Int. J. Med. Surg. Sci.,
2(4):663-670, 2015.

Los Conjugados de Espermatozoides (Asociacion
de Varios Espermatozoides en el Epididimo)
Alcanzan la Zona de Fertilizacion en la Rata,

pero Fecunda sélo un Espermatozoide

Sperm Conjugates (Association of Several
Reach Zone Fertilization in Rats,

Sperm in the Epididymis)
but Fertilizes Only One Sperm

Monclus Maria Angeles* & Fornés Miguel Walter*

MONCLUS, M. A. & FORNES, M. W. Los conjugados de espermatozoides (asociacién de varios
espermatozoides en el epididimo) alcanzan la zona de fertilizacion en la rata, pero fecunda sélo un esperma-
tozoide. /nt. J. Med. Surg. Sci., 2(4):663-670, 2015.

RESUMEN: En mamiferos se produce el fendmeno de conjugacién espermatica, tanto dentro del
epididimo como post eyaculaciéon. Los conjugados espermaticos consisten en decenas hasta cientos de
espermatozoides asociados. La conjugacion de espermatozoides se ha encontrado en el eyaculado de algu-
nas especies pero se desconoce si ascienden por el tracto femenino alcanzando la zona de fertilizacion (tercio
distal de las trompas) v si la disociacion es previa o durante la interaccion con el cumulus ovocitario. Se han
propuesto distintos mecanismos por los cuales la formacion de estas estructuras favorecerian la fecunda-
cién: a. incremento en la velocidad de desplazamiento por sinergia respecto de espermatozoides individua-
les, particularmente en casos de competencia espermatica, b. proteccion de los espermatozoides conjuga-
dos frente al medio hostil, c. prevencidn de una reaccidn acrosomal anticipada, entre otros. Nuestro grupo
describié este fendmeno en rata y raton denominandolos Rosetas y propusimos un posible mecanismo
asociativo. Estos conjugados consisten en grupos de espermatozoides unidos por sus cabezas y con sus
flagelos libres en un nimero no menor a 10 células. Se describieron dentro del lumen de la regidn de la cola
del epididimo, pero no en localizaciones mas proximales, sugiriendo que para asociarse entre si los
espermatozoides deben haber madurado y tomado contacto con factores del fluido epididimario. Para cono-
cer cual es el destino final de los conjugados espermaticos se estudid la presencia de gametas masculinas
conjugadas o no en el tracto genital femenino de rata luego de la eyaculacion. Muestras del contenido de las
trompas obtenidas a diferentes tiempos post apareamiento nos permitieron observar conjugados cerca de
los complejos cumulus - ovocito. Pero sdlo se observaron espermatozoides individuales entre las células del
cumulus. Esto sugiere que los conjugados de espermatozoides luego de alcanzar la zona de fertilizacidon se
separan en espermatozoides individuales.

PALABRAS CLAVE: Sperm; Oviduct; Cumulus Fertilization.

INTRODUCCION

En una revision reciente se retomo la
clasificacion de espermatozoides conjugados

célula a célula en la que dos o mas
espermatozoides se unen fisicamente para

(EC) en el interior del aparato genital feme-
nino detectadas en algunas especies de ma-
miferos (Higginson & Pitnick, 2011). Esta con-
jugacion fue redefinida como una interaccién

mejorar su motilidad o el transporte a través
del tracto reproductor femenino (Pitnick et a/.,
2009). Los EC pueden unirse dentro del apa-
rato reproductor femenino o bien, como cla-
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sicamente se los describid, vinculados al tran-
sito epididimario.

Ambos tipos de EC consisten en la agluti-
nacion de dos o mas espermatozoides vivos y, en
la mayoria de los casos, unidos por sus cabezas.
Cuando la conjugacion se produce dentro del
lumen epididimario es so6lo en las regiones mas
distales de este 6rgano (Ultima porcion del cuer-
po y cola), lo que sugiere que es necesaria la
adquisicion de un cierto grado de madurez por
parte de estas células para poder asociarse. La
primera referencia encontrada en la literatura es
una descripcion de los "rouleaux" en el conejillo
de Indias, Cavia porcellus (Simeone & Young,
1931) presentes en la luz del conducto
epididimario en la region caudal. Estos "rouleaux"
estan formados por varios espermatozoides con
sus cabezas apiladas y presentan un material
filamentoso en las zonas de contacto entre las
membranas plasmaticas. Las colas de los
espermatozoides asociados pueden moverse li-
bremente favoreciendo el desplazamiento de es-
tos rouleaux” en un medio de cultivo definido
(Fawcett & Hollenberg, 1963). Los “rouleaux” se
disocian progresivamente con el tiempo dentro
de la cavidad uterina (/77 v/vo) después de la eya-
culacion y también /7 vitro (medio de cultivo).
Tung et a/., en 1980 propusieron que la forma-
cion de “rouleaux” juega un posible papel pro-
tector, que impide la reaccion acrosomal prema-
tura y preserva la viabilidad de los
espermatozoides.

En cuanto a los animales utilizados frecuen-
temente en el laboratorio, los primeros estudios
relacionados con este fendmeno fueron los de
Fornés & Burgos (1990, 1994). Estos autores
obtuvieron pequefias gotas del contenido del
epididimo de rata por puncidn (Rattus norvegicus)
de diferentes regiones del epididimo. El material
obtenido se colocod sobre una pequefia gota de
solucion salina equilibrada (BSS) (Radigue et a/.,
1988). Las muestras obtenidas de cabeza y cuerpo
no mostraron espermatozoides asociados, sino
células aisladas con movimientos circulares (ca-
beza) o motilidad circular y progresiva (cuerpo).
Sin embargo, cuando las muestras se obtuvieron
de la region mas distal o cola, se observd una
asociacion espermatozoides formada por un gru-
po de células moviles unidas por sus cabezas.
Fornés y Burgos en 1990 describieron, por pri-
mera vez, la aparicion de una nueva asociacion
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de espermatozoides que denominaron "roseta".
Estas rosetas consisten en aproximadamente una
docena de espermatozoides unidos por la cabeza
y con sus colas libres. Luego de unos minutos de
incubacion en el medio de cultivo, los
espermatozoides uno a uno comienzan a despren-
derse dando como resultado la desorganizacion
de la roseta. Mediante técnicas de microscopia
electrénica de trasmision y de barrido describie-
ron las caracteristicas morfoldgicas de las rosetas.
También observaron la presencia de la
glicoproteina DE dentro del material denso que
une las cabezas de los espermatozoides (Fornes
& Burgos, 1994). Algunos afios mas tarde, co-
municamos la existencia de un fenémeno similar
en el ratéon -Mus musculus- al que denominamos
también rosetas (Monclus et 4/, 2007). Se ob-
servaron muchas similitudes con las rosetas de
rata en cuanto a su morfologia y presencia den-
tro de las regiones distales del lumen del
epididimo. Posteriormente trabajando con ratas
Wistar (Rattus norvegicus), analizamos el meca-
nismo de formacién rosetas /77 vitro mediante un
ensayo de re asociacion (Monclus et a/., 2010).
Luego, pudimos aislar los factores involucrados
en la conjugacion y por sucesivas cromatografias
identificamos una proteina presente en el fluido
epididimario de la regidon caudal que participa en
este proceso de asociacion de espermatozoides
/n vitro. La proteina fue identificada como Serpina
1F, también denominada PEDF (Pigment
Epithelium Derived Factor) (Broadhead ef a/.,
2010).

Por otra parte, en cuanto a la movilidad de
los conjugados de espermatozoides, estos se com-
portan de manera diferente segun la especie bajo
estudio. En los roedores de laboratorio se pudo
determinar que las rosetas no se desplazan a
mayor velocidad que los espermatozoides aisla-
dos, por lo cual no puede inferirse que represen-
ten una posible ventaja en caso de competencia
espermatica. En tanto que para los roedores sil-
vestres (Moore et a/., 2002) se describid que los
conjugados (trenes) tienen una velocidad mayor
que los espermatozoides aislados. Por la tanto
en los casos de competencia espermatica la con-
jugacion de espermatozoides puede ofrecer una
ventaja respecto de otros machos, permitiéndole
a los conjugados mas veloces aproximarse mas
rapidamente al ovocito. En el caso de rata y ra-
ton, el posible beneficio que representa la for-
macion de rosetas estaria relacionado con la pro-
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teccion de los espermatozoides durante su alma-
cenamiento en el cauda epididimario y o frente a
la agresion del medio en el tracto reproductor
femenino (Martan & Shepherd, 1973; Birkhead
et al., 1993).

Este trabajo se enfoca sobre el destino de
los EC dentro del tracto femenino en rata, que
hasta el momento se desconocia. No hay refe-
rencias previas respecto a la presencia de rosetas
en la zona de fecundacion (tercio externo de los
oviductos) y su comportamiento en proximida-
des del ovocito.

MATERIAL Y METODO

Reactivos y soluciones. Todos los reactivos
fueron adquiridos a la firma Sigma-Aldrich, sal-
vo algunos casos en los cuales se especifica en el
texto el proveedor. El PBS utilizado (CINa 0,138
M - CIK 0,027 M - Phosphate buffered saline
0,01M, pH 7,4) se prepard a partir de un sobre
de P-3813 (Sigma) de acuerdo a las instruccio-
nes del fabricante. La Solucién de Bouin consis-
tidé en Acido picrico 150 mL -Solucién acuosa sa-
turada-, Formaldehido 50 mLy Acido acético gla-
cial 10 mL.

Animales, ciclado y apareamiento. Los ani-
males utilizados en este trabajo (ratas Wistar)
provienen del Bioterio del Instituto de Histologia
y Embriologia de Mendoza, donde son manteni-
dos de acuerdo con la guia: The Guiding Principles
in the Care and Use of Animal of the US National
Institute of Health. Los procedimientos realiza-
dos fueron presentados oportunamente y se en-
cuentran aprobados por el comité de CICUAL (Co-
mité Institucional para el Cuidado y Uso de Ani-
males de Laboratorio) de la FCM, Universidad
Nacional de Cuyo (http://fcm.uncuyo.edu.ar/
cicual).

Se utilizaron ratas hembras adultas y se
mantuvieron con un ritmo de luz y oscuridad de
12 h, pero invertidos con respecto al ciclo dia y
noche natural de nuestra region geografica. Esto
tiene por finalidad que el momento de aparea-
miento, que en esta especie es en las primeras
horas de oscuridad coincida con el trabajo diario
en el laboratorio. Estas hembras fueron cicladas
diariamente para determinar el ciclo estral. Para

ello con una pipeta con bulbo plastico tipo Pasteur
de punta delgada y roma se introdujeron 50 pL
de PBS tibio en la vagina de las ratas inmovilizadas
por sujecion manual. En el mismo acto se retird
la gota conteniendo el flujo vaginal. Este flujo,
con células vaginales descamadas, permitio de-
terminar el momento del ciclo. Aquellas hembras
en pro estro se separaron en cajas individuales y
luego se introdujo un macho adulto y de fertili-
dad comprobada para el apareamiento. Este acto
se realizé en camara con luz roja (oscuridad vi-
sual para los animales) y bajo observacion direc-
ta se determino el fin del apareamiento. Los ma-
chos fueron retirados de las jaulas y las hembras
fueron chequeadas de poseer espermatozoides
en la vagina mediante el procedimiento arriba
descripto o la presencia de tapdn vaginal que
certificara la eyaculacion de los machos. Luego
de tiempos variables desde la cépula se sacrifi-
caron las hembras en cdmara de Didxido de Car-
bono para una eutanasia aprobada por el CICUAL.

Separacion de oviductos y verificacion de
cumulus intra tubaricos. Inmediatamente luego
de la eutanasia se separaron el tero, las tubas y
los ovarios colocandolos en cajas tipo Petri (60
mm, Nunc®) conteniendo 2 ml de PBS para evi-
tar la desecacion y a 37 °C sobre platina térmica
manteniendo la temperatura constante. Luego,
bajo lupa Nikkon modelo TMS, con
transiluminacion se procedié a separar con tije-
ras el Utero del resto del tracto femenino
obteniéndose las trompas y ovario. A mayor au-
mento se determind la presencia de los com-
plejos cumulus - ovocito. A continuacion, se se-
pararon las trompas a cajas de Petri mas pe-
quefias (Nunc® 35 mm) conteniendo PBS y se
corto la zona dilatada de las trompas que con-
tenia los cumulus mediante aguja (40/8
Terumo®) permitiendo el escape del conteni-
do: fluido tubarico, cumulus y espermatozoides.
A mayor aumento aun bajo lupa se observo que
hubiese presencia de cumulus en el material flu-
yente. A este conjunto se le adiciond 100 pl de
fijador Bouin para preservar las estructuras pre-
sentes. Luego se traslado la caja y el material a
un microscopio invertido WPI (World Precision
Instruments Inc.). Se realizaron las observacio-
nes y fotografié el material del fluido tubarico a
2 hy 4 h de la copulacion. En otros experimen-
tos el material que fluyd de la trompa se fijo, se
aspiré con pipeta tipo Pasteur similar a las
descriptas previamente y transfirié a porta ob-
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jetos. Inmediatamente se colocé un cubre ob-
jeto cuyos bordes poseian un fino cordén de
vaselina sélida (Ewe®) que al colocarlo sobre
la muestra (con la vaselina hacia el porta) ge-
nera una camara y evita la desecacién. Estas
preparaciones se observaron en microscopio de
campo claro con DIC (Leitz, upright) a mayor
aumento.

RESULTADOS

Verificacién de cumulus intra tubaricos. Las
trompas obtenidas presentaron en su mayoria
complejos cumulus ovocitarios que por
transiluminacién se pudieron detectar en zonas
dilatadas del tercio distal de las trompas aisla-
das (Fig. l1a). Estas zonas a mayor aumento
permitian inferir por la opacidad interna la pre-
sencia de cumulus (Figs. 1b y 1c).

Contenido tubarico a 2 h de la copula. Bajo
lupa y luego de lacerar las trompas - en las
zonas dilatadas - se produjo la salida del conte-
nido comprobandose la presencia de varios com-

a

plejos cumulus - ovocito (Fig. 1d, flechas). Es-
tos complejos correspondieron a complejos
cumulus - ovocito inmaduros porque sus célu-
las foliculares estaban abigarradas sobre la zona
pellucida a las 2 h del apareamiento y luego del
pro estro (Fig. 2 a, asteriscos). En la zona de
corte también salié el contenido de la inmedia-
ta vecindad de los complejos y se pudieron ob-
servar EC (Fig. 2, b y c correspondiente a un
mayor aumento del recuadro de la Fig. 2a).

Contenido tubarico a 4 h de la cépula. La
preparaciones en cdmaras permitieron a mayor
aumento observar los cumulus y conjugados de
espermatozoides obtenidos de la regiéon ampular
de la trompa. A mayor aumento se pudieron
observar EC de menor numero de
espermatozoides por conjugado (Fig. 3a, fle-
cha) en comparacion con los observados en la
zona distal del epididimo. Estos EC se encon-
traron en la vecindad de cumulos inmaduros
(“rosetas” tipicas de espermatozoides; Fig. 3a,
b y c flecha). En tanto que a mayor aumento
entre las células foliculares (Fig. 3b y d,
asteriscos) se observaron espermatozoides in-
dividuales atravesando el cumulus.

-

Fig. 1. Micrografias de trompas de rata y su contenido a baja magnificacién a dos horas del
apareamiento. Se observan zonas dilatadas del tercio distal (a; 40X). A mayor aumento, se
aprecia por opacidad la presencia de cumulus ovocitarios (b; 100X y c¢; 250X). Luego de la
salida del contenido tubarico se observan varios complejos cumulus - ovocito (d, flechas; 400X).
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Fig. 2. Micrografias del
contenido tubarico a ma-
yor aumento luego de 2
horas del apareamiento.
Se aprecian numerosos
cumulus ovocitarios
inmaduros (a, asteriscos;
250X). En las proximida-
des de los cumulus se ob-
servan espermatozoides
conjugados -rosetas- (b;
450X y c; 650X). Las dos
ultimas imagenes corres-
ponden a una
magnificacion de la zona
recuadrada en la Figura
la.

- ¥ B - ™ g vzl F'. 2 l A 4{;’ - .

Fig. 3. Micrografias del contenido tubarico a 4 horas de la cdpula, obtenidas con alta magnificacion. Se
observa un menor nimero de espermatozoides por conjugado (a, flecha; 250X). Los conjugados se
sittan en la vecindad de los cumulus inmaduros (a, 250X; b, 450X y c, flecha, 450X). Entre las células
foliculares se observan espermatozoides individuales atravesando el cumulus (b y d, asteriscos).
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DISCUSION

En el presente trabajo se avanzo en la de-
terminacion de la presencia de conjugados de
espermatozoides epididimarios (rosetas) de rata
en las trompas. Estos conjugados estaban pre-
sentes luego de 2 h de la copula dentro de las
trompas. Tanto los complejos cumulus - ovocito
como los conjugados de espermatozoides se
localizaron al mismo tiempo en la zona de ferti-
lizacion. Es de notar que los cumulus ovocitarios
mostraron células foliculares compactadas, in-
dicando que estaban aun inmaduros. No se ob-
servo a estos tiempos espermatozoides indivi-
duales. En tanto que a las 4 h se observd una
moderada expansion del cumulus, como asi tam-
bién espermatozoides individuales entre las cé-
lulas foliculares mas periféricas.

Como se menciono en la introduccion, la
velocidad de desplazamiento de los conjuga-
dos de espermatozoides es controversial para
diferentes autores. En especies como el ratén
ciervo (Fisher & Hoekstra, 2010), raton de cam-
po (Moore et a/.), equidna (Djakiew & Jones,
1983; Jones et a/., 2007), marsupiales ameri-
canos (Taggart et a/., 1993) se observd que
los conjugados de espermatozoides se despla-
zan a mayor velocidad que los espermatozoides
aislados. Esto supone una probable una ven-
taja reproductiva en sistemas de apareamien-
to con alta probabilidad de competencia
espermatica entre espermatozoides de distin-
tos machos. Este aumento en la velocidad de
desplazamiento puede deberse a la mayor fuer-
za de empuje de los espermatozoides conju-
gados (sinergia) respecto de las células aisla-
das, incluso en un medio viscoso (Moore &
Taggart, 1995; Moore ef al.).

Pero no es menos importante el hecho de
que durante ascenso de los espermatozoides en
el tracto reproductor femenino intervienen otros
mecanismos. A pesar de que millones de
espermatozoides se depositan en el tracto fe-
menino durante el coito o la inseminacién arti-
ficial, solo unos miles atraviesan la union Gte-
ro-tubarica (Suarez et a/., 1997). Algunos
espermatozoides aislados alcanzan la ampolla
tubarica rapidamente, pero no necesariamente
son los que participan en la fertilizacion del
ovocito (Hunter & Wilmut, 1983; Overstreet &
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Cooper, 1978; Overstreet ef a/., 1978). Una
segunda poblacion de espermatozoides alcanza
el itsmo varias horas después y quedan alli re-
tenidos. Durante este periodo, los
espermatozoides toman contacto con las célu-
las ciliadas del epitelio del itsmo formando lo
que se denomina “reservorio espermatico
oviductal” (Suarez, 2002; Topfer-Petersen et a/.,
2002). Este reservorio regula la liberacion de
un numero adecuado de espermatozoides ca-
pacitados, en el momento fisioldgico 6ptimo para
garantizar una adecuada fertilizacién por un solo
espermatozoide. Por ello podriamos pensar que
en rata el transporte es relativamente rapido y
los conjugados Illegan antes que los
espermatozoides individuales y que estos lue-
go se desensamblan para que sélo uno penetre
al ovocito. Por otra parte, es ampliamente co-
nocida la influencia del fenédmeno de quimiotaxis
en el desplazamiento espermatico. Gradientes
de progesterona, del orden de los picogramos,
regulan numerosos procesos fisiolédgicos como
el desplazamiento, el “priming” y la reaccién
acrosomal en espermatozoides de mamiferos
(URates et a/., 2014; Guidobaldi et a/., 2012).
El hecho de que al desensamblarse los conju-
gados en la trompa y liberar espermatozoides
progresivamente, estos se encuentren en con-
tacto inmediatamente con el cumulus ovocitario
y permitiria que sustancias como progesterona
involucradas en quimiotaxis, capacitacion y re-
accién acrosomal le den herramientas a los
espermatozoides para fertilizar al ovocito (Teves
et al., 2006; Guidobaldi ef a/., 2008; Pietrobon
et al., 2005).

Otra funcién propuesta para la conjuga-
cion espermatica es preservar la integridad vy
funcionalidad de los espermatozoides. Es de-
seable evitar una reaccion acrosomal anticipa-
da, lo que resultaria en la pérdida de capacidad
de fertilizacion para el espermatozoide en cues-
tion. Los espermatozoides representan un caso
excepcional en el que una célula cumple su fun-
cion en un organismo desconocido y por lo tan-
to, esta expuesto a un medio hostil en el tracto
femenino (Birkhead ef g/.). Este papel protec-
tor se ha sugerido en el oposum (Bedford et a/.,
1984), loris (Phillips & Bedford, 1987), roedo-
res (Fornes & Burgos, 1994; Immler et a/, 2007),
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y conejillos de indias (Tung et a/., 1980; Cooper
et a/, 2000; Yanagimachi & Mahi, 1976). Ade-
mas, se propuso también la posible proteccion
contra la fagocitosis por los polimorfonucleares
en el tracto genital femenino para conejillos de
indias (Martan & Shepherd).

En conclusion la presencia de conjugados
de espermatozoides de rata en el fluido tubarico
vecino a los cumulus ovocitarios indica que es-
tos EC son capaces de alcanzar la zona de ferti-
lizacion pero luego deben disociarsepara que un
solo espermatozoide avance entre las células
foliculares hacia el ovocito.

MONCLUS, M. A. & FORNES, M. W. Sperm
conjugates (association of several sperm in the
epididymis) reach zone fertilization in rats, but fertilizes
only one sperm. /nt. J. Med. Surg. Sci., 2(4).663-670,
2015.

SUMMARY: Mammalian sperm conjugation
phenomenon occurs both in the epididymis or post
ejaculation. Sperm conjugates consist of tens to
hundreds of partner sperm. The combination of sperm
is found in the ejaculate of some species but it is
unknown if the female tract amount reaching the area
of ??fertilization (distal third of the tubes) and if the
dissociation before or during interaction with the oocyte
cumulus. Various mechanisms have been proposed by
which the formation of these structures favor
fertilization: a. increased speed of scrolling synergies
with individual sperm, particularly in cases of sperm,
b competition. conjugated sperm protection against
the hostile environment, c. prevention of early
acrosome reaction, among others. Our group described
this phenomenon in rat and mouse rosettes and
proposed calling them a possible associative
mechanism. These conjugates consist of groups of
sperm joined at their heads and with their free scourges
in no less than 10 cells. They were described within
the lumen of the region of the cauda epididymis, but
not in more proximal sites, suggesting that sperm join
together must have matured and made contact with
factors of epididymal fluid. To know what the final
destination of the spermatic conjugates we studied
the presence of male gametes conjugate or in the
female genital tract after ejaculation rat.. Samples of
the contents of the tubes obtained different times
allowed us to observe mating post near the complex
conjugates cumulus - oocyte. But only individual sperm
between the cumulus cells were observed. This
suggests that the conjugates after reaching sperm
fertilization area are separated into individual sperm.

KEY WORDS: Sperm; Oviduct; Cumulus
Fertilization.
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