, implantation and gestation were only

observed in the right uterine horn.

On the other hand, the reproductive cycle of females of these South American bats is
proposed, revealing a new pattern where ovulation and fertilization occur during winter.
In addition, this work describes for the first time, at least in our knowledge, female
characteristics compatible with true menstruation in this specie. These results show us
that E. patagonicus, like other representatives of the Molossidae family, have marked

dextral asymmetry, but unlike other Molossians, their ovaries do not have a large

14
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presence of interstitial glandular tissue. It also differs from other species since its

reproductive cycle not consistent with the models described.

The gular gland in males is characterized by a saccular exocrine sebaceous gland with a
holocrine secretion mechanism. It also contains the presence of mechanoreceptors
identified by the positive immunolabeling of S-100, which, when faced with external
stimuli, cause the expulsion of the glandular contents. E. patagonicus, unlike other
described Molossians, has a sebaceous gular gland, where its importance in the
reproductive season was established, being a sexually dimorphic character and used by

males as a tool for territorial delimiting and marking females.

This thesis provides innovative information on the reproductive biology of E. patagonicus,
revealing this abundant species in the region as a good animal model for research in the

area of reproductive biology given its particular characteristics.
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Introduccion:

1.2 Desarrollo embrionario: gonadogénesis

El desarrollo de un embridn es el resultado coordinado de la morfogénesis, crecimiento,
proliferaciéon, diferenciacion y muerte celular (Hogan, 1999). La morfogénesis abarca
todos los procesos mediante los cuales una sola célula, el évulo fertilizado o cigoto, da
lugar primero a un embridn y luego a un feto que al nacer tiene la capacidad de adaptarse
a la vida postnatal (Morten Vejlsted, 2010). Asimismo, involucra numerosos procesos de
organizacién tisular tales como la interaccién entre las tasas de proliferacion celular,
migracion de diferentes poblaciones celulares, diferenciacion de formas celulares
mesenquimatosas a células epiteliales, cambios en la densidad celular dentro de un tejido
y muerte celular fisioldgica o apoptosis (Moriss-kay y Sokolova, 1996). Por ello Ia
existencia de un equilibrio entre estos procesos de muerte y proliferacion celulares es un
requerimiento fundamental para la homeostasis y el desarrollo de un organismo (Matson

y Cook, 2017).

1.2.1 Gonadogénesis en mamiferos

En todos los vertebrados, los ovarios y los testiculos se desarrollan a partir de una génada
embrionaria, la cual es inicialmente bipotente (o indiferenciada segun la literatura mas
antigua). En algin momento durante su desarrollo, este primordio bipotente, define su
destino como testiculo u ovario, denominandose este evento de diferenciacion:
“determinacion primaria del sexo”. Una vez que ocurre la determinacién primaria del
sexo, la produccién de hormonas por parte del testiculo o el ovario influye en la

diferenciacidn de las caracteristicas sexuales secundarias masculinas y femeninas,
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incluidos los conductos sexuales internos, los genitales externos y otras caracteristicas
sexualmente dimdrficas, como la pigmentacién y el tamafo corporal (DeFalco y Capel,

2009), considerandose a esta etapa como: “determinacion secundaria del sexo”.

Dentro de los mamiferos, la determinacion del sexo y la morfogénesis gonadal ha sido
extensivamente estudiada en el raton (Mus musculus). El primordio gonadal comienza
como una protuberancia en la cara celémica del epitelio que recubre al mesonefros, a los
10 dias post coito (dpc). Este epitelio sufre sucesivas divisiones que van a dar lugar a la
mayoria de las células somaticas de la génada, en este estadio comienzan a ingresar al
primordio las células germinales primordiales (Karl & Capel 1998, Schmahl et al. 2000). Al
comienzo de su formacién, el primordio gonadal bipotente es morfolégicamente
indistinguible entre un individuo genéticamente macho (XY) o hembra (XX). Este primordio
comienza a diferencianse cuando un subgrupo de células somaticas, de la gonada XY,
expresan el gen SRY (region determinante del sexo del brazo corto del cromosoma Y) y se
convierten en células de Sertoli. SRY codifica un factor de transcripcién del grupo de alta
movilidad (HGM) que activa la transcripcién del gen Sox9 ((Sekido et al. 2004, Sekido y
Lovell-Badge, 2008). Sox 9 codifica otro factor de transcripcién HGM que es necesario para

el desarrollo masculino (Chaboissier et al. 2004, Vidal et al. 2001).
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13.5dpc

Medulla

© Germ cell @ Leydigcell
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() Sertoli cell @ Follicle

Figura 1: Diferenciacidon gonadal a partir de una génada bipotente a los 11,5 dias post coito

(dpc) a los 13 dpc y al momento del nacimiento en el ratdn. Modificado de DeFalco (2009).

1.2.1.1 Diferenciacion del testiculo:

Durante la formacion del testiculo, en el embrién de ratén, en individuos genéticamente
machos (XY), la génada bipotente se forma a partir del epitelio celémico que rodea el
mesonefro y comienza a dividirse por oleadas. Durante la primera oleada, las células se
dividen y forman las células de Sertoli, y durante la segunda ola, se originan las células
intersticiales (Karl y Capel 1998, Schmahl et al. 2000). Posteriormente, estas células de
Sertoli junto con las células germinales primordiales se agrupan, lejos de las células
intersticiales, y forman los cordones testiculares sélidos, rodeados por su lamina basal. En
estos cordones testiculares, las células germinales primordiales (CGPs) ingresan en un
arresto mitético hasta al momento del nacimiento. Los cordones sufren remodelaciones
durante su vida fetal y es posible observar un conducto poco después del nacimiento, para

formar los tubulos seminiferos. Al mismo tiempo que se forman los cordones, células
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mioides del intersticio se diferencian y los rodean para formar parte de los tubulos

seminiferos.

Una vez formado los cordones testiculares, un grupo de células intersticiales comienza a
diferenciarse en células de Leydig que se definen por su morfologia y por la produccién de
enzimas como 3B HSD y el citocromo p450, componentes necesarios para la posterior
escision de la cadena lateral de colesterol. Agrupamientos de células de Leidig localizadas
cerca de los vasos sanguineos también producen hormonas necesarias para la

masculinizacion del embrién (Yasuda et al., 1985).

1.2.1.2 Diferenciacion del ovario

En ratones genéticamente hembras (XX) no se observa diferenciacion morfolégica de la
génada, cuando en los machos ya se evidencia morfogénesis. Las CGPs, permanecen
dispersas homogéneamente por toda la génada (Fig. 3), hasta que entran en meiosis por
la influencia de acido retinoico (RA) (Bowles et al. 2006). En el ovario en formacion se
observan pocos cambios hasta poco antes del nacimiento, donde se evidencia la apoptosis
de gran numero de células germinales en la médula del ovario, mientras que en la regidn
cortical estas proliferan (Yao et al., 2004). Segun DeFalco (2009), se ha observado que la
foliculogénesis comienza en etapas perinatales. Cada una de las células germinales
sobrevivientes estd encerrada por varias células foliculares somaticas para formar un
foliculo primordial. En esta etapa, la vascularizacion, el tejido conectivo y otras células
somaticas no caracterizadas se concentran en la zona medular. Los experimentos en
mamiferos sugieren que las células del foliculo (granulosa) se derivan del mismo linaje que

las células de Sertoli (Albrecht y Eicher, 2001; Couse et al., 1999; Ito et al., 2006).

Asi como en el modelo murino, en otros mamiferos también se ha observado que la
gonada bipotente estd compuesta por distintas poblaciones celulares: las células
germinales primordiales (CGPs) de las cuales se originan las gametas y las células
somaticas. Esta linea somatica posee una doble potencialidad: ser las células de soporte

de la linea germinal, son las que derivan en las células de la granulosa y por otra parte la
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linea que origina las células esteroidogénicas que originan las células de la teca de los

foliculos (Bowles et al. 2010).

A diferencia de lo observado en ratones, en otros mamiferos, las CGPs colonizan la cresta
gonadal, lo que induce la proliferacidon de las células epiteliales celémicas rodeando a las
células germinales conformando asi los cordones sexuales primitivos en ambos sexos

(Stévant y Nef, 2019).

Durante la determinacion ovdrica, los cordones sexuales primitivos se segmentan en
grupos en los que se encuentran las células germinales primordiales. Estos cordones
sexuales primitivos estdn conectados a los tubos mesonéfricos por una red de cordones
celulares que constituyen la red-ovarica. El epitelio superficial de la gédnada femenina
sigue proliferando, desarrollando una segunda generacién de cordones, los cordones
sexuales corticales, que penetran en la mesénquima subyacente. El proceso de formacién
del ovario es mucho mas largo que el de los testiculos. Los gonocitos se convierten en
ovogonias y las células de los cordones sexuales se organizan alrededor de las células
germinales, lo que resulta en la formacién de foliculos primordiales (Monniaux et al.

2014).

En humanos, los foliculos se forman cuando el ovocito se encuentra detenido en profase |
(diplonema) de la meiosis. Este proceso comienza cuando las CGPs colonizan la génada y
se dividen para formar grupos llamados cistos, estos cistos se organizan en cordones
ovigeros conectados por puentes citoplasmaticos; rodeados por células somaticas. La
formacién de los foliculos primordiales se da por la fragmentacion de los cordones
ovigeros. Estos foliculos primordiales consisten en un ovocito rodeado por una capa de

células planas que daran origen a las células de la granulosa (Lamothe et al. 2020).

1.2.1.3 Factores que determinan la formacion del

ovario

En los mamiferos, la formacién de los testiculos y ovarios dependen de un conjunto de

sefiales hormonales y celulares que interactian en un orden especifico. Existen varios
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genes que juegan un papel crucial en la formacién de las crestas genitales, en particular,
WNT1 (tumor de Wilm gen 1) y SF1 (factor esteroidogénico 1). Las proteinas codificadas
por estos genes estdn involucradas en la proliferacion, diferenciacidn y supervivencia de
las células somaticas en la gonada (Lamothe et al. 2020). Se ha observado que en ratones
la ausencia de WNT1 causa la ausencia de formacion de rifiones y génadas (Kreidberg et
al., 1993), mientras que en humanos su ausencia provoca varios sindromes como el
desarrollo parcial o impar del sistema urogenital. Por otra parte, la proteina SF1 es un
factor de transcripcién implicado en el desarrollo y proliferacion de las células soporte de
la gonada bipotente, estando involucrado en el desarrollo de los testiculos y el

mantenimiento del pool ovarico (Lamothe el al., 2020).

En cuento al correcto desarrollo de los testiculos, es muy importantes la presencia del gen
SRY localizado en el brazo corto del cromosoma Y. Las proteinas codificadas por SRY son
factores de transcripcion que modulan la expresiéon de genes esenciales de la
diferenciacidn testicular, incluyendo SrY-box que contiene al gen9 (SOX9) (Palmer et al.,
1989 y Sinclair et al. 1990). Ademas, se ha observado que el desarrollo del ovario ocurre
por defecto en ausencia de los genes SRY y/o SOX 9 (Morel et al., 2014) (Fig.4). Mientras
gue los principales efectores en el desarrollo de una génada femenina se consideran a la
via de WNT4/B-catenina modulado por R-Spondin-1 (RSPO1) y el Forkead box L2 (FOXL2)
(Chassot et al., 2008).

El gen WNT4 se expresa en la génada indiferenciada, su expresidon decrece en la génada
masculina al diferenciarse y persiste en el ovario en diferenciacién (Jaaskeldinen et al,
2010). Asimismo, a nivel molecular WNT4 inhibe la expresion de SOX 9 en el ratén.
(Bernard et al., 2008). El gen RESP1 es responsable de la activacion de la via de WNT4/B-
catenina y forma parte de la familia de factores de crecimiento. El tercer gen conocido
implicado en la formaciéon del ovario es el FOXL2 que codifica un factor de transcripciéon
gue se expresa al comienzo de la formacién del ovario e inhibe la expresiéon de SOX 9

(Pannetier et al., 2010).
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Figura 2: Factores involucrados en el desarrollo del ovario. Modificado de Morel et al. (2014).

1.2.1.4 Células germinales primordiales

Las células germinales primordiales (CGPs), precursores de los gametos, al llegar a las
gonadas, contindan proliferando activamente. En el ovario, luego de la fase de
proliferacion, las células germinales cesan la multiplicacién mitética para entrar en la
meiosis, y mas precisamente en la profase | de la meiosis. La meiosis en la especie
humana se detiene antes del nacimiento. La profase | se divide en cinco etapas
(leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno, diacinesis) caracterizadas por cambios en los
cromosomas. Las primeras cuatro etapas tienen lugar durante la vida fetal, luego las
células germinales se bloquean en la etapa de diploteno. El ultimo paso (diacinesis) se
reanuda en la pubertad. La meiosis finalmente se completa cuando el dvulo se fertiliza.

Después de entrar en meiosis, las ovogonias se denominan ovocitos I.

La expresion de un conjunto de genes que controla a las células germinales involucra tres
pasos principales: la especificacién de las CGPs, la migracién y la diferenciacién de las

CGPs (Soto-Suazo y Zorn, 2005). En el desarrollo de embriones de rata, se ha observado
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que las CGPs son identificadas tempranamente en el epiblasto para posteriormente
migrar desde el mesodermo lateral a través del mesenterio posterior hacia la cresta
urogenital y la colonizan entre el estadio 12 y 13 del desarrollo. Luego de proliferar en la
génada, pierden su capacidad de migrar y comienzan la colonizacion (Wilhelm et al,
2007). Estudios recientes han demostrado el aumento de ciertos factores (STAT3) en las
CGPs durante su fase migratoria lo que sugiere el cambio en su naturaleza, de epitelial a
mesenquimatosa, y que estaria coordinando el traslado de estas células hasta colonizar las
génadas pudiéndoselos utilizar como marcacion para su identificaciéon (Aeshra et al.,

2020.).

Otro factor (regulador de transcripcion) utilizado en la identificacion de células
pluripotentes o CGPs es OCT4 (Goto et al., 1999; Hansis et al., 2000) ya que es requerido
para el mantenimiento de la pluripotencialidad en células madre embrionarias (stem cell)
(Nichols et al., 1998). Sin embargo, segun lo reportado por Pesce (1998) en ratones se ha
observado la expresién de OCT4 en células luego de la profase | (meidtica). Por otra parte
en estudios mads recientes, OCT4 también se ha descripto en células germinales y
tumorales pluripotentes de carcinomas embrionarios y seminomas (Looijenga et al.,
2003). Asimismo, estos autores previamente mencionados han comunicado expresién de
OCT4 (POU class 5 homeobox gen 1, también conocido como POU5F1) en CGPs de
testiculos humanos en estadios tempranos del desarrollo. Asi también, a diferencia de lo
reportado para el sexo masculino, en ovarios la expresiéon de OCT4 en células germinales
involucradas en la foliculogénesis en ovarios fue indetectable y sélo ocasionalmente fue
observable en ovocitos tempranos Stoop et al.,, (2005). Por estas razones, OCT4 es un

buen marcador para la identificacion de células germinales con capacidad pluripotente.

1.3 Ciclo ovarico y uterino

Los mamiferos euterios se caracterizan por llevar a cabo la gestacién del embrién dentro
del tracto reproductor de la hembra (en el Utero). Este es posible gracias a una
coordinacidon compleja de eventos, que ocurren de forma ciclica, tanto en el ovario como

en el utero de los mamiferos (Arthur, 1991; Reece et al., 2017). Los cambios que ocurren
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en el ovario se conocen como ciclo ovarico, y este varia en los diferentes grupos de
mamiferos. En los humanos se denomina ciclo menstrual ya que ocurre a lo largo del mes
(Owen, 1975), mientras que en resto de los mamiferos se conoce como ciclo estral, que
puede dividirse en dos fases basado en la estructura ovdrica y las hormonas que este
produce. Durante la fase folicular ocurre el crecimiento de los foliculos en el ovario y un
marcado aumento de estrégenos. Cuando se alcanza el umbral de estrégenos, el
hipotdlamo libera el factor liberador de gonadotropinas (GnRh). La GnRh estimula la
liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) por parte de la
hipofisis (Figura 3) (Santos et al., 2012), cuyo pico induce a la ovulacion. La fase lutea
ocurre cuando se produce la ruptura del foliculo y la formacién del cuerpo luteo el cual

secreta progesterona (Figura 6) (Mahoney et al., 2011; Reece et al.,2017).

Mientras que en el ovario ocurren cambios ciclicos coordinados por las hormonas, en el
Utero también se observan cambios histolégicos de anabolismo y catabolismo. Durante el
proestro y el estro que forman parte de la fase folicular en el ovario, el Utero se encuentra
en su fase proliferativa. Mientras que durante la fase de metaestro y diestro o fase

luteinica el Utero se encuentra en fase secretora (Smith, 1970).
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Figura 3: Eje Hipotalamo- Hipofisario - Gonadal durante el ciclo estral de la vaca. Modificado de
Mongelli et al.,(2021).
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Figura 4: Ciclo ovarico: Fase folicular y fase IUtea en bovinos. Modificado de Mongelli et al., (2021).

A lo largo del ciclo reproductivo, los foliculos ovaricos estan presentes en todas las etapas
de desarrollo y generalmente se pueden clasificar en tres etapas, quiescente, en
desarrollo y atrésicos. Una gran poblacion de foliculos primordiales permanece en estado
de reposo o estado estacionario, donde cada foliculo contiene un ovocito detenido en la
primera profase meidtica, etapa que dependiendo de la especie puede durar semanas,

meses o incluso anos (Peters y McNatty, 1980).
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Figura 5: Diferentes estadios de maduracidn de los foliculos ovaricos. Extraido de Ross et al., 2016.

El crecimiento de los foliculos se inicia antes del nacimiento en el ratén, con la formacion
del foliculo primordial (Da Silva-Buttkus et al., 2008). El ovocito se encuentra rodeado por
una capa simple de células foliculares planas y limitada por su ldmina basal (Fig. 5) (Ross et
al., 2016). El inicio del crecimiento folicular esta asociado con el crecimiento del ovocito, la
divisién de las células de la granulosa y la dramatica transformaciéon de las células de la
granulosa de planas a cubicas (Picton, 2001). En el foliculo primario el ovocito, rodeado
por células foliculares cubicas, comienza a secretar proteinas que forman la zona o
membrana pellcida. Las células de la granulosa comienzan a proliferar por divisiones
mitdticas dando origen a un epitelio estratificado, configurando asi un foliculo primario
avanzado. A su vez las células del estroma circundante al foliculo comienzan a proliferar
formando una vaina de tejido conjuntivo denominada teca folicular. Se diferencia una teca
interna de células cubicas secretoras de hormonas esteroideas y una teca externa
compuesta por tejido conectivo con células musculares y haces de colageno. Este foliculo
continia madurando hasta que comienzan a aparecer cavidades (lagunas) entre las células
de la granulosa, que finalmente coalecen formando un espacio ocupado por el liquido

folicular denominado antro folicular. Este foliculo se denomina foliculo secundario o
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foliculo antral en donde el ovocito comienza a ubicarse excéntrico adquiriendo su mayor
tamafio (Fig. 7). El foliculo continlda creciendo por aumento del antro folicular. El ovocito
queda rodeado por una capa de células foliculares llamada cumulo odforo conectado al
resto de las células foliculares. Una vez que adquiere su mayor tamaiio, el foliculo se
denomina foliculo de Graaf o foliculo maduro. Luego de la ovulacion, las células de la
granulosa remanentes y las células de la teca atraviesan un proceso de luteinizacion

dando lugar a la formacién del cuerpo ltteo (Ross et al., 2016).

Actualmente existen muchos estudios enfocados en la descripcion de la foliculogénesis, la
estadificacién de los foliculos como asi también en ciclo ovdrico de especies domésticas
como en el gato (Bristol-Gould et al. 2006), en vacas y bufalas (Braw-Tal et al., 1997;
Rodgers et al., 2010; Feranil et al., 2005); y en modelos animales como las ratas y ratones
(Parkes, 1926; Guraya; Gilbert, 1924; Pedersen y Peters, 1968). Por otra parte, nuevos
estudios en especies silvestres como en armadillo (Chaetophractus villosus), el coypo
(Myocastor coypus) o la vizcacha (Lagostomus maximus) revelan una gran variedad de
estrategias y mecanismos reproductivos (Coddn et al., 2001; Felipe et al., 1999; Dorfman
et al., 2016). Por ejemplo, estudios desarrollados en roedores no convencionales como
como los conejillos de Indias y los hdmsteres, que comparten con los humanos algunas
caracteristicas endocrinas y reproductivas, han contribuido a una mejor comprensién de la
fisiologia y de las enfermedades humanas (Mitchell et al., 2009; Keightley., 1996). Un
mejor conocimiento sobre la variedad de mecanismos que regulan la reproduccion
podrian conducir a mejorar el diagndstico precoz, el tratamiento, o el desarrollo de nuevas
estrategias para mejorar la fertilidad y garantizar una reproduccién exitosa en diferentes

especies de interés (Dorfman et al., 2016).

1.4. Dimorfismo sexual en mamiferos

Las diferencias de género en los mamiferos no se limitan a las vias genitales y los érganos
sexuales secundarios, sino que afectan a muchas estructuras y funciones, si no a todas,
aunqgue no estén directamente relacionadas con la reproduccidn. Las diferencias sexuales

se reflejan en las tasas de crecimiento y maduracion, el metabolismo, la actividad
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endocrina, la formaciéon de la sangre, las respuestas inmunitarias, la sensibilidad a las
drogas, los patrones de enfermedad, la esperanza de vida, el comportamiento y la
psicologia (Glucksmann, 1974). Otras areas de divergencia incluyen el tamafo del cuerpo,
la lucha o las caracteristicas de exhibicién y el comportamiento de apareamiento. El
embridén indiferenciado esta sujeto a la determinacion del sexo fenotipico, descrito como
el desarrollo hacia una de las dos principales vias que lo llevan a la determinaciéon de lo
gue se conoce como dimorfismo sexual. Luego se produce la diferenciacién sexual, por lo
que los factores producidos por los precursores gonadales determinan el sexo fenotipico

(Biason-Lauber, 2010).

Las caracteristicas sexuales secundarias fueron descritas por Darwin (1871) como
caracteristicas exageradas que facilitan la seleccién de la pareja, a pesar de que estas
caracteristicas podrian tener poco o ningun beneficio aparente en la supervivencia. Asi,
estas caracteristicas sexuales secundarias pueden considerarse caracteristicas fisicas o de
comportamiento transmitidas genéticamente que aparecen en animales sexualmente
maduros y que pueden utilizarse para diferenciar entre sexos (McPherson y Chenoweth,
2012). Asimismo, en mamiferos pequefios como roedores y murciélagos, se observan
pequefios dimorfismos sexuales como el tamafio corporal entre machos y hembras, asi
como también la presencia de glandulas tegumentarias con composicion particular de

secreciones segun el sexo (Blaustein, 1981; Fernandez-Vargas et al., 2008).

1.4.1 Glandulas tegumentarias en mamiferos

como caracter de dimorfismo sexual

Una caracteristica distintiva de los mamiferos es la presencia de glandulas en la piel, estas
juegan un papel importante en la comunicacidn interespecifica e intraespecifica, en la
transmision de mensajes relacionados con el sexo y la reproduccidon (Eisenberg and
Kleiman, 1972; Blaustein, 1981; Penn and Potts, 1998; Brennan and Kendrick, 2006). En
primer lugar, se aprecia dimorfismo sexual con respecto a la presencia, grado de

desarrollo y secrecion de glandulas cutaneas. Por ejemplo, en el conejo europeo, el
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mentdn, las glandulas anales e inguinales son mds grandes en los machos que en las

hembras de edad y peso corporal comparables (Mykytowycz, 1972).

Numerosos experimentos realizados con diferentes especies han demostrado claramente
que el desarrollo y la secrecidn de las glandulas de la piel permanecen bajo el control de
las hormonas sexuales esteroides, principalmente andrégenos. Asimismo, la variacién
estacional en la intensidad de la secrecidn de las glandulas de la piel es otra indicacion de
su conexién con la actividad sexual. Se ha demostrado que las glandulas anales e
inguinales de los conejos fluctian en tamafio, actividad secretora segln estudios con
técnicas histoldgicas y registros de la intensidad del olor con fluctuaciones dependientes
de la temporada de reproduccién (Mykytowycz, 1972). Todo esto lleva a senalar que el
modo de comunicacion principal de los mamiferos es el olfatorio, ya que se observa que
estas seflales quimicas modifican muchos comportamientos sociales de los mismos.
(Thiessen y Rice, 1976). Por otra parte, numerosos estudios demuestran que los olores
individualmente distintos se utilizan en muchos contextos sociales, incluida la marcacion
de territorios, la eleccion de pareja, el reconocimiento de miembros del grupo y el
reconocimiento de madre e hijo. Por lo que el estudio de glandulas tegumentarias en
mamiferos es de gran relevancia para entender no solo la interaccién con sus pares, sino

también su comportamiento reproductivo.

1.5 Orden Chiroptera

El orden Chiroptera se caracteriza ser el Unico grupo de mamiferos capaces de volar en
vuelo batido (Gonzdlez, 1989; Gardner, 2007) y ser uno de los grupos mas diversos en
cuanto a numeros de especies, con mas de 1400 especies (Montero y Autino, 2018;
Simmons y Cirranello, 2020) luego del orden Rodentia. Poseen una distribucion
cosmopolita exceptuando las regiones polares del planeta. Antiguamente este orden, el
cual ha tenido dificultades a la hora de organizar su filogenia, se subdividia en dos
subdrdenes: Megachiroptera y Microchiroptera (Gray, 1821; Miller, 1907 y Barquez y Diaz,
2009) donde solo los segundos se encuentran representado en América. Actualmente

estudios moleculares han demostrado que el orden Chiroptera es monofilético y formado
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por dos subdrdenes, Yinpterochiroptera y Yangochiroptera (Amador et al., 2016; Lei y

Dong, 2016) (Fig. 6).

El suborden Yangochiroptera engloba a la mayor parte de los géneros existentes, los
cuales poseen una distribucién cosmopolita. Este suborden se caracteriza por tener
especies de pequefio a mediano tamafo y poseer cola con uropatagio, ademas de poseer
solamente, el dedo pulgar del miembro anterior con presencia de una garra (Montero y
Autino, 2018). Este suborden se conforma por 3 grandes clados: Emballonuroidea
(Emballonuridae, = Myzopodidae y  Nycteridae), Noctilionoidea (Furipteridae,
Mormoopidae, Mystacinidae, Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridae) vy
Vespertilionoidea (Cistugidae, Miniopteridae, Molossidae, Natalidae y Vespertilionidae).

(Barquez y Diaz, 2009; Diaz et al., 2011; Urquizo et al., 2017).

CHIROPTERA YINPTEROCHIROPTERA
Q Pteropodidae

Rhinopomatidae
\ Craseonycteridae
Megadermatidae

Rhinonycteridae
Hipposideridae
NOCTILIONOIDEA Rhinolophidae
" Mystacinidae
Furipteridae
Noctilionidae
Thyropteridae
Momoopidae
Phyllostomidae
EMBALLONUROIDEA Myzopodidae
Nycteridae
Emballonuridae
Natalidae
Molossidae
Miniopteridae
Cistugidae
Vespertilionidae

YANGOCHIROPTERA

VESPERTIOLIONOIDEA

Figura 6: Filogenia molecular de Chiroptera (Modificado por Montero y Autino 2018 de Amador et
al., 2016).
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Este orden posee como caracteristica sobresaliente de su anatomia la modificacién del
miembro anterior adaptado al vuelo, en el cual los elementos &éseos sufren gran
desarrollo, principalmente las falanges de los dedos Il al V (fig. 7). Estos elementos dseos
tienen como funcién ser el sostén de la expansidon tegumentaria que forma el ala. Los
pliegues de piel, denominados patagios, que forman el ala se extienden desde el hombro
hasta el primer digito (propatagio), entre los dedos (dactilopatagio) y desde estos hasta el
tobillo (plagiopatagio), asi como entre las piernas y la cola dependiendo de la especie

(uropatagio) (Cretekos et al., 2005).

Propatagio

Dactilopatagio

5° dedo
Plagiopatagio

Calcar Uropatagio

Figura 7: Anatomia general de Chiropteros. Nomenclatura de los distintos pliegues tegumentarios
que forman el ala (modificado de Diaz et al., 2011).

Con respecto a su alimentacion, el orden Chiroptera posee habitos alimentarios tan
variados como los existentes en el grupo de los mamiferos. Existen especies insectivoras,
piscivoras, nectarivoras, frugivoras y consumidoras de sangre. Esta gran diversidad de

habitos alimenticios también favorecid la gran distribucién de este orden dando como
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resultado la ocupacion de diferentes ambientes naturales como artificiales (Altringham, J.

D., 2011).

Por otra parte, la biologia reproductiva de los murciélagos ha sido objeto de numerosos
estudios en todo el mundo, desde aspectos morfoldgicos hasta comportamentales. Al
pertenecer al grupo de los mamiferos, las hembras se caracterizan por gestar a los
embriones en su Utero los cuales son nutridos a través de la placenta (Stephens, 1962;
Gopalakrishna et al., 1991; Rasweiler, 1990b, 1991). Se han estudiado numerosas especies
en donde se evidencié gran variedad de morfologias uterinas, asi como también de ciclos
reproductivos (Rasweiler IV y Badwaik, 2000). En cuanto a los machos se han observado
especies en las que presenta como caracter de dimorfismo sexual, estructuras
ornamentales que en algunas se asocian a estructuras glandulares (Brosset, 1966, y Mc
William, 1982). Asimismo, especies de mediano o pequefio porte no presentan rasgos
propios en los machos, exceptuando los genitales (Mufioz-Romo et al, 2021). En cuanto al
conocimiento sobre su morfogénesis y desarrollo embrionario los estudios se han
centrado en la descripcidén y caracterizacidon de los estadios del desarrollo embrionario
basandose en caracteres morfoldgicos externos para su clasificacidn. Estos estudios se han
realizado en unas pocas especies siendo uno de los primeros el realizado por Adams en

1992 para Miotis lucifigus.

1.5.1 Desarrollo embrionario en murciélagos

El estudio del desarrollo embrionario en murciélagos es un campo con escasos
conocimientos. Los estudios existentes se centran en la descripcion de la morfologia
externa, donde se establecen tablas con estadios de desarrollo embrionario. Una de las
mas completas es la realizada por Cretekos et al., (2005) para Carollia perspicillata, en
donde se detalla la morfologia externa de los diferentes estadios embrionarios hasta la
etapa fetal. Esta tabla emplea como referencia de base para la confeccion de los estadios
embrionarios, el sistema cldsico de Carnegie para el desarrollo humano (Streeter, 1942;
O'Rahilly y Miller, 1987). Existen algunas descripciones embrionarias anteriores a esta,

como la realizadas para Myotis lucifugus publicada por Adams (1992) la cual consta de 7
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estadios de desarrollo de acuerdo a la longitud del embrién. Actualmente existen varias
especies, pertenecientes a diferentes familias, que cuentan con su tabla de desarrollo:
Rousettus amplexicaudatus (Giannini et al., 2006) de la famila Pteropodidae; de la familia
Hipposideridae: Hipposideros armiger y H. prati (Wang et al., 2010). En la Familia
Vespertilionidae: Pipistrellus abramus (Tokita, 2006), Miniopterus natalensis con énfasis
en el desarrollo de extremidades comparado con el desarrollo de Mus musculus (Hockman
et al 2009), Myotis myotis (Paksuz et al., 2017), Vespertilio sinensis (Nojiji et al., 2021) y
Myotis albescens (Rodriguez et al., 2018), donde se comparan las estructuras
embrionarias con otras especies. En la familia Molossidae (Molossus rufus (Nolte et al.,
2009), se relacionan con la estructura y funcién en el adulto, asi como en Eumops
patagonicus (Rodriguez et al., 2018). Asi como algunos representantes de la familia
Phillostomidae: Artibeus lituratus y A. obscurus (Ventura et al. 2018) para los cuales se
proponen caracteristicas comunes a todas las especies al caracterizar cada estadio.
Mientras que para la familia Rhinolophidae: Rhinolophus ferrumequinum ademds se

afiade una descripcion histoldgica de la formacion de la hoja nasal (Usuy y Tokita, 2019).

1.5.1.1 Gonadogénesis en murciélagos

Como se ha descripto en el apartado 1.2.1 el estudio del desarrollo gonadal en mamiferos
se ha centrado en el modelo murino, del cual se obtiene la mayor cantidad de
informacidn. Por otra parte, a pesar de que el orden Chiroptera es uno de los mas diversos
en cuanto a numero de especies, los datos que se tiene acerca de esta temdtica en dicho
orden es casi nula. Actualmente se ha caracterizado la ovogénesis temprana en Carollia
perspicillata (Lechowska et al., 2012) donde se ha observado, en ovarios embrionarios, la
formacién de cistos de células germinales compuestos por 10 a 12 células germinales
(citocitos). Ademads, se pudo observar la existencia de puentes citoplasmaticos transitorios
entre los diferentes cistos lo cual es una caracteristica atipica. Posteriormente células
somaticas ingresan a los cistos y sus proyecciones citoplasmaticas rodean y separan a los
ovocitos. Asi se forman los foliculos primordiales formados por una capa simple de células

gue rodean al ovocito.
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Antonio-Rubio et al., (2013) realizaron la identificacion de células germinales en la corteza
de ovarios adultos en tres especies de la familia Phillostomidae: Artibeus jamaiquensis,
Glossophaga soricina 'y Sturnira lillium. Demostraron la persistencia de la
pluripotencialidad de las ovogonias ya que las mismas continuaban expresando
marcadores de pluripotencialidad (POUF1), sugiriendo que podrian actuar como un
reservorio para el ovario adulto. Ademas, se ha descripto para S. lillium la gonadogénesis
en embriones y el establecimiento de la linea germinal, enfocado el estudio en la
formacién del testiculo (Gédmez-Porras et al. 2017). Este estudio determina que la
formacién de la cresta gonadal y el establecimiento de la génada bipotente se da entre el
estadio 11 y 14 del desarrollo, y la primera diferenciacion de la génada masculina se da en
el E.17. Esto demostré que el desarrollo gonadal en esta especie es semejante a lo
descripto para el ratén con algunas diferencias en el tiempo de formacién con respecto a

los estadios embrionarios.

Debido a la falta de informacién con respecto al desarrollo gonadal existente dentro del
orden Chiroptera, esta tesis plantea como uno de sus objetivos: “Describir los eventos de
la diferenciacién gonadal a partir del analisis histoldgico y la marcacion de las células de la
linea germinal y células Somaticas por técnicas histoldgicas histoquimicas e

inmunohistoquimicas”.

1.5.2 Caracteristicas reproductivas de los

murciélagos
Los quirdpteros son mamiferos euterios (Eutheria), pertenecen por tanto al grup mas
evolucionado de los vertebrados con mamas, pelo y una placenta desarrollada. El aparato
reproductor de los quirépteros tiene grandes similitudes con el del resto de la Clase
Mamiferos, sin embargo, este grupo posee peculiaridades fisiolégicas y etoldgicas que han
surgido como adaptaciones a sus no menos curiosas condiciones de vida. Dentro del
grupo de los quirépteros existen tantas caracteristicas reproductoras diferenciales
entre las distintas especies y familias, que se puede afirmar que encierran gran parte

de las variaciones existentes en el
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conjunto de los mamiferos. Poseen una tasa reproductora sorprendentemente baja, si la
comparamos con la de otros mamiferos de su mismo tamafio: tienen una cria y en algunos
casos dos al afio, mientras los roedores o insectivoros producen camadas numerosas

varias veces por afio. (Balmori, 1990).

1.5.2.1 Regulacion enddécrina de la reproduccion en Chiropteros

En chirdpteros al igual que el resto de los mamiferos la glandula hipodfisis (pituitaria) es la
encargada de la regulacion hormonal de la reproduccién, actuando en la regulacién de
hormona luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH) y la prolactina sobre la
funcion de las glandulas mamarias, testiculares y ovaricas. Anatdmicamente se ha
observado que presenta las mismas estructuras distinguibles en los primates y roedores,
pero con una diferencia en su posicionamiento, en donde el tallo del infundibulo ocupa un

surco entre la pars distal y la pars intermedia (Antony, 2000).

En todas las especies de mamiferos estudiadas hasta la fecha, la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), dirige la secrecion pulsatil ténica de LH y FSH de los gonadotropos
dentro de la pars distalis de la hipdfisis. Estudios realizados en Miniopterus schreibersii
confirman la presencia conservada de esta hormona asi como también la expresion de la
forma no sustituida de GnRH (King et al., 1994). La distribucién de esta hormona se realiza
a través de un sistema porta hasta la pars distal, aunque se demostré que la arquitectura
de estos puede variar en los mamiferos. Los sitios de sintesis y secrecién de GnRH se han
estudiado en varios murciélagos vespertiliénidos utilizando técnicas inmunocitoquimicas:
Myotis lucifugus (King et al., 1984), M. schreibersii (Mikami et al., 1988b; Fernandez et al.,
1992), Eptesicus fuscus (Oelschlager y Northcutt, 1992). Los sitios principales de secrecién
de GnRH en murciélagos vespertilionidos parecen estar dentro del tallo infundibular
inferior y el I6bulo neural. Esto contrasta marcadamente con las ratas, en las que el sitio
primario de secrecidn es la zona externa de la eminencia media (Anthony et al., 1987).
Diversos estudios realizados con respecto el mecanismo de liberacién de la GnRh sugiere

gue podria existir en los murciélagos una estimulacion local para su liberacién (cambios en
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el microambiente), lo que estaria indicando un nuevo sistema de regulacién, no observado

en otros mamiferos (King et al., 1995).

Con respecto el estudio de las hormonas gonadotrofas, no hay estudios que demuestren
certeramente que existan grupos de células destinadas a la produccién exclusiva de LH o
FSH. Los estudios inmunohistoquimicos si evidencian que estas células gonadotrofas de la
hipdfisis son positivas tanto para LH como FSH en M. lucifugus y Macrotus californicus. En
una especie cosmopolita Miniopterus schreibersii se han inmunodetectado subunidad
beta de LH de anti ovino como anti bovino, asi como de FSH anti-rata (Mikami et al.,

19882; Bojarski, 1990; Bernard et al., 1991a).

Un estudio realizado en M. schreibersii (Bernard et al. 1991b) se enfoca en los cambios en
la concentracién de LH, a lo largo del aiio, relacionandolo con el retraso en la implantacion
del embridn caracteristica en esta especie. Se observaron niveles bajos de LH en los meses
previos al desarrollo folicular y un posterior aumento que coincide con la ovulacidn. Estos
niveles de LH durante el periodo de retraso de implantacién caen (invierno), para luego
volver a tener un segundo pico estacional en noviembre (primavera), durante el parto,
coincidiendo con elevados niveles de progesterona. Niveles bajos de LH también se
constataron el M. Lucifugus durante el retraso en la ovulacién y se elevaron en la
primavera (Canney y Butler, 1987). Estudios realizados durante el periodo de retardo
(delay) en S. heathi sugieren que la LH podria tener un control por feedback negativo de

ciclo largo por parte de los andrégenos (Abhilasha y Krishna, 1996).

La Prolactina, una hormona muy estudiada debido a su rol en la produccidon de leche,
también fue ampliamente estudiada debido a que se observé en Mustelidos, su papel
fundamental en la sincronizacién de eventos neuroendocrinos de implantacién retrasada
con cambios foto periédicos en el medio ambiente (Curlewis, 1992). Bajos niveles de esta
hormona imposibilitarian el funcionamiento normal del cuerpo luteo. Este descenso de la
prolactina se correlaciond a los dias cortos y la disminucidon de melatonina. Bojarski (1993)
describié en M. schreibersii una disminucién de la actividad lactotrofa durante el

crecimiento folicular y en comienzo del delay, asociadas a un bajo nivel de prolactina.
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1.5.2.2 Hormonas en microquirépteros hembras

La actividad esteroidogénica del ovario de los mamiferos ha sido y sigue siendo un campo
activo de investigaciéon, sin embargo, muy pocos estudios han examinado Ia
esteroidogénesis ovdrica en murciélagos. Esto es a pesar del hecho de que la estructura
del ovario de varias especies plantea preguntas interesantes sobre la esteroidogénesis

ovarica (Martin y Bernard, 2000).

Se han realizado estudios de las células intersticiales y tecales de Tadarida brasiliensis y
Scotophilus heathi donde se observd que poseen las enzimas necesarias para producir
andrégenos (Jerrett, 1979; Krishna, 1996). Sin embargo, en la mayoria de los miembros
del género Tadarida, el ovario izquierdo es esencialmente un drgano intersticial sin
grandes foliculos de Graaf ni cuerpos lUteos y se desconoce el destino de los andrdgenos

de dicho ovario.

Estudios realizados en Antrozous pallidus y Macrotus californicus evaluando la capacidad
de produccion de estrégenos, mediante la deteccion de 17B-HSD como para 3B-HSD,
sugieren que los ovarios poseen la capacidad de sintesis de novo de estos. Aunque en A.
pallidus esta restringida esta actividad a las células intersticiales (Oxberry, 1979), mientras
gue en M. californicus carece de estas, pero estas enzimas se localizan en la teca interna y
la granulosa (Crichton y Krutzsch, 1985; Crichton et al.,, 1990). Los autores sefialan esta
caracteristica en foliculos atrésicos de M. californicus. La atresia folicular a menudo se
asocia con la luteinizacién de las células de la teca y la granulosa, lo que produce cuerpos
luteos accesorios. Este fendmeno se ha reportado en algunos vespertiliénidos (Guthrie y

Jeffers, 1938; Mossman y Duke, 1973; van der Merwe, 1979).

En Miniopterus schreibersii, el estradiol plasmatico alcanza su punto maximo a mitad de la
gestacion, lo que sugiere que, al menos durante el embarazo, esta hormona puede ser de

origen placentario (Crichton et al., 1989).

Existen dos fuentes principales de progesterona en los murciélagos, el cuerpo luteo vy la

placenta, y la importancia relativa de estos dos érganos difiere tanto temporalmente
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dentro de una especie como entre especies. Fuentes adicionales de progesterona son el
tejido intersticial ovarico y la glandula suprarrenal. Se ha observado que el cuerpo lGteo
no se encuentra presente hasta el final de la gestacién en algunas especies como Myotis
lucifugus (Buchanan y Younglai, 1988) y Miniopterus schreibersii (van Aarde et al., 1994) y
la progesterona es producida por la placenta. En otras especies también se observd esto
ya que el cuerpo luteo presenta lutedlisis, como por ejemplo Otomops martiensseni
(Kayanja y Mutere, 1975), Chalinolobus gouldi y Eptesicus regulus (Kitchener y Halse,
1978), Chalinolobus morio (Kitchener y Coster, 1981), Rousettus leschenaulti
(Gopalakrishna, 1969; Gopalakrishna et al., 1986), Pteropus poliocephalus (Towers vy
Martin, 1995). Por otra parte en especies perteneciente a las faminias Nycteridae;
Nycteris luteola y N. thebaica (Matthews, 1941,; Bernard, 1982,), Rhinolophidae (incluido
Hipposideridae) Triaenops afer (Matthews, 1941); Hipposideros caffer (Bernard y Meester,
1982), H. fulvus, Rhinolophus rouxi, R. microphyllum (Gopalakrishna y Badwaik, 1988);
Hipposideros lankadiva, (Gopalakrishna y Badwaik, 1989,) y Megadermatidae: Megaderma
lyra, (Gopalakrishna y Badwaik, 1988), poseen un cuerpo luteo invertido que se pierde a

principio de la prefiez.

Muchas otras especies de quirdpteros tienen un cuerpo liteo que persiste durante el
embarazo hasta justo antes o después del parto (Mormopterus planiceps, (Crichton vy
Krutzsch, 1987); Antrozous pallidus, (Oxberry, 1979); Tadarida brasiliensis, (Jerrett, 1979) y
Macrotus californicus (Crichton et al., 1990)). En M. californicus, se observa ademas la
expresion de 3B-HSD y débilmente para 17B8-HSD en el cuerpo luteo y los foliculos
multilaminares, lo que sugiere que en ambos sitios se sintetizan progesterona y estrégeno

(Crichton et al., 1990).

1.5.3 Organizacion general del tracto reproductor

de la hembra

Los murciélagos exhiben especializaciones reproductivas que a veces son singularmente
similares a las de los primates o inusuales en comparacién con las que operan en los

mamiferos mas comunmente estudiados. Estos incluyen la menstruacion verdadera y una
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variedad de asimetrias funcionales del tracto reproductivo. Ademas, se ha establecido que
algunos murciélagos se pueden mantener, criar y trabajar en un ambiente de cautiverio
controlado, los representantes de este orden pueden proporcionar modelos animales

utiles en biologia reproductiva (Rasweiler y Badwaik, 2000).

El tracto reproductor de las hembras de murciélagos consiste en dos ovarios, dos
oviductos, la porcion gestacional del utero, el cérvix uterino y la vagina. Este esquema
clasico puede variar dependiendo de la especie, en cuanto a caracteristicas anatémicas y
funcionales. Entre las diferentes especies del Orden se observan diferentes morfologias
uterinas, existiendo duplex, bicornes y simples (Fig. 8). Por ejemplo existen estudios
realizados en representantes de la familia Phyllostomidae que presentan uteros simples,
como Carollia perspicillata, Artibeus jamaicensis, Glossophaga soricina (Rasweiler, 1974,
1979; Hood and Smith, 1983; Rasweiler and Badwaik, 19992); representantes de las
familias Emballonuridae, como Taphozous longimanus (Hood and Smith, 1983);
Megadermatidae, como Mormopterus planiceps (Crichton and Krutzsch, 1987), Familia
Nycteridae (Matthews, 1941) y Rhinolophidae (Bernard and Meester, 1982) poseen Uteros
dobles, mientras que en especies de la familia Megadermatidae (Gopalakrishna, 1950),
Molossidae (Rasweiler, 1990; Stephens, 1962), Rhinopomatidae (Karim and Fazil, 1987),
Thyropteridae (Wimsatt and Enders, 1980), Vespertillionidae (Kitchener and Coster, 1981;
Hood and Smith, 1983; Gopalakrishna et al., 1985) se observa la presencia de uteros

bicornes, pudiendo ser estos cortos o largos .
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Figura 8: Morfologias uterinas . A) utero doble. B) ttero bicorne largo. C) Utero bicorne corto. D)

Utero simple .Extraido de Rasweiler y Badwaik, 2000.

1.5.3.1 Ovario en Quirdpteros

En la mayoria de los mamiferos, asi como en muchos murciélagos, el ovario se divide en
dos zonas principales: una corteza externa y una médula interna. En los adultos, la corteza
contiene los foliculos, cuerpos luteos (cuando estan presentes), algunos tipos de tejido
glandular intersticial, formas degeneradas de estos elementos y células estromales. La
médula contiene los principales vasos sanguineos y linfaticos intraovaricos, nervios,
cordones medulares y sus derivados, tejido glandular intersticial y la red ovarica. Un

epitelio superficial o "germinal" envuelve el exterior de la corteza (Rasweiler IV y Badwaik,

2000).
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En los Quirdpteros, los ovarios poseen diferente tipo y cantidad de tejido intersticial
glandular, que varia entre las especies (Mossman and Duke, 1973). Muchos
Vespertilionidos (Wimsatt, 1944; Pearson et al., 1952; Medway, 1972; Myers, 1977;
Richardson, 1977; Oxberry, 1979; Krishna, 1985), y representantes de otras familias
(Rasweiler, 1988; Krishna and Dominic, 1981) poseen tipicamente ovarios con abundante
estroma de tejido glandular intersticial. Esto difiere marcadamente de otras especies en

donde el tejido intersticial glandular no es distinguible (Rasweiler, 1970).

En M. tuberculata, el tejido glandular intersticial es abundante en los ovarios izquierdos
que contienen un cuerpo luteo bien desarrollado y no es abundante en la médula. Sin
embargo estd ausente de los ovarios derechos, que son mas pequeiios y exhibian solo las
primeras etapas de desarrollo de una pequeia cantidad de foliculos. Estas observaciones
sugieren que el tejido de la gldndula intersticial en esta especie puede ser de origen tecal,
en lugar de estromal. Por el contrario, en el murciélago vespertilionoide M. rufus, el tejido
intersticial glandular es de tipo estromal y contiene gran parte de la corteza y la médula
tanto en los ovarios funcionales (derecho) como en los no funcionales mds pequefios

(izquierdo) (Rasweiler, 1988).

Se observd que en especies que habitan zonas templadas son de ciclo anual y su etapa
reproductiva se superpone con su periodo de hibernacion en donde crecen los foliculos y
comienza el apareamiento. Al final de la hibernacidn en la primavera, los mismos foliculos
experimentan un crecimiento preovulatorio y finalmente la ovulacién. El tracto femenino
permanece en estado de celo durante la hibernacidn, y esto también favorece el
almacenamiento prolongado de espermatozoides que retienen la capacidad de

fertilizacion exitosa (Wimsatt y Parks, 1966; Wimsatt, 1969; Racey, 1979).

Estudios realizados, sugieren que en estos foliculos antrales que se mantienen durante el
periodo de hibernacién poseen caracteristicas en las células de sus cumulos ooforos,
como el almacenamiento de glucégeno o gotas de lipidos. Se cree que esto ayudaria al
mantenimiento del ovocito durante la hibernacion (Wimsatt and Kallen (1957); Son et al.,

1987, 1988; Mori et al., 1989).
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1.5.4 Asimetrias reproductivas en las hembras

Los murciélagos tienen la peculiaridad de poseer asimetrias anatomicas y/o funcionales
del tracto reproductor femenino, las cuales son mucho mdas marcadas que en otros grupos
de mamiferos (Wimsatt, 1979). Asi, mientras que algunos géneros manifiestan una
dominancia dextral exclusiva del tracto genital femenino (Jaroli, 1980; Wimsatt, 1979;
Khaparde, 1976), otros muestran dominancia del lado izquierdo de sus oérganos
reproductores. Actualmente no estd completamente documentado en qué medida, esta
simetria reproductiva caracteriza a los quirdpteros. Asimismo, esta asimetria en los

murciélagos siempre se ha asociado con el habito monédtoco (Pillai y Sastry, 2012).

La asimetria reproductiva funcional dextral, es decir dominancia del ovario derecho y
gestacion en el cuerno uterino derecho es el tipo de asimetria mas comudn en los
quirépteros y parece ser una caracteristica de la familia Rhinolophidae (Matthews, 1937;
Wimsatt, 1979 y Bernard, 1985). Esta particularidad también ha sido comunicada en
muchas especies como Tadarida melanopogon (Badwaik y Gopalakrishna, 1990), Tadarida
aegyptiaca (Gopalakrishna et al., 1991b), Pteronotus parnelli (Badwaik y Rasweiler, 1998),

Molossus rufus, Macrotus mexicanus y Pteronotus rubiginosa (Rasweiler y Badwaik, 2000).

Por otra parte, se han documentado especies en las cuales se observa una dominancia del
ovario izquierdo con implantacién en el cuerno derecho (Courrier, 1927; Matthews, 1941;
Medway, 1971; Richardson, 1977; Wallace, 1978; Bernard, 1980). La asimetria ovarica
parece tener también una base molecular. En Hipposideros speoris se observé una clara
dominancia sinistral fisiolégica ya que las enzimas lisosomales, mitocondriales vy
esteroidogénicas mostraron actividades retardadas en los ovarios derechos asimétricos
(Pillai, 2004). La tincion diferencial para proteinas, hidrolasas lisosomales y enzimas
mitocondriales en los tipos de foliculos ovaricos, cuerpo liteo y células de las glandulas
intersticiales en el murciélago, Megaderma lyra soportan esta observacién (Trivedi y Lall,
1987). Este hecho evidentemente enfatiza que tanto los ovarios como el cuerno uterino
pueden no responder de manera similar a las gonadotrofinas y los esteroides gonadales,

pero el desarrollo de un solo foliculo de Graaf en el ovario izquierdo podria deberse a una
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mayor estimulacion de la hormona gonadotréfica en el ovario izquierdo. De manera
similar, la formacién del cuerpo liteo en el ovario izquierdo puede ser ocasionada por un
alto titulo de gonadotrofinas. Asimismo, la dominancia fisioldgica del ovario izquierdo en
Hipposideros speoris podria ser justificada por algun tipo de coordinacién en la expresion
genética existente entre el ovario izquierdo y el derecho no funcional (Pillai y Sastry,

2012).

1.5.5 Glandulas tegumentarias en murciélagos

Los mamiferos producen secreciones odoriferas que juegan un papel importante durante
la atraccion, el reconocimiento, la identificacién y el apareamiento (Eisenberg y Kleiman,
1972; Blaustein, 1981; Penn y Potts, 1998; Brennan y Kendrick, 2006). Los pequefios
mamiferos, como los roedores y los murciélagos, tienen pequeiios dimorfismos sexuales,
como el tamafio del cuerpo. Ademas, estas caracteristicas también se pueden notar en sus
glandulas tegumentarias y los compuestos que producen (Blaustein, 1981; Fernandez-
Vargas et al., 2008). En los mamiferos, las glandulas tegumentarias pueden tener
diferentes localizaciones, como la cabeza, el tronco o las extremidades (Mykytowycz, R.,
1970 y 1972). En el orden Chiroptera se han realizado estudios respecto a glandulas
tegumentarias en representantes de las familias Phyllostomidae, Vespertilionidae,
Emballonuridae y Molossidae las cuales pueden localizarse en diferentes regiones del
cuerpo (Fig. 9), como ser la regién supra escapular en el caso de Leptonycteris curasoae y
L. yerbabuenae (Nassar et al. 2008). En Tadarida cynocephla se analizd la presencia de
glandulas faciales, determinandose la existencia de dos tipos glandulares; uno del tipo
sebaceo y otro del tipo salival con secrecion holdcrina (Werner et, al, 1950), estas mismas
habian sido descriptas para Noctula noctula por Harrison and Davies (1949), pero
denominadas segun su ubicacion en pararhinales (en el hocico) y submentales (debajo de

la mandibula).
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Figura 9: Localizacién diferencial de las glandulas tegumentarias en las diferentes familias
de Chiropteros. Extraido de Mufioz-Romo et al., 2021.

En el orden Chiroptera, algunos representantes de diferentes familias se caracterizaron
por tener una glandula en la regién supraesternal (gular), la cual solo estd presente en los
machos (Werner y Dalquest, 1952; Werner y Lay, 1963). Esta glandula ha sido descrita
histolégicamente para Molossus rufus (anteriormente Ilamado Molossus ater),
representante de la familia Molossidae. El parénquima de la glandula gular consta de dos
porciones, la sebacea y la sudoripara. Ambas estructuras estan organizadas en ldbulos
delimitados por tejido conectivo y estan compuestas por un epitelio secretor con células
simples cubicas bajas. La secrecion se colecta en un conducto comun y luego se secreta a
través de un poro queratinizado (Warner y Lay, 1963). En otros lugares, se ha comunicado
la aparicién de acinos sebaceos con secrecidn holocrina y glandulas sudoriparas tubulares
con secrecion apocrina en Taphozous longimanus (Emballonuridae) (Pandey y Dominic,

1987).
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La histologia y el contenido bioquimico de Tadarida brasiliensis, Molossus bondae y
Eptesicus fuscus (Vespertilionidae) fueron descritos por Dapson et al., (1977). Estos
autores comunicaron que Tadarida brasiliensis y Molossus bondae tenian glandulas
sudoriparas y sebaceas ricas en mucopolisacdridos y lipidos neutros, a diferencia de

Eptesicus fuscus (Vespertilionidae), donde el contenido fue exclusivamente lipidico.

La morfologia de la glandula gular también fue descrita en Molossus molossus, otro
ejemplar representativo de la familia Molossidae. Estd compuesto por acinos tubulares
ramificados de tipo holdcrino ricos en secrecidn lipidica. Ademas, las células basales del
adendmero sebdceo tienen un papel proliferativo en la glandula gular de M. molossus

(Dourado et al. 2001).

A la glandula gular de Molossus sinaloae se le atribuyd una funcién para el marcado de las
hembras por parte del macho, asi como para la delimitacion del territorio. Los
investigadores, también observaron que el pico de actividad glandular y la apariciéon de
hembras marcadas coinciden con el final de la gestacién y dos meses después del parto
(Heideman et al. 1990). Adema3s, se sabe que las sefiales quimicas son particularmente
importantes para los quirdpteros porque ocupan refugios oscuros donde cohabitan miles

de individuos (Bloss, 1999; Altringham y Fenton, 2003; Dechmann y Safi, 2005).

Recientemente un estudio propuso el papel de la glandula gular como un rasgo dismérfico
en murciélagos (Mofioz-Romo et al.,, 2021), pero aun no se conoce bien la naturaleza

guimica de la secrecién que producen estas glandulas.

1.5.4 Familia Molossidae (Gervais, 1856)

La Familia Molossidae, perteneciente al suborden de los Yangochiropteras, tiene una
amplia distribucién mundial principalmente en regiones tropicales y subtropicales
(Barquez el al., 2020). Como caracteristica distintiva poseen una cola parcialmente
cubierta por el uropatagio, alas estrechas debido a que la longitud de los digitos lll y V es

semejante. Ademas, poseen el autopodio del miembro posterior redondeado.
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La mayoria de las especies de esta Familia se encuentran en el Norte y centro de
Argentina. Se caracterizan por ser especies insectivoras capaces de consumir insectos
duros y blandos (Freeman, 1979). En cuanto a su hdbitat son particularmente oportunistas
con respecto a la eleccidon se sus dormideros, y muchos han sido asociados a viviendas
humanas (Barquez, et al., 1999). Con respecto a su biologia reproductiva, son pocos los
estudios realizados en esta familia en América del sur, solo se tienen estudio focalizados
en datos acerca de caracteres reproductivos masculinos de Molossus molossus (Morais et
al. 2013; Christane et al. 2015 y Soares et al. 2020) y morfologia ovarica, uterina, ciclo
reproductivo e implantacion en Molossus rufus (Rasweiler IV, 1988, 1990 y 1991),
mientras que en el género Eumops (Miller, 1907) los estudios en el area reproductiva son

muy escasos.

Por todo lo antes expuesto, la presente tesis centra su estudio en la biologia reproductiva
de Eumops patagonicus (fig. 10) representante de la Familia Molossidae, que habita en la
region noreste de Argentina, la cual es una especie poco estudiada a pesar de ser
abundante en zonas antropizadas. Para el desarrollo de esta tesis se exponen a
continuacion los objetivos generales y particulares planteados y desarrollados en las

siguientes secciones.
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Figura 10: Ejemplar de Eumops patagonicus.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis general

Eumops patagonicus es una especie perteneciente a la familia Molossidae por lo
gue su biologia reproductiva y sus caracteristicas anatémicas son semejantes a las

descriptas para otras especies pertenecientes a esta familia.

Hipdtesis particulares

1. Los eventos de formacioén y diferenciaciéon gonadal en E. patagonicus respetan el patrén

general descripto para mamiferos.

2. Las hembras siguen un patrén morfoldgico del tracto reproductor semejante al
descripto para las especies de la familia Molossidae: presencia de un Utero bicorne con

dominancia dextral del ovario.

3. La existencia de la dominancia dextral del ovario es a causada por la falta de receptores

de la hormona foliculo estimulante en el ovario izquierdo.

4. Las hembras poseen la presencia de reservorio espermatico como se ha observadoen

otras especies de murciélagos.

5. La apoptosis en los ovarios es uno de los mecanismos que intervienen en la

remodelacién del tejido ovarico a lo largo del ciclo reproductivo de la hembra.

6. Los machos poseen una glandula gular de caracter unicamente lipidico que utilizan

para la marcacién de las hembras.
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Objetivos generales:

A- Estudiar los parametros reproductivos de Eumops patagonicus a nivel anatémico,
histoldgico, histoquimico e inmunohistoquimico, a fin de describir desarrollo
gonadal, y caracterizar el ciclo reproductivo normal.

B- Describir la glandula gular presente en machos de Eumops patagonicus a nivel
anatémico y quimico y evaluar su actividad en épocas reproductivas y no

reproductivas.

Objetivos particulares:

1. Describir los eventos de la diferenciacién gonadal a partir del andlisis histoldgico y la
marcacion de las células de la linea germinal y células somaticas por técnicas histologicas

histoquimicas e inmunohistoquimicas.

2. Describir el ciclo reproductivo de las hembras a través de un examen anatdmico,
histoldgico e inmunohistoquimico de los ovarios y conductos genitales durante las cuatro
estaciones del afio. Establecer la diferencia existente entre ovarios derecho e izquierdo de

Eumops patagonicus.

3. Determinar la presencia/ausencia de posibles reservorios espermaticos el oviductode

las hembras a partir de estudios histoldgicos y de marcacién inmunoespecifica.

4. Examinar la actividad apoptética y su rol en la organizacidn del tejido ovarico, mediante
métodos directos como TUNEL (TdTmediated d UTP biotinendlabering), e indirectos a

través de la expresion de las proteinas pro y antiapoptéticas.

5. Evaluar la actividad proliferativa celular durante la ontogenia gonadal mediante

estudios histolégicos y de inmunohistoquimica.
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6. Analizar y describir la histologia y la composicién quimica de la sustancia secretadapor

la glandula gular de los machos de la especie en estudio.
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Materiales y métodos

3.1. Captura de ejemplares:

Los ejemplares de Eumops patagonicus fueron Capturados en el Campus universitario de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura (Coordenadas: 272 28" 07°'S y
582 46" 54" O) de la ciudad de Corrientes, Argentina. Los ejemplares se capturaron
utilizando redes de niebla de 6 x 2,4 metros de longitud soportadas por varillas metalicas
de 2 m de alto, situadas préximas a dos refugios artificiales (cielorrasos) (Figura 11 a).
Dichas colectas se realizaron en horarios proximos al atardecer y noche, durante dos afios
con 2 muestreos por mes con un intervalo de 15 dias entre muestreo. Los individuos se
separaban manualmente de las redes seleccionando 2 hembras y 2 machos, los cuales se
depositaron en bolsas de tela de lienzo para ser transportados al laboratorio (Figura 11 b -
d). Los individuos capturados fueron identificados con la siga AMA y una numeracién. Se
colectaron un total de 142 individuos de los cuales 77 Hembras y 65 macho, y se
obtuvieron 18 embriones. El resto de los individuos retenidos por las redes o
pertenecientes a otras especies fue liberado al alcanzar los ejemplares requeridos por
sexo. Las colectas fueron avaladas por la direccién de recursos Naturales de la Ciudad de

Corrientes: autorizacién N 2 845 / 2019.
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Figura 11: a) imagen aérea del campus Universitario de la Universidad Nacional del Nordeste
“Deodoro Roca” con la localizacién de los dos refugios artificiales muestreados: colonia 1 (A)
depdsito de sillas, colonia 2 (B) bafio externo. b) Colocacion de redes de nieblas en area de
muestreo. ¢) Imagen de bolsas de telas utilizadas para el transporte de ejemplares. d) Ejemplar de
E. patagonicus capturado en los sitios de muestreo.

Una vez en el laboratorio los animales se anestesiaron con Lidocaina 2% intraperitoneal
con 0,012ml/g; se realizaron toma de medidas de longitud hocico- cola con calibre digital y
peso con balanza de precisién. Se sacrificaron siguiendo los lineamientos de AVMA
Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013 Edition (Underwood et al., 2013) y la Guia
de la American Society of Mammalogists for the use of wild mammals in research and
education (Sikes et al., 2016). Posteriormente los Especimenes fueren colocados en la

coleccion de Mastozoologia de FACENA (Res: 0768/14 CD).

Los individuos colectados se diseccionaron para aislar las génadas masculinas y femeninas
y el oviducto de las hembras. Las hembras prefiadas colectadas se diseccionaron para
extraer el Utero con el embridn. Los embriones a partir del estadio 13 (segun tabla de

desarrollo publicada para E. patagonicus propuesta por Rodriguez et al. (2018)) se aislaron
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del utero y se procesaron para histologia convencional: Embrién estadio 13 completo y en
estadios avanzados (estadios 17, 23, 24 y 25) solo se utilizaron las génadas. Todo el
material fue fijado en solucién de Bouin por 48 h y posteriormente conservados en formol

10%.

Por otra parte, en los machos capturados se aislé el tegumento de la regidn supra esternal
gue contiene a la glandula gular. Un pool de estas muestras se fijo para procesamientos
histolégicos convencionales y otro pool se conservd en freezer a -202C para

procesamientos de identificacion de lipidos.

3.2 Estudios morfologicos:

Con el fin de realizar las descripciones de la morfologia de las génadas y de su formacién
durante el desarrollo embrionario, los embriones y las génadas embrionarias y adultos y la
glandula gular se seleccionaron y fotografiaron. Posteriormente se procesaron siguiendo
los pasos de la técnica histoldgica convencional: deshidratacién, inclusion en parafina y
coloraciones para la elaboracién de preparados histolégicos. El material previamente
fijado se deshidratd en concentracién de alcoholes crecientes (702, 809, 962, 1009) y
posteriormente se lo aclaré con dos bafos consecutivos de Xilol de 1h cada uno. Luego se
procedid a la inclusién en 2 bafios sucesivos de parafina por 2hs cada uno para la
confeccidén de un taco histoldgico. Las muestras fueron orientadas para la obtencion de
cortes histologicos de forma transversal de 2 a 5um de espesor. Las secciones fueron
obtenidas con el uso de un micrétomo rotatorio tipo Spenser Manual y colocadas sobre
portaobjetos limpios para histologia convencional. Algunas muestras seleccionadas para
inmunohistoquimica se ubicaron sobre portaobjetos silanizados. Las muestras se
colorearon para su descripcién con coloracién convencional de Hematoxilina- Eosina y con
la reaccidon histoquimica de PAS (acido peryddico reactivo de Schiff). Los preparados
fueron observados y fotografiados con un sistema compuesto por un microscopio de
epifluorescencia y campo claro, trilocular LEICA DM4000B LED® y camara LEICA DFC310

FX® con soporte digital para captura de imagenes LASZ LEICA Inc®.
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3.3. Detecciones histoquimicas

3.3.1 Tricromica de Gomori

Esta tincion se utiliza con el fin de distinguir con diferentes coloraciones las estructuras:

Nucleos: violeta/ azul oscuro

Citoplasma, queratina y fibras musculares: gama de rojos

Colageno: verde/azul

Procedimiento: Los cortes de tejido desparafinados e hidratados se trataron con solucién de Bouin
para intensificar la coloracién final. Los nucleos se tifieron con Hematoxilina por 5 minutos y luego
de virar se tifieron con solucidn tricrémica de Gomori (Biopack®) durante 15 minutos.

Posteriormente, se lavaron con solucién de Ac. Acético al 2%, 2 min, se deshidrataron y montaron.

3.3.2 Impregnacion argéntica de Gomori

Esta tincion se utiliza para distinguir las fibras colagenas de las reticulares.

Procedimiento: Los cortes histolégicos de tejido desparafinados e hidratados se oxidan
con permanganato potdsico al 1% durante 90 segundos, se lavaron en agua corriente y
blanquearon con metabisulfito potasico al 2%. Luego de lavados en agua corriente se los
sometié a un baifio mordiente con una soluciéon de alumbre férrico al 2% durante un
minuto. Se lavaron nuevamente en agua corriente durante 5 minutos y se les hicieron dos
pasajes por agua destilada. A continuacion, se los traté durante un minuto con el
complejo argéntico (plata amoniacal y agua destilada, 50:50), se los lavd con agua
destilada y se redujeron en formol al 10%. Luego de lavarlos con agua corriente se les hizo
un pasaje rapido por hiposulfito sédico al 2%, se lavaron y secaron. Posteriormente se

deshidrataron en alcoholes de concentracion creciente y por xilol para ser montados.

3.3.3 Rojo Nilo: deteccion de lipidos en glandula

gular

La tincion de rojo Nilo es de tipo vital, se utiliza para la deteccidén de gotas de lipidos intracelulares
por microscopia de fluorescencia. Se prepard una solucion de trabajo por dilucion en dimetil

sulféxido (DMSO) en una concentracidon de 1mg/ml a partir de una solucién madre de rojo Nilo,
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esta solucién de trabajo se almacend a temperatura ambiente en oscuridad. El tejido glandular
seleccionado se fijé en formol al 10% y se realizaron cortes por congelamiento para evitar la
pérdida del contenido lipidico. Las secciones histoldgicas se tifieron con 500 pL de 10ug/ml de la
solucidn stock diluida en solucién salina fisioldgica (NaCl 0,9%) por 3 hs en oscuridad. Luego se
lavaron con PBS y se incubaron 15 min con 10ug/ml Hoechst 33342 en PBS, se monta con glicerol-
PbS (1:1) en un portaobjetos y se examinaron inmediatamente en microscopio de fluorescencia.
Se utilizaron longitudes de onda de excitacion y emisién de 450-490nm y 515-565nm,
respectivamente. Se tomaron imagenes digitales con un microscopio trilocular LEICA DM4000B

LED® y cdmara LEICA DFC310 FX® con soporte digital para captura de imagenes LASZ LEICAInc®.

3.3.4 Coomassie blue: deteccion del contenido

proteico de la glandula gular.

La tincidn de azul de Coomassie (Kiernan, 1999) se utiliza cuando la cantidad de proteinas es alta.
En secciones histoldgicas de glandula gular, previamente desparafinadas e hidratadas se procedié
a colorear con solucion de azul de Coomassie durante 20 min. Posteriormente se deshidraté y

montd para observacién en microscopio.

3.4 Detecciones Inmunohistoquimicas

3.4.1 Evaluacion del estado proliferativo del

tejido gonadal: (deteccion de PCNA)

Para evaluar el estado proliferativo de las génadas embrionarias se seleccionaron secciones de
tejido de 3 -5 um de espesor colocadas sobre portaobjetos previamente silanizados. Estas fueron
sometidas a deteccién por inmunihistoquimica de PCNA (antigeno nuclear de proliferacion
celular). Los cortes histolégicos fueron desparafinados en dos bafios de xilol durante 20 min cada
uno y rehidratados en concentraciones decrecientes de alcohol y agua destilada (1002, 962 |, 962II,
702 y agua destilada). Con la muestra hidratada se procede a un lavado y luego una incubacion en
bafio en PBS Tween por 10 min. Se permeabilizaron las membranas celulares con Tritdn X-100 al
1% en PBS durante 10 min y bloqueo de las peroxidasas endégenas con H,0; al 3% en PSB durante
20 min. Previa a la incubacién con anticuerpo secundario se procedié al bloqueo de las muestras

durante 20 min con Blocking Serum (suero normal) perteneciente al Vectastain ®ABC Universal Kit
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peroxidase (Horse anti-mouse/Rabit 1gG). Se incubaron las muestras overnight en Camara himeda
a 49C, con anticuerpo 12 PCNA anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology PCNA Antibody (sc-7907, FL -
261) dilucién 1:50 y su control negativo se realizé con PBS. Se lavaron las nuestras con PBS Tween
por 10 min y se incubaron por 30 min con Biotinilated Universal Abtibody Vectastain® ABC
Universal Kit y posteriormente con Vectastain elite ABC reagent por 30 min. Se realizd la
inmunodeteccion con DAB (diaminobenzidina) (DAKO K3468) y se contrastaron los nlcleos con

hematoxilina.

3.4.2 Analisis inmunohistoqimico para deteccion

de OCT4 en la cresta gonadal

Para la determinacion de la expresion de OCT-4 se utilizd6 como anticuerpo primario el policlonal
anti OCT-4 de origen humano anti-ratén a una dilucidn de trabajo estandar y el kit de revelado
segun el protocolo indirecto de “avidina/ biotina” (Vectastain Elite ABC Universal Kit Peroxidase),

segun lo descripto en el apartado 3.4.1.
3.4.3 Deteccion de apoptosis con método

indirecto IHQ de proteinas de la familia Bcl (Bax-

BCL)

Se reveld la expresion de Bax utilizando un anticuerpo monoclonal hecho en ratén, Anti-Bax Clon
6A7, (Sigma Chemical Co, catadlogo N2 B 8429) a una dilucién de trabajo 1:300 y el kit de revelado
segun el protocolo indirecto de “avidina/ biotina” (Vectastain Elite ABC Universal Kit Peroxidase),
segln lo descripto en el apartado 3.4.1 Se realizdé un control negativo incubando con el secundario

y terciario de DAKO pero sin la incubacién con el anticuerpo primario anti-Bax.

Para el caso de Bcl2 se utilizé un anticuerpo policlonal anti Bcl2 (C 21): sc-783, Santa Cruz, hecho

en conejo, a una dilucién de trabajo de 1:400 e incubacion ON a 4 °C.

3.4.4 Deteccion de Hormona Foliculo

estimulante: FSH

Para la deteccidn de la presencia de la hormona FSH en el tejido ovarico y detectar su ubicacion, se

seleccionaron secciones de tejido de 2 — 4 um de espesor colocadas cobre portaobjetos
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previamente silanizados y la utilizacién del kit de revelado segun el protocolo indirecto de “L-
streptoavidina biotina” - HRP (DAKO KO0690). Estas fueron sometidas a deteccion por
inmunohistoquimica de FSH: Hormona Foliculoestimulante). Los cortes histoldgicos fueron
desparafinados en dos bafios de xilol durante 20 min cada uno y rehidratados en concentraciones
decrecientes de alcohol y agua destilada (1002, 962 |, 962Il, 702 y agua destilada). Con la muestra
hidratada se procede a un bafio en PBS Tween por 10 min previo un lavado en el mismo. Se
permeabilizaron las membranas celulares con Tritén X-100 al 1% en PBS durante 10 min y bloqueo
de las peroxidasas endégenas con H;0; al 3% en PSB durante 20 min. Se incubaron las muestras
over-nigth en Cdmara humeda a 42C, con anticuerpo 12 FSH policlonal (Biogenex antibody lot:
AR0260997) Ready to use y su control negativo se realizdé con PBS. Previo a la incubacién de las
muestras con el anticuerpo se realizé un bloqueo con 5% de leche descremada en PBS. Luego de
lavar el anticuerpo con PBS se incubd a TA por 10 min con el anticuerpo secundario biotinilado
universal de DAKO (K0679) listo para usar. Se lavd el anticuerpo secundario y se incubd con la
estreptoavidina conjugada a peroxidasa de Rabano picante (HRP), lista para usar (DAKO K0690)
durante 10 min a TA. Se lavé con PBS y se revelé la peroxidasa con el cromdgeno
diaminobenzidina (DAB) de DAKO (K3468) a TA durante aproximadamente 5 min. Se utilizd

hematoxilina como tincién de contraste durante 5 min.

3.4.5 Deteccion de glucoproteina OVGP 1 en

oviducto.

Para la deteccién de la presencia y ubicacion de la proteina OVGP 1 en el tracto oviductal, se
seleccionaron secciones de tejido de 2 — 4 um de espesor colocadas cobre portaobjetos
previamente silanizados. Se empled el anticuerpo anti OVGP 1/OGP abcam® (ab118590) policlonal
anti human, dilucién 1:100 y la utilizacién del kit de revelado segun el protocolo indirecto de “L-
streptoavidina biotina” - HRP (DAKO K0690). Se procedié con el protocolo detallado en la seccién

3.4.4.

3.4.6 Deteccion de la proteina S-100 en glandula

gular.

Para la deteccion de la Proteina S-100, un grupo de muestras fueron cortadas en 3um de espesory

montadas en portaobjetos, previamente tratadas con silane, para ser sometidos a la técnica de
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inmunohistoquimica para poder detectar la presencia de la proteina S-100. Se utilizé el anticuerpo
S-100 a anti-rabbit (DAKO-N1573) dilucién 1:40 y el kit de revelado segun el protocolo indirecto de
“L-streptoavidina biotina” - HRP (DAKO K0690). Se procedié con el protocolo detallado en la

seccion 3.4.4.

3.5 Deteccion de apoptosis con método

directo: Ensayo de TUNEL

La técnica de TUNEL se fundamenta en la incorporacién de nucledtidos marcados con FICT
(isotiocianato de fluoresceina) al extremo 3’ de la cadena interrumpida de ADN, reclutamiento de
nucledtidos que realiza una transferasa terminal (desoxinucleotidil transferasa). Dichos
nucledétidos son revelados con un anticuerpo secundario anti FITC

(fragmento Fab) de oveja, conjugado con peroxidasa de rabano picante (POD). Se
utilizé el kit “In Situ Cell Death Detection, POD” de Roche®. Primero los tejidos fueron
permeabilizados con Tritdn X-100 (codigo 23, 472-9 Aldriche) al 0,1% por 10 min. Luego se
realizaron dos lavados con PBS procediendo a bloquear las peroxidasas internas con una solucion
de H202 al 3%. Se lavé dos veces con PBS y se escurrio completamente el liquido de las células
antes de la incubacién con la mezcla enzimatica y los nucleétidos marcados. La incubacién se
realizd en camara humeda por 1 hora a 372C. Se realizaron losncontroles positivos (células
tratadas con ADNasa) y negativos (células incubadas con los nucledtidos marcados pero sin la
enzima (deoxinucleotidil transferasa) que cataliza la polimerizacién. Luego se frend la incubacién
por lavados con PBS y se procedié al revelado por incubacion con POD (peroxidasa) durante 30
min a 372C, en cadmara humeda y posterior incubacién por aproximadamente 5 min con DAB
(diaminobencidina, cédigo K3468 DAKO). Las células TUNEL positivas tifien sus nicleos con DAB

(marrén) revelando la actividad de la endonucleasa.

3.6 Analisis de imagenes

Las imagenes obtenidas fueron procesadas con el programa de andlisis de imagenes, libre, Image J
para poder documentar el volumen de las génadas en cada etapa de desarrollo obteniendo su

ancho y alto y calculando el volumen con la férmula de volumen de un esferoide (Dunham, 1983).

Volumen esfera: % mt x (d1/2) x (d2/2)?
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3.7 Alineamiento de proteinas

A los fines de garantizar que los anticuerpos utilizados (contra proteinas de otras especies de
mamiferos) tienen reactividad cruzada entre especies y asi poder utilizarlos en el modelo objeto
de estudio (Eumops patagonicus Chiroptera: Molossidae), e identificar de esta manera las
proteinas, se realizaron los respectivos alineamientos entre las secuencias de las especies target
de cada anticuerpo y las de murciélagos. Las secuencias de las proteinas fueron tomadas del
GenBank y el alineamiento de proteinas se realizd con el programa informatico BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool).

3.8 Determinacion del contenido de acidos

grasos por cromatografia de Gs/Ms:

Muestras de tejido fueron analizadas en su composicién y contenido de acidos grasos
mediante extraccidon por el método de Blight and Dyer y andlisis de los tipos de acidos
grasos por cromatografia de GS/MS. Este estudio se realizé a través del servicio brindado
por la Universidad Nacional del Litoral. Las muestras fueron separadas en dos pools uno
de glandulas durante la época reproductiva (invierno, primavera y principio de verano) y

otra época no reproductiva (fines del verano y otofio).
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Resultados:

4.1 Desarrollo gonadal

4.1.1. Cresta urogenital/gonadal en formacion

El primer estadio del desarrollo embrionario analizado fué el E. 13 (Fig. 7a). En este se
evidencia el inicio de la formacién de las gonadas. Se puede observar la presencia de las
crestas gonadales/urogenitales, que se presenta como 2 rudimentos pares que se forman
a partir del mesodermo intermedio (Fig. 12b). Estas crestas estan formadas por el epitelio
celédmico ventral, que prolifera hacia el mesénquima que se encuentra por debajo,
lateralmente a los esbozos de los rifiones. En la seccion ventromedial, se encuentra el
mesenterio que se conecta con las crestas, delimitado por el epitelio que las recubre.
Posterior a las crestas se encuentra la aorta dorsal de gran porte seguida por el tubo

neural.

* tn L

Figura 12: a) embrién de Eumops patagonicus en estadio 13 del desarrollo embrionario segin
tabla de desarrollo Rodriguez et al., (2018). b) Microfotografia de la histologia en embrién en
estadio 13 donde se observa la presencia de las crestas urogenital/gonadal (cr), meseterio
intestinal (m), celoma embrionario (ce), aorta dorsal (ao), y tubo neural (tn). Tincidn:
Hematoxilina-eosina.
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Se detectd la expresion de OCT4, un marcador de pluripotencialidad celular en este
estadio de desarrollo, lo que nos permitié observar la localizacidon de las CGPs. Estas se
encontraron distribuidas a lo largo del mesenterio, en el epitelio de recubrimiento de
este, asi como también en el epitelio de recubrimiento de la cresta gonadal en formacién

y algunas en su interior, en el mesénquima subyacente. (Figura 13 a-c).

Figura 13: Embridn en estadio 13 con inmunomarcacién para OCT4. En estadio 13. a) Imagen

panoramica de la histologia embrionaria con marca positiva (marrén) para OCT4. b) detalle a nivel
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de mesenterio. c) detalle a nivel de la cresta gonadal en formacién. Referencias: CGPs. Células

germinales primordiales, Cr: cresta gonadal /urogenital, m: mesenterio.

4.1.2. Gonada Bipotente o Indiferenciada

Al examinar embriones en etapa intermedia del desarrollo embrionario, E 17, se pudo
observan la presencia de las gonadas bipotentes o indiferenciadas (Fig. 14 a y b). Se
presentan como dos estructuras esferoides paralelas al tubo neural y laterales a los
esbozos del rifidn. Histolégicamente se observa un mesénquima de células distribuidas
homogéneamente, delimitado por un epitelio de células cubicas bajas, adoptando una
forma esferoide, con un lateral aguzado. En este extremo se identifica la presencia de un
conducto delimitado por una capa de células cilindricas bajas (precursor del conducto de
Muller) (Fig. 14 c). La regidon medular de esta géonada se observa la presencia de pequefios
vasos sanguineos y en la region central se identifica la presencia de cordones sexuales
(Fig. 14 b y d). Se observd la expresion de PCNA, un buen marcador de células en
proliferaciéon celular, en la regién central o medular de esta gonada bipotente (Fig. 14 ey

f).
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Figura 14: a) Estadio embrionario 17 de E. patagonicus. b) vista general de organizacidn histoldgica
de la génada bipotente. c) detalle del conducto de Miiller. d) detalle del mesénquima donde se
observan vasos sanguineos con eritroblastos nucleados. e) Inmunodeteccién de PCNA en génada
bipotente. f) detalle del mesénquima con inmunoparcacion de PCNA de génada. Referencias: cm:

62




Biologia reproductiva de Eumops patagonicus (Chiroptera: Molossidae)
Resultados

conducto de Miiller; cs: cordones sexuales; ep: epitelio; vs: vasos sanguineos; Flecha negra:
eritroblasto nucleado; cabeza de flecha: inmunomarcacion positiva para PCNA.

4-.1.3. Ovario y oviducto embrionario

En la etapa tardia del desarrollo embrionario, en E 23, se observan los ovarios (derecho e
izquierdo) bien delimitados con un oviducto embrionario formado (Fig. 15 a). El ovario se
observa como una estructura ovoide con un volumen de 190.681.368 um3. Se observa el
hilio en la regién medio lateral, revestido por un epitelio germinal de células cubicas (Fig.
10 b). El ovario se observa como una estructura maciza, con una corteza muy desarrollada
donde se evidencian los cystos o nidos de ovogonios formados por 5 a 10 ovogonios
(Volumen iovogonios: 173.013,7 um3) delimitados por una ldmina basal (Flg. 15 b y c).

En la regidn del hilio se evidencia la formacién de la futura médula del ovario.

El ovario en este estadio se observa rodeado por el oviducto en formacién el cual es
acompafado por una delgada capa de mesénquima que forma una bursa o bolsa ovarica
(4 o 5 células de espesor). En el oviducto ya se identifica la presencia de un epitelio de

revestimiento de células cilindricas (Fig. 15 d).
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Figura 15: a) Histologia panoramica del ovario embrionario de E.patagonicus en E.23. b) detalle de
la corteza ovarica con cystos o nidos de ovogonios y detalle de epitelio germinativo. c) detalle de
ovogonias en cystos. b) detalle de oviducto embrionario y detalle del epitelio de revestimiento
interno. Referencias: bu: bursa/bolsa ovarica; cy: cysto/ nido de ovogonias; eg: epitelio
germinativo; ep: epitelio de revestimiento; hi: hilio; me: medula ovdrica; ovd: oviducto. Asterisco:
[dmina basal del cysto. Cabeza de flecha: ovogonios. Coloracién: HE: Ay D; PAS: By C.

En un estadio mas avanzado del desarrollo, E. 25, se observé en ambos ovarios (volumen
X: 154.216.850 um3) que la corteza se encuentran formada por gran cantidad de foliculos
primordiales compuestos por ovogonios (volumen X: 4.422.556,3 um3) delimitadas por

los precursores de las células foliculares. Las células foliculares son bajas en su eje basal-
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apical. La médula del ovario se encuentra mas desarrollada a la altura del hilio. En ella se

observa la presencia de vasos sanguineos y tejido conectivo laxo (Fig. 16).

Figura 16: a) Histologia panoramica del ovario embrionario de E.patagonicus en E.25. b) detalle de

la corteza ovarica con foliculos primordiales. Referencias: bu: bursa/bolsa ovarica; cr: corteza
ovarica; hi: hilio; me: medula ovdrica; ovd: oviducto; ov: ovogonio. Asterisco: células foliculares.
Cabeza de flecha: nucleo del ovogonios. Coloracidn: HE.

En este estadio se observa el oviducto, con su forma cilindrica tipica y su mucosa con
pliegues caracteristico tapizado por un epitelio de células cilindricas. La bursa ovdrica que
acompafia al ovario, presenta unas pocas células de espesor (1 o 2 células de espesor).

Tanto el ovario izquierdo como derecho se observan de similares caracteristicas.

En cuanto al desarrollo del Utero, en el estadio 23, puede distinguirse macroscdpicamente
un Utero bicorne bien definido con una vagina Unica (Fig. 17 a). Histolégicamente se
observa la presencia una cavidad en el cuerno uterino, de moderada amplitud al igual que
en la regidn vaginal (Fig. 17 b). En el estadio 25 se observa la cavidad uterina bien definida
y amplia, conectada con la cavidad vaginal (Figura 17 c y d). En la regién cefalica del

érgano se evidencia la presencia de grandes vasos sanguineos en las paredes.
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Figura 17: a) Morfologia del aparato reproductor de E. patagonicus en estadio 23 de desarrollo
embrionario. b) Microfotografia de la histologia del sistema reproductor en E.23. (corte
longitudinal) c) Morfologia del sistema reproductor en E. 25 (Corte longitudinal). d) Histologia del
ovario y cuerno uterino en E. 25. Referencias: cd: cuerno uterino derecho; ci: cuerno uterino
izquierdo; cu: cuerno uterino; ov: ovario; ov d: ovario derecho; ov i; ovario izquierdo; ovd:

oviducto; vg: vagina; vs: vaso sanguineo.
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4.1.4. Apoptosis y proliferacion en ovario
embrionario:

En el ovario embrionario en formacion se detectd la expresion de proteinas de la familia
Bcl, que participan en el proceso de apoptosis en el E. 23 de desarrollo embrionario, se
detectd la expresién moderada de proteinas anti apoptdticas Bcl-xL en la region caudal del
ovario. Mientras que la expresion de la proteina pro apoptética Bax, se observé en este
mismo sector pero con un rango de expresién mds amplio. Esto estaria indicando un
aumento de las células apoptodtica, en este caso ovocitos, lo cual es propio de la fisiologia
ovdrica fetal. (Fig. 18). A su vez, se detectd la expresion del factor de transcripciéon PCNA

en nucleo de los ovocitos en la zona cefélica del ovario.

Control -
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Figura 18: Ovario de Embrién de E. patagonicus en estadio 23. a) Inmunohistoquimica BCL-XL en
ovario embrionario. b) Inmunodeteccién de proteina pro apoptética BAX en ovario embrionario. c)
inmunodeccion del antigeno de proliferacién Nuclear PCNA. d) Control negativo de la técnica.
Referencia: Circulo linea interrumpida encierra la zona con marcacién positiva.

4.1.5. Testiculo embrionario

En un embridn en estadio 21 del desarrollo embrionario de E. patagonicus se observa que
el testiculo es una estructura maciza formada por un estroma de tejido conectivo denso
que lo rodea por fuera pero sin la presencia de tabiques que delimiten lobulillos. Se
distingue un parénquima formado por tubulos seminiferos y tejido intersticial. Los tubulos
seminiferos se observan macizo sin luz en su interior, formado por células germinales
(espermatogonias) y células somaticas de sostén. Las espermatogdnias se observan como
células de gran tamafo y esférica, mientras que las células de sostén son de menor
tamanfio. El tejido intersticial (entre los tubulos seminiferos) es abundante formado por
células que daran origen las células de Leydig, con nucleos alargados y poco material

intercelular.

Al realizar la inmunodeteccién de PCNA se observd gran actividad mitdtica tanto en las
células somaticas de sostén que se encuentran dentro de los tubulos, como en las células

intersticiales (Fig. 19).

B e
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Figura 19: Testiculo embrionario de E. patagonicus, E. 21 del desarrollo embrionario. a)
Inmunodeteccién de antigeno de proliferacidn celular (PCNA) en testiculo embrionario. b) control
negativo de la técnica. Referencias: flecha amarilla: espermatogonia; felcha negra: células
intersticiales; flecha roja: células de Sertoli (células somaticas).
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4.2 Histologia del ovario adulto:

El ovario del adulto en E. patagonicus es una estructura ovoide maciza, cubierta por un
epitelio cubico simple, el epitelio germinal. Se observan tres zonas bien distinguibles: la
corteza, que se ubica hacia la periferia, una médula poco desarrollada y el hilio donde
ingresa el sistema vascular (sanguineo y linfatico). A su vez el ovario se encuentra rodeado
por una bursa o bolsa ovarica formada por una prolongacion de la serosa del oviducto.

(Fig. 20)

Figura 20: Histologia de ovario derecho en hembra adulta donde se evidencia la morfologia ovarica
diferenciandose corteza externa donde se localizan los foliculos ovaricos de una médula interna de

tejido conectivo con gran vascularizacién. Por fuera del ovario se distingue una bursa o bolsa
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ovdrica de tejido conectivo que deriva del oviducto. Tincién: Tricrdmica de GAmori. Referencias:

Bu: bursa ovdrica; Co: Corteza ovarica; Me: médula; ovd: oviducto.

4.2.1. La Corteza:

La corteza es la zona mads periférica del ovario, se inicia por debajo del epitelio de
recubrimiento o mesotelio (antiguamente conocido como epitelio germinativo), comienza
con una tunica albuginea poca o nulamente distinguible, formada por una capa de células
con escaza vascularizacion. A continuacion, se localizan los diferentes foliculos ovaricos
rodeados por células estromales polimorfas de nucleos esféricos. La estructura de la
corteza es sostenida por fibras reticulares dispuestas en forma de red, las cuales rodean a
los diferentes foliculos. Los foliculos menos desarrollados se ubican hacia la periferia
mientras que los foliculos mas avanzados en su desarrollo se localizan hacia la regién mas

interna. (Fig. 21).
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Figura 21: Detalle de la corteza externa, donde se observa el epitelio de recubrimiento de células

cubicas. Por debajo una tunica albuginea muy delgada y los foliculos primordiales ubicados en la
periferia. Tincion: Argéntica contrastado con hematoxilina. Referencias: ce: células estromales; ep:
epitelio de recubrimiento; f1: foliculo primario; fp: foliculo primordial. Tincién: Argéntica —

hematoxilina.

4.2.2. La médula ovarica

La medula en los ovarios es escaza, es la continuacion histolégica y anatédmica del hilio.
Formado por un tejido conectivo laxo muy vascularizado con escasas fibras colagenas

distribuidas irregularmente y reticulares dispuestas en cordones. (Fig. 22)
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Figura 22: Detalle de médula e hilio del ovario de E. patagonicus. Tincion PAS. Referencias: Co:
corteza; Hi: hilio; Me: medula. Tincidn: PAS.

4.2.2. Sistema Folicular
En el ovario adulto de Eumops patagonicus se pueden observar distintos tipos de estadios

foliculares caracteristicos en los mamiferos: foliculo primordial, foliculo primario, foliculo
secundario, foliculo antral y foliculo maduro o de Graaf, asi como foliculos atrésicos y
cuerpo luteo. A continuacion, se detalla la morfologia histoldgica para cada uno de los

foliculos observados:
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Figura 23: Foliculos ovaricos en diferentes estadios de diferenciacion. a) Foliculos primordiales. b)
Foliculo primario temprano con células foliculares cubicas. c¢) Foliculo primario temprano con
células foliculares cilindricas. d) foliculo primario avanzado con células dos estratos de células
foliculares. e) Foliculo secundario o antral. Tincidn: H-E. Referencias: an: antro; ti: tunica interna.
Escala 20 pm.

Foliculo primordial: (x13.536,5 pm3) es el foliculo en menor desarrollo que se encuentra
ubicado en la regién mas externa de la corteza, por debajo de la tunica albuginea. Se
encuentra formado por un ovocito ( X: 7832,5um?3) rodeado por un epitelio de células

foliculares planas. (Fig. 23 a).

Foliculo primario temprano: (x:471.886,1 um?3) se encuentra en la corteza ubicado por
debajo de los foliculos primordiales. En este foliculo el ovocito comienza a crecer y
aumentar de tamafio (x 191079,8 um?3) y a su vez las células foliculares cambian de planas
a cubicas (Fig. 24 b) y posteriormente a células cilindricas (Fig. 23 c). En estos foliculos, los

ovocitos se observan con nucleos con cromatina laxa y nucléolo bien definidos.
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Foliculo primario avanzado: (x2.483.248,4 um3) estan formados por un ovocito que ya se
encuentra rodeado por la zona peltcida, la cual se evidencia como una regiéon de
coloracién fucsia cuando se colorea con PAS. Seguido de esta regidon se observa a las
células foliculares que ya se encuentra formada por una capa biestratificada de células
cubicas. Por fuera de la membrana basal de las células foliculares se observa a las células
del tejido intersticial organizandose en forma concéntrica al foliculo. El nucleo del ovocito
se observa de forma excéntrica con su cromatina laxa y nucléolo definido (ovocito, X:

288.395,2 pum3). (Fig. 23 d).

Foliculo secundario o antral: (x12.391.110,6 um3) en este foliculo el ovocito se encuentra
rodeado por varios estratos de células foliculares, las que adquieren una forma esférica,
denominandose células de la granulosa. Se observa en estos foliculos la presencia de
espacios entre las células de la granulosa. Por fuera de estas se observa una teca interna
bien definida que se continta con las células intersticiales. (Fig. 23 e). Dentro de esta
categoria se observé un foliculo antral biovular, el cual no se volvié a observar en otras

hembras analizadas.

Foliculo maduro o de Graaf: (x26.261.944,29 um?3) se observa el ovocito rodeado por la
zona peldcida y un grupo de células foliculares. A su vez estas células se unen al resto de
células de la granulosa por un grupo de células denominado cumulus ooforus. El resto de
las células foliculares o granulosas se encuentra rodeando una gran cavidad ocupada por
el liquido folicular o antral. Las células de la granulosa que miran hacia el antro folicular se
denominan células de la granulosa antral y células de la granulosa mural, que se ubican

préximas a la teca. Por fuera se pueden distinguir las tecas internas y externas.

Cuerpo lGteo: (x71.107.945,24 um?3) formado por las células derivadas de la granulosa,
gue forman las células granuloso-luteinicas. Estas son células de gran tamafio esféricas,
con nucleo esférico, excéntrico con nucléolo bien distinguible. Se observa contenido PAS

positivo en el citoplasma de las células granuloso-luteinicas. A su vez se encuentra
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formado por las células derivadas de la teca interna, denominadas teco-luteinicas, las

cuales son células de menor tamafio con forma ahusada. (Fig. 24).

Figura 24: a) Ovario de Utero gestante con presencia de cuerpo luteo y foliculos en desarrollo
Tincion H-E. b) detalle de cuerpo liteo donde se observan las células granuloso-luteinicas con
contenido PAS positivo en su citoplasma y células teco-luteinicas de menor tamafio. Referencias:
bu: Bursa ovarica; cl: Cuerpo luteo; F1: foliculo primario temprano; Fla: foliculo primario
avanzado; gl: células granuloso-luteinicas; ov: ovario; ut: Utero; tl: células teco-luteinicas.
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Foliculos atrésicos: se observan foliculos en atresia, en donde se distingue Ila
desorganizacion de las células de la granulosa con la evidente formacidon de nucleos
picndticos. En los foliculos primarios se observa la presencia de células de la granulosa con
nucleos picnéticos (Fig. 25 a). En los foliculos antrales se observa la desorganizacién de las
células de la granulosa que se encuentran en la periferia del antro folicular,

desprendiéndose hacia el antro (Fig. 25 b).

Figura 25: a) Corteza del ovario con foliculo primario con células apoptdticas de la granulosa. b)
Foliculo antral en el que se observa desprendimiento de las células de la granulosa en apoptosis,
hacia el antro. Referencias: Flechas negras: Nucleo picnéticos.
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4.3. Asimetria morfologica y funcional del
ovario

Se pudo determinar que en Eumops patagonicus existe una diferencia morfoldgica y
funcional entre los ovarios derecho e izquierdo. El ovario derecho es un ovario tipico
donde se observan todos los estadios foliculares antes descriptos. Con una medula y su
corteza bien definidas, poseen un volumen promedio de 1,198mm3. En todos los
ejemplares examinados (n: 77) este patréon de dominancia del ovario derecho es evidente

(Fig. 26 ayc).

Por otra parte, el ovario izquierdo es de menor tamafo, contando con un volumen
promedio de 0,090293 mm3, en él se observa una corteza en la que predominan los
foliculos primordiales por debajo del epitelio germinativo y la tunica albuginea. En cuanto
a los foliculos en desarrollo solo se observan foliculos primarios con una capa de células
foliculares cubicas y cilindricas, en todas las hembras analizadas (n: 26), no se encontrd la
presencia de foliculos antrales ni la presencia de cuerpo luteo que evidencie una ovulacién

(Fig. 26 by d).
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Figura 26: a) ovario derecho AMA 172 con foliculos en diferentes estadios de desarrollo, desde
foliculos primordiales a foliculos antrales. b) ovario izquierdo de AMA 172 donde se observan solo
foliculos primordiales y primarios. c) ovario derecho de AMA 210 con foliculos en diferente grado
de desarrollo, foliculos atrésicos y presencia de cuerpo luteo. d) ovario izquierdo de AMA 210
donde se observan solamente la presencia de foliculos primordiales en la corteza. Referencias: bu:
bursa ovarica; cl: cuerpo luteo; f1: foliculo primario; fa: foliculo antral; fp: foliculo primordial; m:
médula; ov: oviducto. Coloracién Hematoxilina-Eosina.

Expresion de FSH: hormona foliculo
estimulante.

Al evaluar la localizacion de la hormona foliculo estimulante en los ovarios, se observé que
la misma varia entre el ovario derecho e izquierdo. En el ovario derecho se observa la
presencia de esta hormona en los foliculos en desarrollo, en el citoplasma de las células de
la granulosa de algunos foliculos primarios avanzados, tanto en invierno (Fig. 27 a) como

en otofo (Fig. 27 c). Mientras que en los ovarios izquierdos no se observa la presencia de
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la hormona en los foliculos, pero si se observa presente tanto en el tejido intersticial del

hilio (Fig. 28 b) y en el oviducto (Fig. 27 d).

Figura 27: Inmunomarcacion para la localizacion de la hormona FSH. a) ovario derecho de AMA 59
(invierno), se observa foliculo primario avanzado con inmunomarcacién positiva para hormona
FSH en células de la granulosa. b) ovario izquierdo de AMA 59 (invierno), se observa
inmunomarcacion positiva para FSH en tejido intersticial del hilio. ¢) Ovario derecho de AMA 23
(otofio) donde se observa inmunomarcacién positiva de hormona FSH en ovario células de la
granulosa de foliculo primario avanzado. d) ovario izquierdo y oviducto de AMA 23 (otofio) donde
se observa la ausencia de marca positiva para FSH en ovario y la presencia en el oviducto.
Referencia: f1: foliculo primario, fp: foliculo primordial, ov: oviducto, ti: tejido intersticial del hilio,
flecha amarilla: inmunomarcacion positiva para FSH. Barra de escala: 50 um.
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Evaluacion del estado proliferativo en los
ovarios por la expresion de PCNA (antigeno nuclear
de proliferacion celular)

Se pudo observar la expresién del antigeno PCNA tanto en ovario derecho (Fig. 28 a y b)
como en izquierdo (Fig. 28 c y d) en las diferentes estaciones del afio, pero en diferentes
tipos de foliculos antrales en ovario derecho, y primarios en el ovario izquierdo. Se
observan los nucleos con inmunomarcaciéon positiva tanto en el ovocito como en las

células de la granulosa.

Figura 28: Inmunomarcacion para la localizacion de PCNA a) ovario derecho de AMA 169
(primavera), se observa foliculo antral con inmunomarcacién positiva para PCNA. b) control
negativo ovario derecho de AMA 169. c) Ovario izquierdo de AMA 169 donde se observa foliculo
primario con inmunomarcacién positiva para PCNA. d) control negativo ovario izquierdo de AMA
169. Referencias: fa: foliculo antral, f1: foliculo primario, Cabeza de flecha amarilla: marca positiva
para PCNA.
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Expresion de proteinas pro y anti apoptoticas
Baxy Bcl XL
Se realizd la inmunodeteccion de la proteina Bax en los ovarios de Eumops patagonicus y
observdndose marcacion positiva en el ovario derecho con presencia de cuerpo luteo. Se
detectd Bax tanto en el citoplasma de las células granuloso-luteinicas asi como en las
células tejido intersticial y de la granulosa en foliculos atrésicos (Fig. 29 a y b). En el ovario

izquierdo no se observé inmunomarcacion para esta proteina.

La inmunomarcacion de Bcl-xL en el mismo ovario demostré la presencia de esta proteina
en las mismas células teco-luteinicas del cuerpo Iiteo, como en los ovocitos de los
foliculos primordiales de este ovario con una localizacidn citoplasmatica (Fig. 29 c y d). En
ovario izquierdo se observa la inmunomarcacion positiva en el citoplasma de los ovocitos

en los foliculos primordiales.

Figura 29: Inmunomarcacion para la deteccién de las proteinas pro y anti apoptdticas Bax y Bcl-XL
en ovario derecho. a) cuerpo liteo de hembra AMA 102 (primavera) con inmunomarcacion
positiva para Bax. b) ovario de hembra AMA 102 con inmunomarcacién positiva para Bax en
células del intersticio. c) cuerpo luteo de hembra AMA 102 (primavera) con inmunomarcacién
positiva para Bcl-XL. d) corteza de ovario de hembra AMA 102 con inmunomarcacion positiva para
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Bcl-XL en foliculos primordiales. e) control negativo de inmunomarcacion de Bax y Bcl-XL en ovario
de AMA 102. Referencias: cabezas de flechas amarillas muestran las marcas positivas.

Deteccion de apoptosis por método directo de
TUNEL

Se realizd la deteccidn de células apoptéticas mediante la técnica de TUNEL en ovarios de

E. patagonicus, donde se evidenciaron células tunel positivas en células foliculares de
foliculos en diferente estadio de desarrollo folicular. Se observaron tanto en foliculos
antrales avanzados (Fig. 30 a y b) como en foliculos primarios (Fig. 30 c). Asimismo, se
observan células TUNEL positivas en el intersticio. Estos resultados sugieren que el

proceso de apoptosis actia tanto en foliculos avanzados, como en foliculos primarios.

X ;_r}.;} “'l:'

Figura 30: Ovarios de Eumops patagonicus con tincién positiva para evidenciar células apoptdticas
con técnica de TUNEL. a) Foliculo antral con células TUNEL positivas en sus células de la teca. b)
Detalle de células tecales con tincidn positiva para TUNEL. c) Foliculo primario bilaminar con
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células TUNEL positivas en su granulosa. d) Control positivo de la técnica tratado con ADNasa y
células TUNEL positivo. Referencias: Flecha amarilla sefiala ntcleos TUNEL positivos.

4.4 Morfologia uterina: utero bicorne

Observaciones macroscépicas demostraron que E. patagonicus posee un Utero bicorne
con una cavidad vaginal. El Utero consta de dos oviductos, uno derecho y uno izquierdo,
cada uno rodeando a un ovario, formando a su vez la bursa o bolsa ovarica. Cada oviducto
desemboca en el extremo cefdlico de su correspondiente cuerno uterino, estos convergen
para desembocar en la vagina. Cuando la hembra es juvenil o nuliparas el Gtero bicorne es
simétrico en cuanto al tamafio de los cuernos uterinos derecho e lzquierdo (Fig. 31 a). Por
otra parte, cuando la hembra se encuentra preifiada o ya atravesd una prefiez, el cuerno
uterino derecho, el cual fue el Unico con presencia de embriones en gestacién, adquiere

un tamafio mayor al del cuerno uterino izquierdo que conserva su tamafo (Fig. 31 b).

Figura 31: Diseccidn de la cavidad abdominal de Hembras de E. patagonicus. a) Utero bicorne con
ovarios de hembra juvenil. b) Utero bicorne de hembra con Utero bicorne asimétrico. Referencias:
cud: cuerno uterino derecho, cui: cuerno uterino izquierdo, od: ovario derecho, oi: ovario
izquierdo, ovd: oviducto, vg: vagina, vj: vejiga.
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4.4.1. Oviducto

Es un drgano tubular par, que se extiende desde su inicio, denominando infundibulo al
extremo por donde ingresa el ovocito ovulado desde el ovario, hasta el utero en su
extremo intrauterino. El infundibulo al igual que la totalidad del oviducto se encuentra
formado por una mucosa formada por un epitelio cilindrico con células ciliadas y
secretoras apoyadas sobre su membrana basal y una delgada |ldmina propia de tejido
conectivo laxo. A continuacién, se observa una tlnica muscular y una serosa.
Posteriormente se continta con la ampolla que al igual que el resto del oviducto posee
pliegues de la mucosa hacia el interior de la luz. A medida que se avanza entre las distintas
secciones desde la ampolla hacia el istmo y la unién Utero-tubal se observa un incremento
en las capas de células musculares que forman cada seccion. No se observan diferencias
entre el oviducto derecho e izquierdo (Fig. 32). Mediante la tincién de PAS para
mucopolisacdridos se observd que el contenido de las células secretoras del epitelio de la

mucosa es PAS negativo (Fig. 32 d).
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Figura 32: Histologia del oviducto de E. patagonicus. a) Infundibulo y ampolla del oviducto de E.
patagonicus. b) detalle del infundibulo donde se observan las tres tunicas que lo forman. c) detalle
de a ampolla con coloracién tricrdmica de Gémori donde se observan las fibras de colageno
tenidas de azul. d) ampolla del oviducto con tincién de PAS donde se observa que la secrecién de
las células secretoras son PAS negativo. Tinciones: a y b: Hematoxilina-Eosina; c: tricrdmica de
gémori; d: PAS. Referencias: am: ampolla, mu: mucosa, mus: muscular, se: serosa.

4.4.2. Cuernos Uterinos

Al observar la histologia de los cuernos uterinos de E. patagonicus se pudo distinguir tanto
en el cuerno derecho como izquierdo, las tunicas tipicas que se observan en los
mamiferos. Se observé un endometrio tapizado por un epitelio cilindrico simple, por
debajo se encuentra la lamina propia de tejido conectivo laxo de gran dimensidn, hacia
donde ingresan glandulas tubulares simples. La regidon donde se encuentran las glandulas
es la region funcional del endometrio y por debajo se encuentra el endometrio basal. A

continuacion en el miometrio se distinguen pocas capas de musculo liso en el que se
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observan también algunos vasos sanguineos de gran calibre. Delimitado por fuera se

observa el perimetrio (Fig. 33).

Los cuernos uterinos en hembras juveniles (n:7) no presentan diferencias morfolégicas ni
histoldgicas, sin embargo, en hembras adultas (n: 70) se observa una asimetria en cuento

al tamaio, siendo el cuerno uterino derecho de mayor tamafo.

Figura 33: Histologia de cuernos uterinos de E. pataganicus. a) Cuerno uterino derecho de AMA
172 capturada en invierno, se observan las glandulas endometriales, el miometrio y perimetrio. b)
cuerno uterino izquierdo de AMA 172 en corte longitudinal donde se observa el endometrio con
sus glandulas tubulares, el miometrio donde se distinguen sus 3 capas (longitudinal: 1, circular: 2 y
longitudinal: 3) y el perimetrio. Referencias: en: endometrio, gt: glandula tubular, mi: miometrio,
pe: perimetrio.

4.4.3. Deteccion de la proteina OVGP-1

Al realizar la inmunodeteccién de la proteina OVGP-1 se observd su expresion tanto en
oviducto como en la cavidad uterina. En hembra capturada durante el invierno se
detectaron marcas positivas para esta proteina en ovario, tanto en células intersticiales de
la corteza, como en células de la granulosa de algunos foliculos, asi como también en el
citoplasma de las células epiteliales que forman la mucosa del oviducto en la ampolla y el
infundibulo principalmente (Fig. 34 a y b). En esta misma hembra se observd la presencia
de esta proteina ademads en la cavidad uterina, en el epitelio endometrial (Fig. 35 c). En
hembra capturada durante el verano también se observd la expresion de OVGP-1 en
oviducto derecho, en el citoplasma de las células epiteliales de la mucosa oviductal (Fig.

34. d). No se observaron marcas positivas para esta proteina en oviducto izquierdo.
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Figura 34: Inmunodeteccidn de la proteina OVGP1 en oviducto y cuerno uterino de E. patagonicus.

a) Ovario y oviducto derecho de hembra capturada en invierno, con inmunodeteccién positiva
para OVGP 1. b) Detalle de oviducto derecho con marca positiva para OVGP 1 de hembra

capturada en invierno. c) Detalle de cuerno uterino derecho con marca positiva para OVGP 1 de
hembra capturada en invierno. d) Detalle de oviducto derecho con marca positiva para OVGP 1 de
hembra capturada en verano. e) control negativo de la técnica, seccidon de oviducto sin marca
positiva.

4.5. Ciclo ovarico y uterino

Para este trabajo se realizé un seguimiento continuo durante dos afios de las hembras de

E. patagonicus, por lo que se pudo observar el tracto reproductor de las hembras en las
diferentes estaciones del afio. La histologia de los ovarios y uteros en las diferentes
estaciones del afio mostraron cambios ciclicos por lo que se pudo identificar el ciclo
ovdrico y uterino de esta especie. A continuacién, se describen las caracteristicas del
ovario y del utero durante cada estaciéon del afio, ya que fue posible observar

caracteristicas que se mantenian durante cada estacion.

Otono: (n: 21) al inicio del otofio (marzo) se observa que las hembras de E. patagonicus.
en su ovario derecho (OD) presenta foliculos primordiales, primarios y primarios
avanzados, ademds de antrales en atresia folicular (Fig. 35 a). Mientras que el ovario
izquierdo (Ol) presenta foliculos primordiales, y primarios y primarios en atresia (Fig. 35

b). Este patrdn se repite en los siguientes meses de otofio, observandose la presencia de
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foliculos primarios avanzados y algunos antrales tempranos en el OD. Al inicio del otofio,

en el Utero se observa al algunos restos celulares en su luz, pero escasos, y se distinguen
las glandulas tubulares endometriales (Fig. 35 c). En todas las hembras analizadas nunca

se observé preiiez ni presencia de cuerpo luteo.

Invierno: (n: 16) al comienzo del invierno (julio) el OD se observa con los foliculos en todos
sus estadios de desarrollo, y mas de un foliculo antral o maduro (Fig. 26 a). En una hembra
capturada en agosto se pudo evidenciar la presencia de un cuerpo luteo en el OD (Fig. 35 ¢
y d), mientras que el Ol se observa semejante al observado en otofio (Fig. 35 f). En esta
hembra se encontré la presencia de un blastocito en el cuerno uterino derecho y se
observé que las glandulas endometriales presentan secrecién PAS positiva (Fig. 35 g). Al

final del invierno (septiembre) se observa la presencia del cuerpo luteo en el OD (Fig. 35 h)
mientras que el Ol se observa sin grandes cambios (Fig. 35 i). En el cuerno uterino derecho
se observa la presencia de un embrién en estadios tempranos del desarrollo con la

formacién de una placenta invasiva (Fig. 35 j).

Primavera: (n: 24) se colectaron 24 hembras en la temporada de primavera durante los 2
afos de muestreo, donde solamente 3 no se encontraban gestando. En las hembras
prefiadas se observd la permanencia del cuerpo luteo y la presencia de embriones en el
utero en diferente grado de desarrollo (Fig. 35 k). El Ol de las hembras gestantes se
observaba semejante al de las anteriores estaciones (Fig. 35 I). Entre las hembras que se
colectaron a finales de la primavera (diciembre) se encontraron hembras no prefiadas con
OD sin presencia de cuerpo luteo (Fig. 35 m) pero en los cuernos uterinos se observa la
desorganizacion del tejido epitelial, de las glandulas tubulares enrolladas del endometrio,

asi como la presencia de restos celulares en la luz uterina (Fig. 35 n).

Verano: (n: 16) al inicio del verano (enero) se encontraron hembras en estado avanzado
de prefiez donde el OD conserva su cuerpo luteo y el ovario izquierdo presenta foliculos
primarios en atresia. Durante febrero se observa al OD con gran cantidad de foliculos
antrales en atresia. También a finales del verano se encontré una hembra con el OD con
presencia de cuerpo luteo (Fig. 35 o) y el Ol solo presenta foliculos primordiales (Fig. 35 p).
En esta hembra (AMA 210) el cuerno uterino derecho presenté pérdida del epitelio
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endometrial y desorganizacidn de las glandulas endometriales, asi como gran cantidad de
restos celulares en su luz, con signos de hemorragia (Fig. 35 r). En el cuerno uterino
izquierdo se observa también la desorganizacion del epitelio endometrial y gran cantidad

de restos celulares en la luz (Fig. 35 q).
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Figura 35: Morfologia ovarica y uterina durante las diferentes estaciones del afio. Otofio: a) Ovario
derecho con foliculos antrales. b) Ovario izquierdo con foliculos primarios avanzados. c) cuerno

uterino derecho con glandulas tubulares simples endometriales y pocos restos celulares en su luz.
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Invierno: d) Ovario derecho del mes de agosto, con cuerpo luteo. e) Detalle de cuerpo luteo. f)
Ovario izquierdo con foliculos primarios y primordiales. g) Luz uterina con blastocito en su interior
de hembra de agosto. h) Ovario derecho de hembra en gestacién, capturada en septiembre con
cuerpo luteo. i) ovario izquierdo de hembra de septiembre. j) Utero de hembra capturada en
septiembre en gestacion con placenta en formacidon y embrién en estadios tempranos de
desarrollo. Primavera: k) Ovario derecho de hembra con cuerpo luteo y cuerno uterino en
gestacion. |) Ovario izquierdo de hembra gestante en primavera. m) Ovario derecho de hembra no
gestante, donde solo se observan hasta foliculos antrales. n) detalle de cuerno uterino derecho
donde se observa el endometrio con glandulas endometriales y restos celulares en su luz. Verano:
o) ovario derecho de hembra AMA 210 capturada en verano con cuerpo luteo. p) ovario izquierdo
de AMA 210. q) detalle de cuerno uterino izquierdo de AMA 210. r) detalle de cuerno uterino
derecho sin presencia de embridn, pero con desorganizacion de la zona funcional del endometrio.
Referencias: bl: blastocisto, cl: Cuerpo lateo, cud: cuerno uterino derecho, em: embridn, en:
endometrio, ovd: oviducto. Tinciones: Argéntica: m. Hematoxilina- eosina: a-l y n-r.
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4.6. Dimorfismo sexual: glandula gular en
machos

Se observd que solo los machos de E. patagonicus presentan una glandula exocrina de ubicacién
supraesternal, denominada glandula gular. Se identifica externamente por una invaginacién de la
epidermis inmersa en la dermis, que posee un poro delimitado por un borde con un epitelio

corneo, oculto por el pelaje circundante (Fig. 36 a).

4.6.1. Histologia de la glandula gular

Histoldgicamente, la glandula gular es una glandula sacular simple, compuesta
externamente por una capsula de tejido conectivo denso y tejido adiposo que la rodea por
fuera, que es parte de la hipodermis (Fig. 36 b y c). Septos de tejido conectivo que irradian
desde la capsula delimitan |6bulos. Se observd que el parénquima de la glandula se
conforma solo de adendmeros sebdceos que secretan su contenido hacia el exterior a
través de un conducto. Cada lébulo posee su propio conducto que desemboca en la
invaginacién del tegumento (Fig. 36 d). El conducto exhibe un epitelio plano estratificado y

queratinizado con una transicién a un no queratinizado a medida que se aleja del poro.

En los adendmeros sebdceos, las células basales, apoyadas sobre la membrana basal son
clbicas. Estas células presentan un citoplasma de contenido lipidico y cambian su forma

desplazandose hacia la regién Iluminal del adendmero de acuerdo al estado de
maduracion de la secrecién de la célula y la actividad secretoria del adenémero (Fig. 36 e).
De acuerdo con el mecanismo de secrecién, son holocrinas debido a que toda la célula

forma parte de la secrecion.
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Figura 36: Glandula gular de E. patagonicus. a) Fotografia de macho de E. patagonicus mostrando
el poro epidermal ubicado en la region gular. b) vista interna de la glandula gular al realizar la
diseccién de la piel. c) corte histolégico completo de la glandula gular de E. patagonicus donde se
observa la cédpsula de tejido conectivo que emite tabique delimitando lébulos de adendmeros
sebaceos y la invaginaciéon de la epidermis que forma el poro. d) detalle de la regidn del poro con
sus diferentes conductos y detalle de los adenédmeros sebaceos. e) detalle de adendémero sebaceo
con liberacidon de la secrecidon holdcrina. Referencia: a: tejido adiposo, c: capsula de tejido
conectivo, ce: conducto excretor, sh: secrecidon holdcrina. Cabeza de flecha negra: adenémero
sebdceo; cabeza de flecha amarilla: poro excretor; flecha negra: conducto excretor; asteriscos:
tabiques de tejido conectivo. Tincidn: PAS: c; tricrdmico de Masson: d; H-E: e.

Ademas, se pudo evidenciar un cambio en la morfologia de la glandula dependiente de la
estacion del afo, segun la época reproductiva. La época reproductiva se observé desde

invierno hasta principio de verano, de acuerdo con la presencia de hembras prefiadas y la
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maxima actividad testicular (testiculos escrotales). Este criterio concuerda con lo
propuesto por Barques et al., (1999). De acuerdo con esto, se observé que la pared del
adendmero sebaceo se encuentra formada por una capa simple de células cubicas durante
la época no reproductiva (otofio) (Fig. 37 a y b). Sin embardo, durante la época
reproductiva (invierno a verano) el epitelio prolifera y las células contienen gran cantidad

de secrecion almacenada en su citoplasma (Fig. 37 cy d).

Epoca no reproductiva

’ Epoca reproductiva
- ey -

Figura 37: Comparacion de la glandula de E. patagonicus segln la época reproductiva. a) glandula
gular de Eumops patagonicus; histologia durante la época no reproductiva (otofo). b) detalle de la
glandula en la época no reproductiva. c) Glandula Gular de Eumops patagonicus en temporada
reproductiva (invierno a verano). d) Detalle de la glandula durante la temporada reproductiva. Las
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flechas negras muestran el conducto de las glandulas y las flechas amarillas muestran la secrecion
de la glandula en el acino. Tincién: H-E: ay b; PAS: cy d.

4.6.2. Analisis histoquimico de la glandula gular
Se observé que la secrecion de la glandula es PAS positiva, lo que indica un contenido de

mucopolisacdridos (Fig. 38 a), Asimismo, la secrecién exhibié tincidon positiva para el
colorante Coomasie blue, indicando la presencia de proteinas en el contenido secretado

(Fig. 38 b).

La deteccién de lipidos se realizdé mediante la coloracion de Rojo Nilo, la cual mostré

marca positiva Fig. 38 cy d).

Figura 38: Detecciones histoquimicas en secciones histolégicas de glandula gular de E.
patagonicus. a) adendmero sebaceo con marca positiva para PAS en la secrecion liberada. b)
adendmero sebdceo con marca positiva para Comassie blue en la secrecion liberada. c y d)
adendémeros sebaceos con marca positiva para lipidos tanto en la secrecién liberada como
contenida dentro de la célula. Referencias: flechas marcan la secrecion positiva.
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4.6.3. Inmunohistoquimica para PCNA

Se observd marca nuclear positiva para PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular)
en las células basales que se encuentran en la periferia de cada adendmero que forma la
porcidn sebacea. Las células luminales del adenédmero no fueron inmunorreactivas para

este marcador de proliferacion.

4.6.4. Inmunohistoquimica de S-100 en la
glandula gular

La inmunodeteccién de S-100 se observo en el citoplasma de las células mioepiteliales del
tejido conjuntivo que rodea el adendémero sebaceo y en las células de Merkel de la

epidermis.

Figura 39: Inmunohistoquimica en glandula gular de E. patagonicus. a) deteccion de PCNA en
adendmero sebaceo de glandula gular. b) deteccion de proteina S-100 en adendmero sebaceo de
glandula gular. Referencias: as: adendmero sebaceo; flecha negra: indica la marcacién positiva de
cada anticuerpo.

4.6.5. Analisis del contenido lipidico de la
secrecion de la glandula (lipidomica)

Se realizd un analisis de la composicidn de acidos grasos, observandose diferencias en su

combinacion dependiendo de si se encontraba o no en época reproductiva. Durante la
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etapa reproductiva se observé un 30,7% de EPA, 29,84 % de Ac. Elaidico y 6,53 % de Ac.
Palmitico, mientras que en época no reproductiva la proporcién cambiaba a 38,03% de Ac.

Elaidico, 18,05% EPA, 15,8% de Ac. Palmitico y un 7,99% de Ac. Linolénico (Grafico 1).

Acidos grasos de la secrecion de la Glandula
gular de
Eumops patagonicus
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Grafico 1: esteres de acidos grasos detectados en la glandula gular de E. patagonicus. Barras rojas
en época reproductiva y barras azules en época no reproductiva.

4.7. Alineamiento de proteinas:

Como los anticuerpos utilizados no poseen referencia bibliografica de haber sido usado
contra tejidos de Quirdpteros, ya que en su mayoria son de origen murino disefiados para
la deteccion de proteinas humanas. Por este motivo, se procedié a hacer un alineamiento
de las proteinas de ambas especies para determinar el grado de homologia de las
proteinas de ambas especies en particular de los dominios de afinidad con los
anticuerpos. Se procedid a realizar un alineamiento de secuencias y comparacién entre la

proteina de humano y las especies de Quirdpteros halladas en la base de datos de
10¢
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GenBanck, utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de acceso

libre.
El alineamiento de las proteinas de interés encontradas en GenBank con las proteinas de

la especie particular (E. fuscus) son de gran similitud en el caso de PCNA, FSH.

En el caso de PCNA se observé que la proteina de referencia PCNA de Rattus: solo se
obtuvo 1 match con la PCNA de E. fuscus con un 99% de identidad, 99% de positividad y
0% de gaps. Proteina de referencia PCNA de Homo sapiens: solo se obtuvo 1 match con la
PCNA de E. fuscus con un 99% de identidad, 99% de positividad y 0% de gaps. Mientras
que la proteina de referencia PCNA de Mus musculus: solo se obtuvo 1 match con la PCNA

de E. fuscus con un 97% de identidad, 98% de positividad y 0% de gaps.

En el caso de FSH, la proteina de referencia fillotropin subunidad beta de Mus musculus: 1
match con la subunidad beta de filotropina de E. fuscus con un 84% de identidad, un 93%

de positivos y 0 gaps.

Para la proteina pro apoptdtica Bax de obtuvo un 100% de cobertura para la isoforma X1
entre la proteina de Mus musculus y E. fuscus, con un 86,5% de identidad. Mientas que
para Bcl-XL de M. musculus se observd un 100% de cobertura con respecto a Bcl-2

isoforma X1 de E. fuscus, y un 97,8% de cobertura.

Por otra parte, en el caso de OVGP 1 se compard con la proteina de bufalo ya qué el
anticuerpo utilizado es de tipo anti bovino. Se obtuvo un 88 de cobertura y 66,8 % de

identidad comparando con E. fuscus.
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Discusion de resultados

5.1. Desarrollo gonadal:

La seccidon 4.1 de esta tesis se centra en describir el proceso de desarrollo gonadal y la
caracterizacion de las gonadas, tomando como modelo un representante de la familia
Molossidae: Eumops patagonicus. Dentro de los mamiferos, el desarrollo gonadal fue
ampliamente estudiado en el modelo Murino (orden Rodentia), del que se conoce la
existencia de diferencias respecto del modelo humano. Sin embargo, en mamiferos
silvestres la informacién al respecto es pobre y a pesar de que el orden Chiroptera es el
segundo en numero de especies, los estudios relacionados al desarrollo gonadal son en la

actualidad muy escasos.

La presente tesis describe los principales eventos de formacién de la gdénada,
determinando el estadio de desarrollo embrionario en el que ocurre dicho evento. A su
vez, se detalla la histologia de la génada en cada etapa hasta la formacidn del ovario y el

testiculo.

5.1.1. Cresta gonadal, identificacion de CGPsy
establecimiento de la gonada bipotente.

En los mamiferos, durante estadios tempranos de la gestacidn se observa la formacién de
la cresta urogenital, la que dara origen a las génadas derivados del mesodermo
intermedio y a su vez esta misma estructura dard origen a los riflones del adulto
(Birchmeier y Birchmeier, 1993; Polgar et al., 2007). De esta creta urogenital primitiva se
diferencia la cresta genital la cual es la encargada de dar origen a la gbénada
indiferenciada. Esta estructura en su inicio estad compuesta por un epitelio que comienza a
proliferar hacia el interior y que posteriormente serd invadida por las CGPs (De Falco,
2009). Los Resultados de este estudio revelan que en embriones de etapas tempranas del

desarrollo de Eumops patagonicus se observa la formacién de la cresta genital en el E. 13
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de desarrollo, segun la tabla de desarrollo (Rodriguez et al. 2018). Recientemente se ha
descripto para S. lilium (familia Phyllostomidae) (Gdmez-Porras et al. 2017) la formacién
de la cresta genital, siendo el establecimiento de la génada bipotente entre el E. 11 y el
14, a diferencia de lo encontrado en este estudio. Por otra parte, la estructura histoldgica
de la cresta gonadal no muestra diferencias con lo descripto previamente para Muss

musculus.

Una vez formada la cresta genital, es invadida por las CGP que migran a través del
mesenterio posterior. Estas CGPs se originan en etapas tempranas del desarrollo fuera del
embrion y luego migran por rutas bien definidas para colonizar la cresta gonadal y formar
parte de la génada (Soto-Suazo y Zorn 2005). En nuestros estudios se localizaron las CGPs
mediante la inmunodeteccién de la proteina OCT4 lo que posibilitd observarlas en el
estadio 13 de E. patagonicus ubicadas a lo largo del mesenterio posterior, asi como en el
epitelio de la cresta gonadal y en el interior de la misma. Esto nos estaria indicando que
las CGPs inician su proceso de migracion en estadios anteriores al analizado para llegar a
encontrarse colonizando la génada en el E. 13. Ademas, podemos confirmar que esos
eventos se mantienen conservados en este orden, ya que se puede asumir que ocurren
entre el E. 11 y E. 14 como lo descripto para S. lilium. Teniendo en cuenta ademas, que
este pertenece a otra familia, con caracteres morfoldgicos diferentes a los observados en

la familia Mollosidae.

Avanzando en el desarrollo de las génadas en mamiferos, una vez colonizada la cresta
genital por las CGP, se ha descripto la formacion de una génada bipotente o
indiferenciada. Este es un estadio gonadal en el cual no es posible distinguir el destino de
la misma por su morfologia, posteriormente se observaba la formacién de cordones
testiculares cuando se define el testiculo como la primer caracteristica del comienzo de la
diferenciacién gonadal (Buehr et al., 1993). En S. lilium se ha determinado que el
establecimiento de la génada bipotente es semejante a lo descripto para M. musculus y

gue existe una correlacién entre el desarrollo embrionario de los miembros anteriores y la
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gonada. Al encontrarse la gonada determinada a la formacion del testiculo, el embrion
posee un miembro anterior definido con los esbozos de los digitos y el dedo pulgar
delimitado (Gémez-Porras et al., 2017). Estos mismos hallazgos fueron corroborados en
este estudio, en donde en el E. 17 se encuentra la génada bipotente con la presencia de

algunos cordones sexuales.

Por otra parte, mediante inmunodeteccion de la proteina PCNA se evidencié un marcado
numero de células en proliferacién en la region medular de esta génada. Teniendo en
cuenta que la génada masculina se evidencia primero y la proliferacién comienza en el
epitelio (Brenan et al.,, 2002), al encontrarnos con proliferacion a nivel de médula
estariamos en presencia de una génada femenina, ademas de contar con la presencia del
conducto de Miiller distinguible. Asimismo, esto afirmaria lo descripto para S. lilium que la

diferenciaciéon de las génadas comienza en el E. 17 el desarrollo embrionario.

5.1.2. Gonadas diferenciadas

Se ha observado en estudios realizados en C. perspicillata (Lechowska et al., 2012) en
donde se describe la oogénesis temprana en los ovarios prenatales, que en el estadio 12
de desarrollo para esta especie, ya se distinguen los ovarios pares que contienen las CGPs
formando cistos de células de la linea germinal. Estos se encuentran asociado por puentes
citoplasmaticos debido a una citocinesis incompleta. Los resultados de nuestros estudios
no permiten apreciar el estado del ovario en un estadio tan temprano del desarrollo, pero
si se observd la presencia cistos en un estadio avanzado del desarrollo, el E. 23. En E.
patagonicus se puede observar la presencia de ovarios con forma de rifidn, con un hilio
bien delimitado, un epitelio germinativo de recubrimiento y la presencia de estos cistos
formando parte del parénquima ovarico. Esto puede ser una diferencia existente entre
familias, la formacion tardia de los foliculos primordiales. Para C. perspicillata se describe
gue entre el E. 14 y 15 de desarrollo embrionario se observa en los ovarios la formacion
de los foliculos primordiales, formado por los ovocitos rodeados de células somaticas

delgadas que lo envuelven (Lechowska et al. 2014). Esto ocurre tardiamente en lo que
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observamos para E. patagonicus, donde los foliculos primordiales recién son distinguibles
en el E. 25, un estadio avanzado del desarrollo. Al igual que lo observado para C
perspicillata, el ovocito se encuentra en paquitene o postepaquitene con un nucléolo bien
distinguible. Estas observaciones concuerdan con el resultado hallado por
inmunomarcacion de las proteinas pro y antiapoptéticas Bcl-xlI y Bax, lo que mostrd su
influencia en la remodelacion del tejido ovdrico prenatal, pero ademas una mayor

proporciéon de células en divisidn, evidenciadas con el marcador de proliferacion PCNA.

Con respecto a la formacién del testiculo, este ya se encuentra bien formado en el E. 21
de desarrollo de E. patagonicus lo cual concuerda con lo descripto para S. lilium (Gomez-
Porras et al., 2017), en donde observa al testiculo formado por sus tubulos seminiferos en
cuyo interior se observan células somaticas y las espermatogonias. Al igual que en S.
lilium, en E. patagonicus, gracias al marcaje de la proteina PCNA se pudo evidenciar la
activa proliferacién en los mismos. A su vez estos autores asocian el cambio morfolégico a
nivel gonadal, con caracteres externos como el desarrollo del miembro anterior, lo que
concuerda con lo observado para E. patagonicus, no asi con lo descripto para C.

perspicillata (Lechowska et al. 2012).

5.2. Morfologia ovarica y uterina de E.
patagonicus
Esta tesis tiene como uno de sus principales objetivos poder describir a nivel anatémico e
histolégico el tracto reproductor de la hembra de Eumops patagonicus y caracterizar su
ciclo reproductivo. Por esta razén el primer paso fue describir histoldgicamente la
morfologia ovarica y uterina para compararla con las descriptas para otros miembros de la

familia Molossidae y representantes de otras familias.

Al examinar la anatomia se pudo confirmar que E. patagonicus presenta un Utero bicorne
largo en donde se observa una asimetria en el tamafio de los cuernos uterinos, ya que la
mayoria de las hembras adultas presentaban mayor tamafio en el cuerno uterino derecho.
La anatomia de este molossido concuerda con el modelo general de la familia Molossidae,

el cual muestra una de las asimetrias mas marcada dentro de los Chiropteros (Wimsatt,
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1979). El patron de asimetria molosidae se caracteriza por una dominancia exclusiva del

lado dextral del aparato reproductor de la hembra. Esto se ha observado para M.
molossus (Fabian, et al., 1989) donde se describié que en ejemplares jovenes ambos
cuernos conservan la simetria sin embargo en ejemplares adultos se observa una gran
diferencia entre los cuernos, siendo el derecho mas desarrollado que el izquierdo. Esta
asimetria también es observable en los ovarios, siendo el derecho visiblemente de mayor
tamafio. Estas mismas caracteristicas morfoldgicas fueron descriptas para

M. rufus (Rasweiler, 1990).

Los resultados obtenidos mediante el corte seriado de los ovarios de E. patagonicus nos
permitié observar la morfologia de los mismos, en donde al igual a lo descripto para otros
molossidos (eg. M. molossus, M. rufus y T. brasiliensis) existe una diferencia en cuanto a
tamafio y morfologia entre los ovarios derecho e izquierdo. En este estudio se logré
caracterizar la morfologia en ambos ovarios donde se puede distinguir facilmente la
regionalizacién tipica de una corteza y una pequeifia médula que consta de tejido
conectivo laxo y una vascularizacion que se continta con el hilio, tipica de la mayoria de
los mamiferos (Spanel-Borowski, 2012). En la corteza se localizan los diferentes estados de
maduracion folicular donde se distinguieron todos los estadios hasta la formaciéon del
cuerpo luteo. Esto concuerda con descripciones hechas tanto para otros molossidos como
para otras familias de Chiropteros (Rasweiler IV y Badwaik, 2000). Al observar la corteza se
pudo evidenciar que por debajo del epitelio germinativo existe una delgada capa de tunica
albuginea y a continuacién de la cual se observan los foliculos primordiales y los foliculos
en maduracion. Ademas de observarse una diferencia en cuanto a tamafio de los ovarios,

la que radica en los tipos foliculares observados, otorgandole funcionalidad al mismo.

En el ovario derecho de E. patagodnicus se observan en su corteza los diferentes foliculos
en desarrollo, los foliculos primordiales por debajo de la tunica albuginea y los

subsiguientes estadios adentrandose en la corteza, esto se corresponde con lo descripto
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para otras especies de moldssidos y otras familias de Chiropteros (Wimsat, 1975, 1979;
Rasweiler 1988 y Fabian et al., 1989). En el ovario de la especie en estudio, se observé una
diferencia con respecto a los demas representantes de la familia ya descriptos, y es la
ausencia de abundante tejido intersticial glandular (Rasweiler, 1988). Las células
intersticiales glandulares, son un tipo de células derivadas de las células de la teca y son
productoras de andrégenos (Guraya, 1978). Las células de la granulosa producen
aromatasa, que convierte los andrégenos en estrégenos, y las células de las glandulas
intersticiales actian como un suministro de sustrato de estrégenos, promoviendo
indirectamente el crecimiento de los foliculos (Spanel-Borowski, 2012). Pero como se
muestra en nuestros resultados, y comparando con lo descripto para la presencia de este
tejido no es un caracter propio de las especies de la familia Molossidae, como se
observaba hasta el momento. Esto resulta llamativo ya que en otros dos géneros de la
familia se ha evidenciado este cardcter; Genero Molossidae y Tadarida (Kitchener vy
Hudson 1982). Sin embardo, la ausencia de este tejido intersticial glandular se ha
observado en ovarios de especies de diferentes familias como los Vespertilionidaes
(Eptesicus furinalis) para lo que se ha propuesto que la diferencia entre la presencia o no
de este tejido puede deberse a diferencias en la produccién de ovocitos y su
requerimiento hormonal (Bueno et al., 2018) o que la produccién hormonal de este tejido
esté siendo suplida por otras células del ovario (Rodriguez et al., 2019). En nuestra especie
en estudio esta ausencia de tejido intersticial glandular podria deberse a un menor

requerimiento hormonal debido a que solo se ovula un ovocito.

El ovario izquierdo no es un ovario inerte ya que se observa la presencia de foliculos
primordiales que avanzan en el desarrollo hasta foliculos primarios avanzados, sin
embargo, no fue posible observar foliculos mdas avanzados. Se observaron foliculos
primarios en atresia ya que se distinguen gran cantidad de nucleos picnéticos en la
granulosa. Esto nos sugiere que la apoptosis es un proceso fundamental en la
remodelacién del tejido ovarico, ya que estos foliculos no pueden seguir avanzando en su

maduracion por lo que ingresan en el proceso de atresia folicular. En especies de la familia
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Phyllostomatidae, Macrotus californicus, una especie con funcionalidad dextral del ovario
y con su consiguiente gestacion dextral, se procedié a la ovariotomia del ovario derecho,
observandose que el izquierdo reasume su funcionalidad logrando la ovulacién y
formacién de un blastocito. Esto evidencia la capacidad del ovario izquierdo de madurar

sus foliculos ante la ausencia del ovario derecho (Bleier y Ehteshami, 1981).

Por otra parte, al observar las secciones histolédgicas del oviducto y los cuernos uterinos se
pudo distinguir que E. patagonicus presenta a nivel de las trompas uterinas una
caracteristica particular, la presencia de una bursa o bolsa ovarica. Esta es una estructura
gue se ha descripto para especies de la familia Phyllostomidae (Hood y Smith, 1983)
ademas se lo describié también entre representantes del orden Yinpterochiroptera de la
familia Pteropodidae (Hood, 1989). Es una estructura derivada del peritoneo que envuelve
al ovario y en los Pteropodidae solo deja una diminuta abertura peritoneal préxima a las
fimbrias (Mosman y Duke, 1973). Esta estructura también es descripta en M. rufus,
observada por Rasweiler IV (1988). La presencia de esta estructura en especies de
chiréptero podria ser el resultado de una adaptacidn para asegurar el éxito del ingreso del
ovocito ovulado a las trompas uterinas y asegurar de esta manera la fecundacién. Esta
caracteristica es de gran importancia para esta especie debido a su baja tasa reproductiva,
por lo que resulta una buena adaptacién para compensar el hecho de que se ovule un solo

ovocito.

El oviducto, presenta una estructura tradicional, donde se observan las regiones tipicas de
los mamiferos. Se observan las tres tunicas, donde la mucosa esta formada por un epitelio
cilindrico con cilios y células secretoras, en las que no se observa grandes cambios a
medida que se avanza hacia el Utero. En la tunica muscular, si se puede observar un
aumento de fibras musculares lisas a medida que se avanza hacia el cuerno uterino. A
diferencia de lo reportado para algunas especies, en donde se observan diferencias en el
epitelio tubarico entre el lado izquierdo y derecho. Se puede distinguir un epitelio de la

mucosa de la ampolla con una hipertrofia de sus células y mayor vacuolizacion de las
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células secretoras del oviducto correspondiente al ovario que ovuld, como se describe
para Carollia perspicillata (Rasweiler IV y Badwaik, 2000), en E. patagdnicus no se

observaron diferencias notables.

La morfologia uterina dentro del orden Chiroptera en muy variada (Crichton & Krutzsch,
2000; Mssman, 1977) encontrandose tres tipos principales: duplex, bicorne y simple. Sin
embargo, dentro de la Familia Molossidae, todas las especies reportadas hasta el
momento poseen un Utero bicorne donde se observa que la gestacion ocurre en el cuerno
uterino derecho. Este adquiere mayor tamafio en hembras gestantes o que ya han estado
prefiadas. Los cuernos uterinos constan de una histologia clasica observables en otros
mamiferos y semejante a la descripta para otros murciélagos, como Molossus rufus
(Rasweiler 1V, 1990) y Tadarida brasiliensis (Sthepens, 1962). En E. patagonicus, se
mantiene el esquema general de las tunicas uterinas, reconociéndose al endomerio,

miometrio con 3 capas de musculatura lisas y una serosa.

Una caracteristica destacable en hembras en fase liteal con ausencia de prefiez, es la
presencia de un endometrio en estado de regresién, mostrando signos de hemorragias
por desprendimiento de la capa funcional de este. Esta caracteristica habia sido reportada
anteriormente para otras especies de quirdpteros, principalmente dentro de la Familia
Phyllostomidae como uno de los pocos grupos con la capacidad de presentar una
menstruacion verdadera (Hamlett, 1934; Rasweiler, 1970, 1974, 1979 a, b; Quintero and
Rasweiler, 1973, 1974; Bonilla and Rasweiler, 1974). Posteriormente se realizé un estudio
con animales mantenidos en cautiverio donde se seleccionaron grupos de hembras sin
presencia de machos para poder controlar la introduccién del mismo y evaluar los
cambios en el endometrio en Molossus rufus (Rasweiler 1V, 1991). Este estudio pudo
detallar los cambios en el endometrio causados por la reaccidn decidual que tiene lugar en
ambos cuernos uterinos y que en hembras no gestantes se observa como una posterior
menstruacién por pérdida de la capa funcional del endometrio.En la presente tesis se

determind queE. patagonicus es la primera especie en su género (Eumops) en reportar
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esta caracteristica de menstruacién verdadera, un caracter que lo posiciona como un buen
modelo de estudio en biologia reproductiva. anteriormente se detecté menstruacién en C.
perspicillata en donde a diferenciad e M. rufus, en esta no se observa reaccién decidual
clara en la decidua (Rasweiler 1V, 1992). Rasweiler VI, (1992) ha propuesto ademas que
esta caracteristica de presencias de reaccion decidual en determinados primates,
humanos y M. rufus estaria relacionado con la futura formacién de una placenta invasiva

hemocorial, siendo esta una compartida en dos linajes diferentes.

5.3. Asimetria funcional

En los chiropteras se han observado asimetrias en cuanto a la morfologia y a la
funcionalidad del ovario, como del oviducto observdndose una dominancia completa de
uno de ellos. Generalmente se observa que el lado en el que el ovario es responsable de la
ovulacidn, también ese cuerno uterino presenta el embridn durante la gestacidn, aunque
existen casos donde se encuentran embriones en ambos cuernos (Gopalakrishna and
Ramakrishna, 1977). La asimetria reproductiva funcional dextral, es decir dominancia del
ovario derecho y gestacién en el cuerno uterino derecho es el tipo de asimetria mas
comun en los quirdpteros y parece ser una caracteristica de la familia Rhinolophidae
(Matthews, 1937; Wimsatt, 1979 y Bernard, 1985). Este es el tipo de dominancia que se
presenta en la familia Molossidae (Badwaik and Rasweiler 1V, 2002) y es la que
corroboramos en este estudio y que se demuestra para E. patagodnicus, en donde se
observd una total dominancia del ovario derecho. Este ovario funcional derecho fue el
Unico que contenia en su corteza todos los estadios de desarrollé folicular incluyendo al
cuerpo luteo, mientras que el izquierdo nunca presentd estadios avanzados de la
foliculogénesis. Rasweiler IV (1988), al observar esta asimetria en M. rufus, propuso que
esta diferencia podria deberse a una escaza vascularizacién en el ovario izquierdo, lo que
limitaria el crecimiento folicular. Sin embargo Crichton and Krutzsch (1985) al estudiar la
asimetria en M. californicus, propusieron que esa asimetria podria estar relacionada con la

diferencia de expresion de receptores de gonadotrofinas. Un estudio realizado por Jerret
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(1978) en T. brasiliensis, luego de la ovariotomia del ovario derecho y el tratamiento con

gonadotrofinas observd, un aumento de tamaio del ovario izquierdo.

Al realizar la inmunodeteccion de la hormona FSH en ambos ovarios de E. patagonicus se
pudo evidenciar una localizaciéon diferencial. Mientras que en ovario derecho se la
detectabd en las células de la granulosa de los foliculos primarios avanzados y
secundarios, en el izquierdo se encontraba en el tejido conectivo del hilio. Esto sugiere
que esta diferencia funcional de los ovarios estda relacionada a la accién de la FSH, al no
poder actuar sobre sus células blancos en el tejido ovarico del ovario izquierdo. En este
sentido se podria proponer que esto se deberia a una ausencia de los receptores de la
hormona en los foliculos de este ovario, concordando con lo planteado por Crichtin y
Krutzsch (1985), y a que esta ausencia podria deberse a la falta de expresién de receptores

de la hormona FSH solo en el ovario izquierdo.

La comprension del funcionamiento fisiolégico de especies modelos no convencionales
nos aporta informaciéon para una mejor comprensién de la fisiologia y enfermedades

humanas, como lo han hecho los modelos murinos (Mitchell et al., 2009; Keightley, 1996).

Otra caracteristica notable en el ovario izquierdo de E. patagonicus es que a pesar de que
en la foliculogénesis los foliculos avanzan hasta un estadio de foliculo primario, en Ila
granulosa y en el ovocito existe actividad proliferativa. Una proteina celular muy
importante involucrada en la proliferacién celular es el antigeno nuclear de proliferaciéon
celular: PCNA, el cual se acumula progresivamente durante la interfase y desaparece al
final de la mitosis (Hall y Levinson, 1990). Se sabe que esta proteina es componente de la
ADN polimerasa delta y es necesaria para el desarrollo del ciclo celular (Brabo, et al 1987;
Perlich et al, 1987). Por este motivo la inmunodeteccién de PCNA es un buen marcador de
proliferacién celular y se ha utilizado en diferentes estudios para observar células en
proliferacion en tejidos ante diferentes condiciones. En estudios recientes se ha utilizado
la inmunodeteccién de la proteina PCNA en ovarios de Scotophilus heati, un murciélago

vespertilionido, para evaluar si la resistina (hormona producida por el tejido adiposo)
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aumenta la proliferacidon en el ovario de esta especie (Singh et al., 2014). Otro estudio,
que se enfocaba en evaluar la accién de la diamina putrecina en el Utero de Cynopterus
sphinx, un murciélago perteneciente al suborden Yinpterochiroptera (Cynopterus sphinx),
utiliza la inmunomarcacion de PCNA para evaluar la proliferacion celular en el Utero de

este murciélago (Anuradha y Krishna, 2019).

Estos resultados acerca del estado proliferativo de ambos ovarios, mediante la utilizacién
de PCNA como inmunomarcador, demuestran que no existen diferencias en la actividad
proliferativa entre ambos ovarios. Se observé que en ovario izquierdo existe actividad
proliferativa en las células de la granulosa de los foliculos primarios, como en algunos
ovocitos de foliculos primordiales. Ademas, esta actividad proliferativa también se
observa en ambos cuernos uterinos, los que nos indica que la reaccion decidual ocurre en
ambos, por lo que en el tracto reproductor de E. patagonicus no existiria diferencia en

cuanto este aspecto entre el lado derecho e izquierdo.

Por otra parte también se obtuvieron resultados al evaluar que rol juega el proceso de la
apoptosis en ambos ovarios, tanto con el método indirecto mediante inmunomarcacion
de proteinas pro y anti apoptdticas y por el método directo a través de la técnica de
TUNEL. La existencia de un equilibrio o balance entre inductores de la apoptosis como las
proteinas Bax o Bcl-xls e inhibidores de la apoptosis como Bcl-2 y Bcl-xl1 determina la

muerte o supervivencias de la célula (Tilly, 1996; Boise et al., 1993; Oltvai et al., 1993).

Como regla general se ha observado que en el ovario de los mamiferos, la expresién de
Bax se encuentra aumentada, mientras que la expresién de la proteina Bcl-2 se encuentra
en niveles bajos o indetectables (Kim y Tilly, 2004). Esto soporta las observaciones de la
alta tasa de muerte celular programada en el ovario de los mamiferos (Albamonte et al.,
2008). Nuestros resultados no muestran diferencias en cuento a la inmunomarcacion de
las proteinas Bax y Bcl-xI entre ovario izquierdo y derecho, pero al igual que los autores
antes mencionados, si se observa una marcacion positiva mas evidente hacia la proteina

Bax principalmente en células intersticiales, células de la granulosa de foliculos primarios
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avanzados y secundarios, mientras que Bcl-x| se observaba presente en los ovocitos de los
foliculos primordiales. Esto nos indica que en los ovarios de E. patagonicus se mantiene
esa tasa de muerte celular en ambos ovarios a pesar de que solo el derecho es el que
ovula. Esta mayor marca positiva de Bax se presenta principalmente en las células de la
teca, y en células intersticiales, asi como en células de la granulosa. Esto concuerda con lo
gue ocurre en el ovario adulto humano, donde las células en las que mayormente se
observa apoptosis, son las de la granulosa (Billig et al., 1996; Albamonte et al., 2005). Por

otra parte, en el cuerpo Iuteo la inmunodeteccidén para Bax y Bcl-xl se observé equilibrada.

En cuento a los resultados obtenidos mediante el ensayo de TUNEL, se observan células
tunel positivas principalmente en las células de la granulosa de foliculos antrales, en el
ovario derecho, mientras que en el izquierdo se lo ve en foliculos morfoldgicamente
atrésicos. A pesar de la elevada inmunomarcacion de la proteina pro apoptdtica Bax, la
deteccion de apoptosis por el ensayo de TUNEL no fue tan elevada y se restringia a células
morfoldgicamente visibles en apoptosis. Por lo que, la deteccién de Bax por
inmunohistoquimica no necesariamente indica que la apoptosis esté activa ya que la
actividad de Bax es dependiente de la localizacién intracelular (Hsu et al., 1997; Zamzami
et al., 1998), Albamonte et al., (2008) sostiene que ademdas otros antiapoptoticos
miembros de la familia Bcl-2, como Bcl-2 o Mcl-1 (Hsu et al.,, 1998), pueden estar
interactuando con Bax para inhibir su efecto proapoptdtico funcional. Estos resultados nos
muestran que el tejido ovarico se encuentra en un balance constante, los eventos
apoptéticos y de supervivencia celular trabajan en la remodelacidon, mantenimiento y

dindamica de ambos ovarios en E. patagonicus.

Otro de los objetivos de esta tesis, ademas de la caracterizacién histoldgica del oviducto
de E. patagodnicus, fue detectar mediante inmunomarcacidén la existencia de sitios
propicios para el almacenamiento de esperma en el tracto reproductor de la hembra. El
almacenamiento de esperma por varios dias en vertebrados es inusual. En el tracto

I”

reproductor femenino, la esperanza de vida “normal” del espermatozoide es
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aproximadamente la duracidn del estro, generalmente unos dias. En muchas especies de
murciélagos, el estro se acentia (16 a 200 dias: Racey, 1979) y, como resultado, los
espermatozoides fértiles se retienen dentro de sus tractos durante periodos que superan
ampliamente los normales de los mamiferos (Crichton, 2000). La retencién de esperma en
el tracto reproductor en murciélagos que habitan en regiones templadas estd asociada
con el retardo (o Delay) en la ovulacién y la fertilizacion y es una de las tantas estrategias
que les permite a los murciélagos interrumpir su ciclo reproductivo durante la hibernacidn
(Wimsatt, 1960 y 1969). En Molossus rufus, Rasweiler (1987) ha descrito la persistencia de
espermatozoides en el aparato reproductor femenino durante un tiempo después del
parto. Sin embargo, Crichton (2000) sostiene que parece mas probable que esto esté
relacionado con el celo prolongado e inseminacidon continua, en lugar de un caso de
almacenamiento de esperma. Dado que los espermatozoides que han sufrido la reaccién
acrosomal estdn condenados a la destruccién, Krutzsch et al. (1982) propusieron que el
almacenamiento prolongado de esperma en murciélagos debe implicar un retraso en la
capacitacién; por lo tanto, los eventos que retrasan la capacitacion en los murciélagos

probablemente sean una de las causas de la longevidad de los espermatozoides.

Los espermatozoides de mamiferos eyaculados no pueden fertilizar al ovocito; esta
habilidad se adquiere luego de una serie de cambios moleculares y fisioldgicos, conocidos
colectivamente como capacitacion, que se logran durante el transito de los
espermatozoides a través del tracto genital femenino. Ademds de la adquisiciéon de
competencia para la fertilizacion, el tracto materno promueve una dramatica seleccion
espermatica resultado de la diferencia existente entre nimero de espermatozoides por
ovocito en el sitio de fertilizacion (Hino et al., 2016). Un paso crucial que precede a la
fertilizacién es la interaccién del espermatozoide con el tracto femenino y las células
epiteliales que tapizan el lumen y con los fluidos de este (Saint-Dizier et al., 2020). La
migracion de los espermatozoides a través del Utero estd asociada con las interacciones

de los espermatozoides con el fluido uterino y con las células epiteliales, cada una
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mediada por componentes especificos, desencadenando diferentes efectos en los
espermatozoides. Una de las proteinas componente del fluido oviductal es OVGP-1
(oviductina) y es una de las mas abundantes durante el estro (Aviles et al., 2010). Varios
estudios demuestran que esta glicoproteina se localiza a lo largo del espermatozoide, y se
ha observado que si bien el espermatozoide interacciona con varias proteinas que forman
el fluido oviductal luego de la ovulacién, la mas abundante previo a la ovulacion es OVGP-
1, por lo que se sugiere su presencia y funcionalidad en la liberacidon del esperma del
reservorio espermatico (Saint-Dizier et al., 2020). En un estudio realizado en ganado, los
espermatozoides incubados con OVGP-1 purificada, muestran una mayor motilidad vy
viabilidad, integridad de membrana y estado de capacitacion en comparacién con los no
tratados (Abe et al., 1995; Choudhary et al., 2017). La presencia de OVGP-1 y su rol como
indicadora de reservorio espermatico y capacitante de espermatozoides nos llevd a
utilizarla como un marcador en la caracterizacién del oviducto de E. patagdnicus. Nuestros
resultados para la inmunodeteccion de OVGP-1 muestran la presencia de la misma en el
oviducto del lado derecho asi como en el Utero de hembras capturadas en invierno, época
en dénde se produce la ovulacién y la fecundacién, no asi en otoiio. Tampoco se observo
marcacién positiva en el lado izquierdo del tracto reproductor. Estos resultados nos
estarian indicando la expresion de esta proteina en la época de estro, y en esta especie
coincide con la fecundacidon. Esta glicoproteina podria estar actuando como un
capacitador de los espermatozoides y asegurar la fertilizacién del ovocito, siendo esta otra
estrategia evolutiva para asegurar este proceso. Asimismo, al no observarse su expresion
en los meses previos al estro, nos llevaria a pensar que no podriamos considerarla como

marcador de reservorio espermatico en E. patagonicus.

5.4 Ciclo ovarico y uterino
Los murciélagos se caracterizan por ser longevos y por ello tener multiples eventos

reproductivos con la producciéon generalmente de una sola cria (Gaisler, 1989; Racey,

1982). Los mamiferos mas pequenos tienden a producir crias relativamente mas grandes
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(Harvey, 1986), en los murciélagos se ha observado que la cria puede llegar a pesar hasta

el 43% de la masa materna al nacer (Kurta y Kunz, 1987).

Dentro de los Chiropteros existen varios patrones de ciclos reproductivos, los primeros
estudios en cuanto a ciclo reproductivos se realizaron en especies de zonas tropicales que
se caracterizan por ciclos anuales, por el contrario los murciélagos de zonas templadas
poseen diversidad de ciclos reproductivos (Krishna y Batnagar, 2011). En general los
murciélagos de zonas templadas generalmente son monoéstricos (Racey, 1982), estos
generalmente son especies que hibernan y presentan como estrategia el “delay” o retardo
en la fertilizacidn o el desarrollo embrionario. Debido a sus inusuales ciclos, se clasifican

en dos tipos de patrones: los de patrén reproductivo de tipo |, se caracterizan porque el

proestro ocurre a principios del verano, y la copula ocurre a fines del verano y principios
de otofio, posteriormente entran en hibernacién. El esperma se almacena y la fecundacion
ocurre en la primavera. Este ciclo es caracteristico de muchos murciélagos vespertilionidos
(Wimsatt, 1945; Sluiter & Bels, 1951; Pearson, Koford, & Pearson, 1952; Uchida & Mori,
1977; Oh, Mori, & Uchida, 1985; Son, Yoon, Mori, & Uchida, 1987). Por otra parte, en el

patrén reproductivo de tipo Il: se observa en algunos vespertilionidos y algunas especies

de la familia Rhinolophidae. Se caracteriza por una recrudescencia gonadal durante el
verano; el estro y la cdpula ocurren durante el otofio, seguida inmediatamente de la
ovulacion, fertilizacién e inicio de la gestacién. Estas especies son las que poseen retardo
en la gestacion al entrar en hibernacién durante el invierno (Planel, Guilhem vy

Soleilhavoup, 1961; Bradshaw, 1961; Dwyer, 1963).

Por otra parte, existe poca informacién acerca de las especies tropicales, en ellos la
ovulacion y fertilizacién ocurre después de la cépula. Sus ciclos reproductivos son variados
y numerosos y se pueden clasificar en 4 grandes categorias: monoestrica estacional,
poliestrica bimodal, poliestrica estacional y poliestrica no estacional. Segun Krishna y

Batnagar (2011) el ciclo monoééstrico estacional se caracteriza por un solo periodo de cria

y pueden reconocerse 3 variantes. La primera variante, la copula se realiza en otofio
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seguida de la fertilizacidén, prefiez y nacimiento en la primavera. La segunda, la cépula
fertilizacion y prefiez ocurren en el verano. La tercera variante, el proestro ocurre a
mediados de otofio seguido por un retardo en la ovulacién y fertilizacion a fines de otofio
o principio de invierno. Un estudio realizado en la ecorregién tropical de Argentina (las
yungas), para Artibeus planirostris, Sturnira erythromos y S. lilium, las describe como
especies poliestricas bimodal, en donde se observa un retraso en la gestacion en las dos

especies de Sturnira (Miotti, 2020).

Segun nuestros resultados, E. patagonicus, podria considerarse una especie de climas
templados, por su distribucién geografica y se clasificaria dentro de un ciclo monoéstrico
estacional, pero a diferencia de las tres variantes antes descriptas y de los ciclos
propuestos para murciélagos de clima templado, este presenta ciertas caracteristicas. Por
el estado en el que se encuentran los ovarios y la época en la que aparece el primer
cuerpo luteo, asi como el estado reproductivo de los machos, se puede inferir que en esta
especie el estro junto con la ovulacién e inmediata fertilizacion ocurre a fines del invierno.
En esta época se puede observar la presencia del cuerpo IUteo en el ovario derecho y la
presencia de embriones tempranos en el cuerno uterino derecho. En finales de la
primavera y principios del verano se observan las hembras con embriones a término
préoximos al parto. Mientras que en otoflo se observa el proestro donde los ovarios
comienzan a reclutar nuevos foliculos. Asimismo, en el Utero se observan cambios
atribuibles a la fase proliferativa, durante otofio y principio de invierno, mientras que se
observa un utero en fase secretoria de acuerdo con el estado de las glandulas

endometriales, durante fines de invierno y principio de primavera.

En esta especie al igual que en la mayoria de los murciélagos, solo se obtiene una cria por
periodo reproductivo. Asimismo, a pesar de no poder realizar un seguimiento continuo a
un grupo de hembras, el muestreo de individuos cada 15 dias nos permitié estimar que el

tiempo de gestacidn de esta especie oscila en 90 dias.

Asi mediante el estudio de esta especie de regiones templadas, pero en donde no se
registran frios extremos, podemos ampliar el patrén reproductivo en chirdpteros con la
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descripcién de un ciclo monoestrico estacional que comienza en el invierno y que no

presenta “delay” o retardo en la gestacion/ fertilizacion.
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5.5. Glandula gular como caracter de
dimorfismo sexual
En esta tesis se obtuvieron resultados a nivel macroscépico e histoldgico en la descripcién
de la glandula gular de E. patagonicus similares a los estudios realizados para individuos
de la misma familia como M. rufus y M. molossus, (Werner y Lay, 1963; Dourado, 2001). El
estudio de las secciones histolégica nos muestra que el parénquima glandular se
encuentra rodeado por un estroma de tejido conectivo que forma una cdpsula, semejante

a lo descripto para M. rufus (Werner y Lay, 1963).

El parénquima contiene porciones sebaceas y sudoriparas aisladas por tabiques de tejido
conjuntivo que las rodean. De acuerdo con los autores mencionados anteriormente,
encontramos estas caracteristicas en la glandula gular de especimenes de M. rufus y M.
molossus. Sin embargo, nuestros resultados en E. patagonicus indican que esta glandula
estaba compuesta casi en su totalidad por porciones sebaceas. Ademds, nuestras
observaciones revelan que la porcién sebdcea es del tipo sacular de secrecién holdcrina.
Los adendmeros exhibieron células cubicas basales indiferenciadas con funciones
proliferativas, actuando como células madre del adendmero. Este hecho se confirmé con
la marca PCNA positiva en sus nucleos. Por el contrario, las células luminales ya se
encuentran diferenciadas. Estos resultados confirman la hipétesis formulada por Dourado
(2001) para M. molossus en donde se postula el rol de células madre para aquellas células
que se localizan en la base del adenédmero, también reportada para M. rufus (Warner y
Lay, 1963). Este estudio confirma los informes anteriores y amplia la descripcién del
mecanismo holdécrino de la secrecién sebacea para E. patagonicus. Varios estudios
anteriores informaron el tipo de secreciones de las glandulas gulares y asignaron términos
obsoletos de clasificacion a las estructuras sebaceas. Asi, se los describi6 como acinos
sebaceos asociados a una secrecién de tipo holocrino y porciones enrolladas de tubulos
sudoriparos ligados a un tipo de secrecion apocrina. Esto fue reportado para Saccopteryx
bilineata (Caspers et al 2009); Tadarida cynocephala (Werner et al. 1950), Molossus
bondae (Dapson et al. 1977) y Taphozous longimanus (Pandey y Dominic, 1987). Sin

embargo, en este estudio adoptamos una clasificacion diferente la de adendmero sebaceo
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siguiendo los criterios actuales (Maynard y Downes, 2019). Estudios previos para M. rufus

(Warner y Lay, 1963) y M. molossus (Dourado et al., 2001) reportaron que la secrecién de
la glandula gular es lipidica, con base en la morfologia de las células. En este estudio, se
verifica la naturaleza lipidica de la secrecién en la especie estudiada mediante la tincidn
positiva con Qil red y rojo Nilo y posteriormente confirmado con un analisis de lipidémica
para identificar los diferentes tipos de acidos grasos que conforman la secrecion.
Adicionalmente, se confirmd la presencia de carbohidratos y proteinas en la secrecién de
los adendmeros sebaceos mediante la reaccion histoquimica de PAS y azul de Coomassie.
Por lo tanto, este trabajo establece que la secrecidn glandular estd formada por contenido
de lipidos, proteinas y carbohidratos conjugados. Nuestros resultados concuerdan con los
informados para la secrecién gular de Tadarida brasiliensis y Molossus bondae. Sin
embargo, la secreciéon de la glandula de Eptesicus fuscus no mostré contenido de
carbohidratos (Dapson et al. 1977). La inmunodeteccion de S 100 en células mioepiteliales
que rodean los adendmeros sebaceos y en las células de Merkel de la epidermis podria
indicar la presencia de células que tienen conexién con terminales neuronales, ya que las
proteinas S100 estdn relacionadas con las proteinas de unién a Ca?*. Es bien sabido que el
Ca?* es un ion muy importante en la traduccién de sefiales (Fritz et al. 2010). Estas células
positivas para S-100 podrian estar involucradas en la secrecién glandular mediante
estimulacidon mecanica. Por otro lado, también se observd la expresidn de S-100 en células
de Merkel cercanas al poro epidérmico, lo que se describié como un mecanorreceptor que
podria funcionar en el mecanismo de secrecidn glandular. Estudios previos proponen que
estas células estarian involucradas en el mecanismo secretor de glandulas en otros
vertebrados (Germana et al.,, 2007; Olea et al.,, 2019). Probablemente, un estimulo
mecanico en la glandula por parte de la hembra activa la glandula en machos durante la
copula. Heideman et al., (1990) han propuesto una hipétesis similar al estudiar machos de
M. sinaloae con glandulas activas. Observaron que los ejemplares presionaban con el

pecho el lomo de las hembras y dejaban sus marcas
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durante los apareamientos. Ademas, estos autores notaron un pico de actividad glandular
y que la aparicion de las hembras marcadas coincidia con el final de la gestacién y duraba
hasta dos meses después del parto. Nuestros resultados mostraron la maxima actividad
glandular entre invierno y verano, época en que las glandulas alcanzaron el mayor valor
de peso y contenido secretorio. En los quirdpteros, al igual que en otros mamiferos de
pequeifio tamaifo, machos y hembras no presentaban un dimorfismo sexual notable. Sin
embargo, la glandula gular presente en la familia Molossidae es un rasgo de dimorfismo
sexual porque solo estd presente en los machos. Esta glandula gular es una glandula
cutanea hipertrofiada, y suele observarse en algunos representantes de diferentes
familias de quirdpteros como Molossidae, Mystacinidae, Phyllostomidae, Emballonuridae
y Craseinycteridaea. Ademas, existen glandulas cutaneas con diferente localizaciéon en
otras familias (Mofioz-Romo et al. 2021). Esto podria indicar que la secrecién juega un
papel importante en la atraccion sexual o el reconocimiento intraespecifico y el
apareamiento, probablemente como las secreciones odoriferas de otros mamiferos
(Eisenberg y Kleiman, 1972; Blaustein, 1981; Penn y Potts, 1998; Brennan y Kendrick,
2006). Ademads, se ha planteado la hipdtesis de que la secrecion M. sinaloae podria ser
utilizada para marcaje de territorio y hembras (Heideman et al., 1990). Asimismo, se ha
comprobado que las hembras de Leptonycteris curasoae eligen machos con desarrollo de
parches dorsales odoriferos de mayor tamano, sobre los que no lo desarrollan (Mufioz-

Romo et al., 2012).

Por medio del andlisis de la composicidn de acidos grasos de la glandula gular de E.
patagonicus se pudo evidenciar diferencias en la composicién dependiendo de si se
trataba de glandulas activas en época reproductiva o si no se encontraba activa/ época no
reproductiva. Entre los acidos grasos mas abundantes en la época reproductiva se destaca
el EPA o 4cido eicosapentanoico, perteneciente a la familia de los omega 3, mientras que
en época no reproductiva su presencia disminuye, destacandose el acido elaidico. El
cambio en la combinacién de los acidos grasos que componen a la secrecidon nos estaria

mostrando que si, existen variaciones en cuanto a la época reproductiva y que estos

117



Biologia reproductiva de Eumops patagonicus (Chiroptera: Molossidae)
Discusidn de resultados

acidos grasos estarian jugando un papel importante en la transmisién de sefiales
odoriferas como se ha reportado para otros murciélagos y mamiferos estudiados (Mufoz-

Romo et al., 2012; Harris et al., 2012).

El estudio de la actividad de la glandula gular puede ser importante para establecer su
funcidn principal; teniendo en cuenta que las seiales quimicas son fundamentales para su
comunicacion intraespecifica e interespecifica en quirdpteros (Bloss, 1999; Altringham y
Fenton, 2003; Dechmann y Safi, 2005). Los resultados obtenidos para esta especie
sudamericana de la Familia Molossidae, nos proporcionan datos importantes sobre la
morfologia e histologia de la glandula gular, asi como la identificacién de los acidos grasos
que la componen, pudiendo asi inferir su implicancia funcional en el marcaje tanto

territorial, como el de las hembras de su especie durante la época reproductiva.
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Conclusiones

Los estudios realizados en esta tesis sobre los aspectos reproductivos de Eumops
patagonicus permitieron evidenciar varios aspectos relacionados con su biologia

reproductiva, como asi también su desarrollo prenatal.

En E. patagonicus el estadio 13 de desarrollo embrionario es en el que se evidencia la
cresta gonadal formada y es en este estadio donde se pueden identificar las CGP en
migracion. Por otra parte se observd que el estadio 17 se encuentra formada la génada
bipotente pero que comienza a diferenciarse. Una vez diferenciada las génadas en ovarios
y testiculos es posible distinguir la accién de proteinas pro y anti apoptoéticas las cuales

estarian actuando en la remodelacion del tejido embrionario.

En cuanto a la morfologia ovdrica y uterina se establecid la existencia de una morfologia
ovdrica tipica de los mamiferos en donde se distingue facilmente una corteza de una
médula. Por otra parte, en cuanto al tracto reproductor femenino, estamos en presencia
de un atero bicorne donde las trompas uterinas rodean al ovario ademds de formar una

bursa ovarica que los envuelve.

Sobre la histologia de las diferentes secciones, se distinguid el ovario izquierdo del
derecho, tanto por su diferencia de tamafio como por su funcionalidad. El ovario derecho
presenta todos los estadios de la foliculogénesis tipica de mamifero, mientras que el

izquierdo no avanza hasta la maduracion folicular.

La histologia uterina es semejante a lo observado en otros mamiferos, con la caracteristica
gue esta es una especie en donde a lo largo del ciclo uterino se observa la existencia de
una pérdida del tejido endometrial con abundante hemorragia comparable con una

menstruacion verdadera.
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Asimismo, se comprobd la asimetria funcional y no solo morfoldgica de los ovarios en
cuanto a la diferencia en la localizacién de la hormona FSH, la cual seria la responsable de
la falta de ovulacion del ovario izquierdo. Por otra parte la actividad proliferativa y la
actividad apoptdtica en ambos ovarios es semejante, siendo estas responsables del

mantenimiento y remodelacién del tejido ovarico.

En el oviducto se detecté la presencia de una glicoproteina muy abundante en el fluido
oviductal la que podria estar actuando como capacitante de los espermatozoides,
coincidente con mayor expresién en la época reproductiva de esta especie. Esto nos indica
gue no estamos en presencia de reservorios espermaticos de tiempos prolongados ya que

al poco tiempo se produce la fecundacion.

Se identifico ademas el tipo de ciclo reproductivo que poseen las hembras de esta especie,
clasificdAndolas como monoestrico estacional, donde el estro con la consiguiente cépula y
ovulacion ocurre a finales de invierno, mientras que los recién nacidos se observan en
fines de primavera y principio de verano. En el otofio los ovarios exhiben el reclutamiento

y crecimiento folicular.

Se constatd que la glandula gular de E. patagonicus es una glandula es de tipo sebacea con

secrecion holocrina cuya secrecién se activa mediante estimulos mecanicos.
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