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Reservorios espermaticos en el oviducto de llama y avances en
el estudio de los sistemas proteoliticos involucrados
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Sperm reservoir in the llama oviduct and advances in the study
of the proteolytic systems involved

ABSTRACT. In South American Camelids, ovulation occurs about 36 hours after mating. A sperm reservoir
is formed in the of llama oviduct by sperm adhesion the mucosa, during until at least 28 hours after mating.
Contribute to this process the anatomical design of the UUT, the characteristics of epithelial cell surface and a
mechanism of recognition of oviductal carbohydrates, galactose and N-acetyl galactosamine, by the sperm.
This mechanism would be also favored by seminal plasma components. 35 hours after mating, when ovulation
is imminent, no sperm were seen attached to the oviduct, thus proposing a possible involvement of the oviduct
in their release. We postulate that the oviduct would secrete enzymes capable of liquefying the seminal plasma
to release sperm from the sperm reservoir.
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RESUMEN. En los camélidos sudamericanos, la ovulacién se produce cerca de 36 hs después de la copula.
Mediante diferentes estudios demostramos que el oviducto de llama forma reservorios espermaticos en la
unién ttero tubal (UUT) por adhesién de los espermatozoides a la mucosa hasta al menos 28 horas después de
la copula. Contribuyen a este proceso el disefio anatémico de la UUT, las caracteristicas de superficie de las
células epiteliales y el reconocimiento de los carbohidratos oviductales Galactosa y N-Acetil galactosamina
por el espermatozoide, al que favorecen también componentes del plasma seminal. Luego de transcurridas 35
horas, cuando la ovulacién es inminente, no se observan espermatozoides adheridos al oviducto, por lo que se
propone una posible participaciéon del oviducto en su liberacion. Postulamos que el oviducto secretaria enzimas
capaces de licuar el plasma seminal para liberar los espermatozoides.
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Introduccion

El oviducto de mamiferos tiene una posicién tni-
ca en el proceso reproductor. Es aqui donde el esper-
matozoide espera el arribo del ovocito. Dentro del
oviducto tiene lugar la fecundacién, y comienza el
desarrollo del embriéon. Aunque se ha demostrado
que algunas de estas funciones pueden ocurrir bajo
condiciones especiales in vitro, el gran desafio es co-
nocer como se combinan los componentes del ovi-
ducto para hacer posible que todos estos procesos
ocurran con éxito y de una manera ordenada, ha-
ciendo el posible proceso reproductor.
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Existen antecedentes que indican que en los ma-
miferos el oviducto actuaria como reservorio funcio-
nal de espermatozoides. Estos reservorios
espermaticos asegurarian que un gran nimero de
espermatozoides se mantengan fértiles hasta el mo-
mento de la ovulacién. Algunas evidencias indirec-
tas sugieren que la adhesién de los espermatozoides
a las células oviductales in vivo seria un requisito
para lograr una fecundacion exitosa. Otras indican
que los espermatozoides liberados del reservorio son
los mas aptos para fecundar al ovocito. Debido a que
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en llamas la ovulaciéon ocurre entre las 26 y las 42
horas después de la copula (Adams et al., 1991), el
establecimiento y mantenimiento de reservorios
espermaticos en el oviducto parece imprescindible
para mantener la fertilidad de los espermatozoides
hasta el momento de la fecundacién. Nuestra hipote-
sis es que el oviducto de llama almacena los
espermatozoides hasta el momento de la ovulacién.
Estudios anatémicos, histolégicos, histoquimicos
y ultraestructurales mostraron diferencias entre los
distintos segmentos oviductales, los que podrian es-
tar asociados a la capacidad para formar reservorios
espermaticos, hipdtesis que luego se demuestra con
ensayos in vitro. En los camélidos podemos diferen-
ciar 4 regiones anatémicas de caudal a craneal:
infundibulo, ampolla o &mpula, istmo y unién ttero-
tubal (UUT). Esta tiltima termina en el atero forman-
do una papila, la cual tiene un esfinter muscular que
protruye dentro del cuerno uterino.
Ultraestructuralmente, observamos que tanto el ovi-
ducto de llama como el de vicuia poseen un epitelio
pseudoestratificado con células ciliadas y secretoras
(Apichela et al., 2006). Las células ciliadas poseen
abundante cantidad decilias, y las células secretoras
abundantes microvellosidades. Los dos segmentos
caudales istmo y UUT poseen marcadas diferencias
ultraestructurales. La proporcién de células ciliadas
con respecto a las secretoras es mayor en el istmo,
mientras que las células secretoras son mas abun-
dantes en la UUT. Las células secretoras de ambos
segmentos también presentan morfologia diversa,
mientras las células del istmo son bulbosas y lisas,
las de la UUT son més bajas y cubiertas de
microvellosidades. Estas diferencias podrian asociar-
se a una funcién especifica y distinta en el proceso
reproductivo. Ademds, ambas poseen abundante gra-
nulos de secrecion ubicados en el citoplasma apical.
Aparentemente el producto de secrecién se elimina
con pérdida del citoplasma apical. La morfologia del
epitelio se modifica cuando se libera el producto de
secrecion observandose la disminucién de la altura
del epitelio y un aumento de la longitud de las
microvellosidades. Todas estas caracteristicas indi-
can una intensa actividad secretoria.
Considerando estas diferencias, se estudio la for-
macién de reservorios espermaticos por la adhesiéon
de espermatozoides a la mucosa oviductal (Apichela
et al., 2009). Se observaron espermatozoides en con-
tacto con el epitelio dela UUT a las 6, 18, 24 y 28 hs
post-coépula, atrapados en una sustancia distribuida
en parches sobre la mucosa, ausente en las hembras
sin aparear. 35 horas después de la cépula no se en-
contraron espermatozoides en contacto con la muco-
sa En istmo no se detectaron espermatozoides adhe-

ridos en ningtn caso. Consideramos muy probable
que la interaccién oviducto-espermatozoides sea im-
portante para proteger la integridad de las membra-
nas impidiendo la capacitaciéon y la reaccién
acrosémica. De esa forma podran esperar hasta la
ovulacién, momento en que por otro mecanismo atin
desconocido se desvincularian de la mucosa para
ascender hasta el &mpula y fertilizar el ovocito.

El uso de explantos de oviducto para el co-cultivo
con espermatozoides durante la FIV se ha usado en
numerosas especies de mamiferos, incluida la llama
(Del Campo et al., 1994). Se ha sugerido que
glicoproteinas secretadas por las células epiteliales
no ciliadas del oviducto pueden unirse a la membra-
na del espermatozoide y reducir la polispermia. Si
esto es asi, resulta interesante conocer si las diferen-
cias para unir espermatozoides que presentan el ist-
mo y la UUT in vivo, se mantienen in vitro, a fin de
determinar el tipo celular adecuado para realizar
cocultivos con espermatozoides. Para ello realizamos
ensayos de interaccién de espermatozoides con ct-
mulos de células epiteliales (CCE) pre-cultivadas 24
horas, estableciendo el indice de unién (IU= n°
espermatozoides /0.5 mm?2 de CCE). La UUT presen-
t6 un IU superior a Istmo (P<0.001, t test), demostran-
do que mantiene su capacidad diferencial de unir
espermatozoides después de 24 horas de cultivo
(Apichela et al., 2009).

Estudios in vitro también nos permitieron demos-
trar que el sistema de reconocimiento de carbohidratos
de la superficie oviductal - lectinas del espermato-
zoide, participa en el proceso de adhesion al epitelio
dela UUT, siendo Galactosa y N Acetil galactosamina
los principales aztdcares involucrados en esta
interacciéon (Apichela ef al., 2010). La molécula que
reconoce este aztcar seria aportada al espermatozoi-
de por el plasma seminal durante la eyaculacion, ya
que los espermatozoides epididimales no unen este
azucar (Apichela et al., 2008).

Considerando lo expuesto y las particulares ca-
racteristicas fisicas del semen de llama, se estudio la
participacion del plasma seminal, en especial las
secreciones de las glandulas bulbouretrales, en la
adhesion de los espermatozoides al oviducto. Me-
diante microscopia electréonica de barrido en
oviductos de hembras apareadas con machos
bulboretrectomizados no se observan
espermatozoides adheridos al epitelio de la UUT. Se
observé nuevamente la sustancia adherente enla UUT
de hembras apareadas con machos no
bulboretrectomizados (Apichela et al., 2007). Estos
resultados indican que el plasma seminal participa-
ria también en la formacién del reservorio
espermatico. Estos resultados indicarian que el plas-
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ma seminal, dado sus particulares caracteristicas fi-
sicas en camélidos, participaria en el almacenamien-
to de espermatozoides en el oviducto y seria un fac-
tor importante a considerar en el desarrollo de
biotecnologia.

Ademas proponemos que los espermatozoides se
liberan del epitelio oviductal por acciéon de enzimas
proteoliticas tipo metaloproteasas (MMPs). Hasta el
momento hemos detectado que el oviducto de llama
expresa MMP1, MMP 2 y MMP 9. Esto nos permitira
realizar experimentos especificos a fin de determinar

su accién sobre los espermatozoides y el plasma
seminal.

En conclusién, los espermatozoides de llama for-
marian reservorios en el oviducto de llama. Contri-
buyen a este proceso el disefio anatémico de la UUT,
las caracteristicas de superficie de las células
epiteliales y el reconocimiento de los carbohidratos
oviductales Galactosa y N-Acetil galactosamina por
el espermatozoide, y componentes del plasma
seminal.
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