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Interaccion de los espermatozoides con el tracto reproductor
de la hembra: mucho mas que una simple unién entre células

Sperm interaction with thefemale reproductive tract: more
than a simple cellular attachment

Claudia Osycka Salut', Maria Gracia Gervasi?, Luciana Castellano’,

Carlos Agustin Alonso!, Silvina Pérez Martinez!

! Laboratorio de Biologia de la Reproduccién en Mamiferos. Cenfro de Estudios Farmacolégicos y Botdnicos (CEFyBO-CONICET),

Buenos Aires, Argentina

2 Department of Veferinary and Animal Sciences, University of Massachusetts, Amherst, Massachusetts, Estados Unidos

Contacto del autor: Claudia Osycka Salut
E-mail: claudia.osycka@gmail.com

Resumen

Los espermatozoides de mamiferos no son capaces
de fecundar a un ovocito inmediatamente después de la
eyaculacion. Para que esto ocurra necesitan atravesar el
tracto reproductor de la hembra donde sufren una serie
de cambios metabdlicos y estructurales que le confieren
capacidad fecundante.

El tracto reproductor de la hembra interactia con los
espermatozoides a través de diferentes vias para facilitar
su transito hacia el ovocito impidiendo la migracion de
patégenos dentro del tracto, manteniendo la sobrevida
desde la copula hasta la ovulacion y seleccionando a los
espermatozoides mas aptos para la fecundacion.

El oviducto de mamiferos actia como un reservorio fun-
cional de espermatozoides los cuales se unen a las células
epiteliales a través de interacciones moleculares especificas.
La unién de los espermatozoides al epitelio oviductal esta
mediada por residuos de carbohidratos de las células epite-
liales y proteinas tipo lectinas presentes en la cabeza de los
espermatozoides. La liberacion de los espermatozoides en
el periodo peri-ovulatorio es modulada principalmente por
el remodelamiento de la membrana plasmadtica que ocurre
durante el proceso de capacitacion y/o hiperactivacion es-
permatica. Moléculas proteicas, glicosaminoglicanos y lipi-
dos presentes en el fluido oviductal estin involucrados en
la regulacion de la interaccion espermatozoide-oviducto y
en la fecundacion en mamiferos.

En resumen, la seleccion espermatica por el tracto re-
productor de la hembra es clave para garantizar una fecun-
dacion exitosa.

Palabras clave: espermatozoide, tracto reproductor,
reservorio oviductal, mamiferos.

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Gineco-
l6gica y Reproductiva 2015; Vol. XXII (11-23)

Abstract

Mammalian spermatozoa are not capable of fertili-
zing the oocyte just upon ejaculation. They need to travel
along the female reproductive tract, where they undergo
a series of metabolic and structural changes that render
them fertilizing competence.

The female reproductive tract interacts with sperm
in several ways in order to facilitate sperm migration
towards the egg while impeding migrations of pathogens
into the genital tract, to keep sperm alive during the time
between mating and ovulation, and to select the fittest
sperm for fertilization.

Mammalian oviduct acts as a functional reservoir

JSor sperm, which binds to the oviductal epithelial cells

by specific molecular interactions. The adbesion of sper-
matozoa to the oviductal epithelium is mediated by spe-
cific interactions between carbohydrate moieties on the
epithelial surface of the oviduct and lectins on the sperm
bead surface.

During the oestrus, sperm detachment is mainly mo-
dulated by the remodeling of the sperm plasma membra-
ne that occurs through the capacitation process and/or
by sperm hyperactivation. Proteins, glycosaminoglycans
and lipid molecules present in the oviductal fluid are in-
volved in the regulation of the sperm-oviduct interaction
and mammalian fertilization.

In conclusion, sperm selection by the female reproduc-
tive tract is fundamental to ensure successful fertilization.

Key words: sperm, reproductive tract, oviductal sperm
reservoir, mamals.

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Gineco-
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1. El espermatozoide

El espermatozoide (del griego esperma, semilla,
y zoon, animal) es una célula haploide que consti-
tuye la gameta masculina cuya funcion es fecundar
al ovocito para la formacién de un cigoto.

1.1 Morfologia y funcion espermatica

Morfologicamente el espermatozoide de mami-
fero puede dividirse en dos regiones: cabeza y cola.

La cabeza esta constituida por un nucleo ha-
ploide, el acrosoma y una pequena cantidad de ci-
toesqueleto y citosol (Figura 1). El nicleo es mas
compacto al cambiar las histonas por protaminas,
de tal forma que no habria ni replicacion ni trans-
cripcion. La inactividad transcripcional del nutcleo
hace que el espermatozoide sea dependiente de
modificaciones post-traduccionales como la fos-
forilacion de proteinas necesarias para adaptar su
funcion de acuerdo a las necesidades. El acroso-
ma es una vesicula derivada del aparato de Golgi
que cubre aproximadamente la mitad de la cabeza
y que contiene enzimas que degradan proteinas y
glicidos complejos.

La cola o flagelo es la porciéon responsable de
la movilidad del espermatozoide. La cola puede
subdividirse en tres regiones: pieza media, pieza
principal y pieza terminal (Figura 1). En el cuello,
porcién que une la cabeza con el flagelo, estan lo-
calizados los centriolos: el centriolo proximal se si-
tda en la parte basal del nicleo y el centriolo distal
da origen a los microtibulos del axonema. El axo-
nema recorre toda la cola y es la principal porcién
motora del flagelo. Estd compuesto por microtibu-
los, moléculas chaperonas, proteinas fijadoras de
calcio y proteinas quinasas/fosfatasas. En la pieza
media se localizan las mitocondrias que aportan el
ATP necesario para el movimiento del flagelo!.

La membrana plasmadtica se extiende recubriendo
toda la cabeza y la cola cumpliendo un papel funda-
mental en la supervivencia del espermatozoide’.

COLA

Figura 1: Represenfacion esquemdtica del espermatozoide. La
pieza conectora une a la cabeza del espermatozoide con la cola.
Las regiones del flagelo son la pieza media, la pieza principal y
la pieza terminal. la pieza media contiene la vaina mitocondrial
mientras que la pieza principal contiene al axonema rodeado por
las fibras densas. En el esquema se muesira un corte fransversal y
un corfe longitudinal de la pieza principal.

1.2 Adquisicién de la
capacidad fecundante

Cuando los espermatozoides abandonan los tibu-
los seminiferos, si bien constituyen células altamente
diferenciadas, son inmoviles, inmaduros y no tienen
capacidad de fecundar al ovocito. La capacidad fe-
cundante la adquieren durante su transito por el trac-
to reproductor del macho, en un proceso conocido
como maduracion espermatica, y por el de la hem-
bra, en un proceso conocido como capacitacion.

1.2.1. Maduracién espermdtica: ocurre en el epi-
didimo del macho e implica una serie de cambios
en la membrana plasmatica del espermatozoide. En
este proceso se produce una reorganizacion lipidica
y proteica que le confiere al espermatozoide nuevas
propiedades antigénicas, ademds de adquirir la mo-
vilidad necesaria para la fecundacion?.

1.2.2. Capacitacién espermdtica: los espermato-
zoides maduros son méviles pero atin no pueden
fecundar a un ovocito. Esta habilidad la adquieren
en el tracto reproductor de la hembra e implica una
serie de cambios fisiologicos (estructurales y bioqui-
micos) conocidos como capacitacion espermadtica
que le confieren al espermatozoide la capacidad de
llevar a cabo la reaccion acrosomal para la posterior

@ Osycka Salut C y col. Oviducto: seleccion fisiolégica de espermatozoides/ Actualizacién
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fecundacion?. Algunas de las alteraciones descriptas
durante este proceso son: cambios en la composicion
y fluidez de la membrana por la remocién de molé-
culas de colesterol de la misma; remocion, redistribu-
cion y/o aparicion de proteinas en la superficie esper-
matica; incremento del Ca®* intracelular; incremento
del pH citoplasmatico; activacion de canales ionicos y
generacion de especies reactivas del oxigeno®:.

Ademas el aumento de proteinas fosforiladas en
residuos tirosina es un proceso que se encuentra
directamente asociado a la capacitacion y es modu-
lado por una via dependiente de AMPCc?.

1.2.3. Hiperactivacién: durante la capacitacion se
observa un cambio en el patréon de movilidad de
los espermatozoides. Este proceso denominado hi-
peractivacion se caracteriza por ser un movimiento
de alta amplitud del flagelo asociado a un batido
asimétrico del mismo?.

Aunque el movimiento flagelar se activa cuando
el espermatozoide es liberado del epididimo caudal,
este proceso es mas notorio después de la insemina-
cion: cuando el espermatozoide alcanza el istmo del
oviducto e inicia un movimiento asimétrico, amplio
y acelerado del flagelo, lo que lo lleva a moverse
en circulos y lo ayuda a liberarse de las criptas ovi-
ductales para avanzar a través del lumen y alcanzar
la ampolla, atravesar el cimulo o6foro y unirse a la
zona pelicida del ovocito®.

1.2.4. Reaccién acrosomal: es un evento exocitéti-
co que involucra la fusion de la membrana plasma-
tica del espermatozoide con la membrana externa
del acrosoma en la zona apical de la cabeza con la
consecuente liberacion del contenido enzimatico?.

2, Transito de los espermatozoides por
el tracto reproductor femenino

El sitio de deposicion del semen en la hembra
varia entre los mamiferos. En primates y rumiantes
el semen es eyaculado y depositado en la region de
la vagina mds cercana al cérvix (Figura 2). En mi-
nutos solo aquellos espermatozoides que poseen
morfologia normal y son méviles pueden atravesar
el cérvix y movilizarse a través del mucus cervical
el cual actia como barrera fisica. La mucosa del
cérvix de bovinos presenta pliegues que forman
canales orientados hacia la cavidad uterina. Los
espermatozoides viajan por esos canales hasta el
utero, evadiendo al sistema inmune de la hembra’.

En el ttero, un gran nimero de espermatozoi-

des es eliminado post-inseminacion pero no se co-
nocen con exactitud los mecanismos involucrados
en este proceso. Una de las posibles causas es la
eliminacion por el sistema inmune de la hembra.
El ripido transporte de los espermatozoides por
el utero debido a las contracciones del miometrio
podrian prolongar la viabilidad y evitar el contacto
de los mismos con el sistema inmunolégico de la
hembra para llegar al oviducto y asegurar la fecun-
dacion antes que ocurra una infiltracion significati-
va de leucocitos en el ttero®.

Una vez en el oviducto, los espermatozoides se
unen a las células epiteliales de la region inferior del
mismo (istmo) para formar lo que se conoce como
reservorio oviductal (Figura 2), hasta que las senales
relacionadas con la ovulacion inducen la liberacion
de los espermatozoides hasta la region superior del
oviducto (ampolla), donde ocurre la fecundacion.

Figura 2: Transito de los espermatozoides por el fracto reproduc-
for femenino. Durante la cépula los espermatozoides son deposi-
tados en la vagina, una vez alli atraviesan el cérvix hacia el ttero
(detalle panel A). Luego ascienden hasta llegar al oviducto donde
se unen a las células epiteliales del mismo y forman el reservorio
oviductal (defalle panel B). Frente a sefiales asociadas a la ovu-
lacién, los espermatozoides se liberan del istmo y se desplazan
hacia la ampolla que es el sitio donde ocurre el encuentro con el
ovocito [defalle panel C). Modificado de Ref.®.

2.1 Estructura y funcién del oviducto de
mamiferos

El oviducto de mamiferos es un 6rgano tubular
que conecta el ovario con el ttero. Anatomicamen-
te el oviducto presenta tres regiones: infundibulo,
ampolla e istmo (Figura 3).
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El infundibulo tiene forma de embudo y conecta
el ovario con el oviducto. En su extremo distal posee
prolongaciones digitiformes denominadas fimbrias.

La ampolla se extiende desde el infundibulo has-
ta la unioén ampolla-istmo. Esta region presenta una
gran cantidad de pliegues y de superficie epitelial
lo que favorece la secrecion de moléculas hacia el
lumen y el proceso de extravasacion de sustancias
a partir del plasma sanguineo. La unién ampolla-
istmo actia como un esfinter funcional que controla
el transporte del oocito hacia el ttero’.

El istmo forma el tercio proximal del oviducto
y se encuentra adyacente al Gtero. Histol6gicamen-
te se caracteriza por poseer una porcion muscular
engrosada organizada en varias capas y el epitelio
presenta pocos pliegues.

El sitio de unién con el tdtero se denomina
union Utero-tubaria. Esta region se caracteriza por
su estrechez, resultado de la gruesa capa muscular
de su pared siendo una nueva barrera fisica que
deben atravesar los espermatozoides.

La pared oviductal estd compuesta por tres ca-
pas: una serosa externa, una capa muscular doble
intermedia y una capa epitelial interna denominada
mucosa (Figura 3). La mucosa consiste en un epi-
telio cilindrico simple sobre un estroma de tejido
conjuntivo vascularizado. El epitelio esta compues-
to por células ciliadas y células secretoras. Ademas
la mucosa estd organizada formando pliegues hacia
la luz del oviducto los cuales van incrementando su
complejidad desde la union tutero-tubaria hacia el
extremo del infundibulo (Figura 3).

El oviducto se encuentra completamente iner-
vado por fibras nerviosas auténomas simpdticas y
la mayor inervacion se encuentra en la capa de
musculatura circular del istmo, siendo éste un posi-
ble mecanismo de regulacion de la permeabilidad
del oviducto’.

Ademas el oviducto se encuentra asociado a un
sistema vascular local constituido por la arteria oviri-
ca de la cual se desprende la rama oviductal (Figura
4) que se ramifica en numerosas arteriolas formando
una red vascular que irriga el istmo oviductal’.

Infundibulo

Ampolla

Istmo

Unién
Utero-tubaria

Figura 3: Representacion esquemdtica del oviducto de mamf-
feros. Infundibulo: regién préxima al ovario; ampolla: posee una
delgada capa muscular y una mucosa muy desarrollada; istmo:
regién con la musculatura circular engrosada y una mucosa simple,
lugar donde se forma el reservorio oviductal; unién Utero-tubaria:
region estrecha que conecta al oviducto con el Gtero.

De esta manera, algunas moléculas producidas
por el ovario que ingresan a la vena ovdrica, pasan
por un sistema de contra-corriente a la arteria ova-
rica hasta la rama oviductal alcanzando el oviduc-
to. Por ejemplo, las hormonas producidas en los
foliculos oviaricos maduros llegan a las arteriolas
del oviducto ipsilateral al ovario, coordinando los
cambios en el epitelio y la funcionalidad del mismo
sincronicamente con la maduracion del foliculo’.

Entre las diversas funciones del oviducto pue-
den mencionarse: el transporte de las gametas, la
finalizacion de la capacitacion espermatica, la fe-
cundacioén, el desarrollo de los primeros estadios
embrionarios y el transporte sincronizado del em-
brion hacia el ttero para su posterior implantacion.
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Ampolla

Figura 4: Representacion esquemdtica del sistema vascular rela-
cionado al oviducto. Es posible el pasaje de componentes desde
la vena ovérica hacia la arteria ovarica mediante un sistema de
contra-corriente. Modificado de Ref.”.

3. Interaccién espermatozoide-tracto
reproductor de la hembra

En los mamiferos, el tracto reproductor de la
hembra interacciona de diversas maneras con los
espermatozoides seleccionando los mas aptos a fin
de garantizar el éxito de la fecundacion. La interac-
cion de los espermatozoides con el tracto repro-
ductor de la hembra puede ser fisica o molecular.
Las interacciones fisicas son aquellas que modifican
la movilidad y la migracion de los espermatozoides
en respuesta a la microarquitectura de las paredes
y al flujo y la viscosidad de fluidos presentes en el
tracto de la hembra. Las interacciones moleculares
incluyen la “comunicacion” entre moléculas de la
superficie del espermatozoide y del epitelio en el
tracto femenino’.

3.1 Interacciones fisicas
3.1.1 Superficies: la arquitectura de las diferentes
superficies celulares puede afectar la direccion del
movimiento de los espermatozoides. In vitro, los es-
permatozoides no presentan un movimiento alea-
torio y tienden a agruparse en distintas superficies
como vidrio y plastico. En un plano horizontal y en
presencia de paredes laterales, los espermatozoides
tienden a desplazarse y agruparse en las esquinas’.
Las paredes del tracto reproductor femenino
son mds complejas que la superficie de un por-
taobjeto o las utilizadas in vitro. Denissenko et al.
disefiaron microcanales confeccionados con polidi-
metilsiloxano de diversas configuraciones y evalua-

ron cémo las diferentes superficies curvas y angu-
los afectan el movimiento de los espermatozoides®.
Existe una semejanza entre el modelo in vitro de-
sarrollo por Denissenko y la superficie interior de
la union Gtero-tubaria bovina lo que sugiere que la
arquitectura de las paredes de dicha unién, y tam-
bién las del oviducto, podrian tener influencia en el
transito de las gametas y de los embriones.

3.1.2. Fluidos: 1os fluidos del tracto reproductor de
la hembra no se encuentran en un estado estatico.
El flujo de los mismos estd regulado por el batido
ciliar de las células epiteliales, las contracciones del
musculo liso y las secreciones del tracto hacia el
lumen’. Cuando la velocidad del flujo de los fluidos
se mantiene en un rango bajo, los espermatozoides
se orientan y migran en direccion contraria al mis-
mo. Por debajo de este rango el movimiento no se
ve afectado, y por encima, los espermatozoides se
mueven en direccion al flujo’.

La viscoelasticidad es otra caracteristica de los
fluidos que puede afectar el movimiento de los es-
permatozoides dentro del tracto. Los espermatozoi-
des se enfrentan a fluidos viscosos como el mucus
cervical, el fluido oviductal y la matriz del cimulus
ooforo, los cuales poseen diferentes propiedades
elasticas’. Los fluidos viscoelasticos reducen la ve-
locidad de la movilidad progresiva de los esperma-
tozoides y pueden afectar el batido de la cola y en
consecuencia la trayectoria de los mismos.

A partir de la evidencia experimental existente
hasta el momento, se puede concluir que tanto la
microarquitectura de las superficies del tracto fe-
menino como las caracteristicas de los fluidos afec-
tarfan la migracion de los espermatozoides.

3.2 Interacciones moleculares

Como se menciond anteriormente, las interaccio-
nes moleculares son aquellas que se establecen en-
tre moléculas presentes en la superficie de los esper-
matozoides con las del epitelio del tracto femenino.

3.2.1. Interaccién con el epitelio del dtero: si bien
las interacciones moleculares fueron descriptas
principalmente en el epitelio que reviste la unién
utero-tubaria y el del oviducto, algunos trabajos
reportan la interaccion de espermatozoides con el
epitelio endometrial y/o uterosomas. En cerdos, se
han encontrado espermatozoides intactos, viables
y moéviles unidos al epitelio del ttero. Esta unién
seria independiente de lectinas'®. También fueron
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descriptas vesiculas en el fluido del ttero de raton
denominadas “uterosomas” las cuales se unirian al
acrosoma y a la pieza media de los espermatozoi-
des durante su recorrido por el tracto y le transferi-
rfan proteinas a su membrana'’.

3.2.2. Interaccién con el epitelio de la unién Gtero-
tubaria: la unién ttero-tubaria es la transicién entre
el tdtero y el istmo y es considerado un esfinter fi-
siologico. La anatomia de esta region varia consi-
derablemente entre especies. Los espermatozoides
atraviesan esta region como consecuencia de su mo-
vilidad mas que por un efecto de las contracciones
del tracto. Sin embargo, estudios recientes en raton
indican que la movilidad no es suficiente para per-
mitir que los espermatozoides atraviesen esta region.
Estudios previos desarrollados en diversos ratones
knock out para proteinas que afectan la distribucion
y la expresion de la metaloproteasa 3 (ADAM 3) in-
dican que los espermatozoides deficientes en estas
proteinas poseen una morfologia aparentemente
normal, pero no son capaces de atravesar la union
Utero-tubaria'?. Estos resultados sugieren que pro-
teinas de la superficie espermatica interactian con
el epitelio de esta region o que le confieren a los
espermatozoides la capacidad de atravesarla.

3.2.3. Interaccién con el epitelio oviductal: el al-
macenamiento de los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino es una estrategia reproductiva
que parece haber surgido repetidamente a lo largo
de la filogenia. Esta estrategia reproductiva evolucio-
no6 en forma independiente en insectos, peces, rep-
tiles, anfibios, aves y mamiferos. Se cree que el valor
adaptativo de la formacion de un reservorio esper-
matico radica en solucionar el problema de la asin-
cronia que existe entre el momento de la copula y la
ovulacion, que puede ocurrir en un rango de horas
(en la mayoria de los mamiferos) hasta dias, meses
e incluso anos en algunos reptiles'. Esta estructura
transitoria fue descripta por primera vez en el ham-
ster por los investigadores Chang y Yanagimachi en
el ano 1963 y posteriormente en una gran variedad
de especies, entre ellas: conejos, porcinos, ovinos y
bovinos®’. En humanos, atin no es clara la existencia
del reservorio oviductal debido a las limitaciones éti-
cas y técnicas para desarrollar los experimentos in
vivo. Sin embargo, existen trabajos que demuestran
la posible formacion del reservorio en el oviducto
de esta especie, los cuales seran desarrollados mas
adelante (Ver: 6. Estudios realizados en humanos).

La mayoria de los espermatozoides que llega
al istmo oviductal se une a las células epiteliales
del mismo formando lo que se conoce como “re-
servorio oviductal”. Este reservorio representa mas
que una simple union de los espermatozoides a
las células epiteliales ya que esta interaccion afecta
directamente la viabilidad y la funcion espermatica
manteniendo la fertilidad de los mismos. Varios au-
tores demostraron que la incubacion de los esper-
matozoides (humanos, bovinos, porcinos y ovinos)
con vesiculas formadas por membrana del epitelio
del istmo prolonga la viabilidad y movilidad de los
mismos, mantiene bajos los niveles de Ca** intrace-
lular y retrasa la capacitacion espermatica>?. Mas
aun, la incubacion de espermatozoides con cultivos
primarios de células epiteliales del oviducto man-
tiene la viabilidad de las gametas al menos por 48
horas de cultivo®.

La adhesion al oviducto es un mecanismo clave
en la seleccion de subpoblaciones de espermato-
zoides de alta calidad’: los espermatozoides que
se unen al epitelio oviductal se caracterizan por
presentar acrosoma intacto, estado no capacitado,
bajo contenido de Ca* intracelular libre, morfolo-
gia adecuada y estructura normal de la cromati-
na>®; en resumen, poseen todas aquellas caracte-
risticas que indican que son espermatozoides con
capacidad fecundante.

Al llegar al oviducto, los espermatozoides son
mantenidos alli hasta el momento de la ovulacion
en el que un pequeio nimero es liberado per-
mitiendo el encuentro de los mismos con el ovo-
cito. El proceso de liberacion del epitelio oviduc-
tal ocurre en forma gradual en el que diferentes
subpoblaciones de espermatozoides son liberadas
en el tiempo reduciendo las posibilidades de polis-
permia y de iniciar tempranamente el proceso de
reaccion acrosomal®.

4. Reservorio oviductal

Como se menciond anteriormente, la forma-
cion del reservorio ocurre mediante la union de los
espermatozoides a las células ciliadas del epitelio
oviductal. En todas las especies estudiadas hasta
el momento, el proceso de unién de los esperma-
tozoides a las células epiteliales estd mediado por
residuos de azicares presentes en las células epite-
liales y proteinas de la familia de las lectinas ubica-
das en la cabeza de los espermatozoides.
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4.1. Moléculas presentes en el oviducto
que intervienen en la formacién del
reservorio oviductal

Varias moléculas presentes tanto en el epitelio
como en el fluido oviductal regulan la interaccion
espermatozoide-oviducto modulando la funcion
espermatica.

Durante la formacion del reservorio, los esper-
matozoides se unen a las células epiteliales del
oviducto a través de un proceso reversible que
involucra reconocimiento de oligosacaridos de
la membrana apical de las células epiteliales del
oviducto'® con lectinas dependientes de Ca* de la
membrana del espermatozoide!. En todas las es-
pecies estudiadas hasta el momento se ha demos-
trado la participacion de diferentes residuos glico-
sidicos en dicho proceso: acido sidlico y fetuina en
hamsters, galactosa o glicoproteinas con residuos
galactosilos en equinos, manosil-oligosacaridos en
porcinos, fucosa en bovinos y galactosa, y N-acetil-
galactosamina en camélidos sudamericanos™'®,

El fluido oviductal contiene glutation peroxida-
sa, superoxido dismutasa y catalasa involucradas
en la regulacion del balance redox, el cual es im-
portante para la movilidad y viabilidad esperma-
tica'. Por otro lado, el oviducto expresa diversas
proteinas como la oviductina y la osteopontina,
entre otras, que se unen a los espermatozoides. No
es clara la funcion de ambas pero se ha observa-
do un incremento en la fosforilacion en residuos
tirosina en espermatozoides de raton incubados in
vitro con oviductina y una disminuciéon de la po-
lispermia en estudios de fecundacion in vitro en
presencia de osteopontina®.

En la especie bovina, se han propuesto a las
proteinas de la familia de las anexinas (ANXAI, 2, 4
y 5) presentes en las cilias de las células epiteliales
del oviducto como receptoras de los espermato-
zoides’. Las ANXAs, que contienen fucosa, se unen
con gran afinidad a la heparina y a los glicosa-
minoglicanos relacionados y estan presentes en la
superficie apical del epitelio del oviducto. En por-
cinos, la ANXA2 seria la glicoproteina que partici-
paria en la union del espermatozoide al oviducto®.

Por otro lado, ciertas proteinas solubles del flui-
do oviductal como las chaperonas HSP70 en cerdos,
también regularian la formacion del reservorio®.

Recientemente fue descripta la incorporacion
de proteinas integrales al espermatozoide por fu-
sion de sus membranas con exosomas secretados
por el oviducto, denominados “oviductosomas”32!,

4.2, Moléculas presentes en los
espermatozoides que intervienen en la
formacién del reservorio oviductal

Hasta el momento, las proteinas que participan en
la adhesion de los espermatozoides al oviducto han
sido descriptas principalmente en bovinos y porcinos.

En bovinos, tres proteinas de la familia de pro-
teinas del plasma seminal bovino “Binder of Sperm”
(BSP) han sido purificadas y bien caracterizadas:
BSP1, BSP3 y BSP5 (previamente denominadas
PDC-109 o BSP-A1/A2, BSP-A3 y BSP-30 kDa res-
pectivamente). La BSP1 es una proteina acidica pe-
quefia que une heparina que es secretada por las
vesiculas seminales y cubre la membrana plasma-
tica en la region post-acrosomal del espermatozoi-
de asociandose a fosfolipidos de membrana que
contienen colina. En el oviducto, la BSP1 ligada a
la superficie de los espermatozoides reconoce re-
siduos fucosilados presentes en las células epitelia-
les del mismo. Esta interaccion permite la adhesion
de los espermatozoides al epitelio contribuyendo
de esta manera a la formacion del reservorio®. Las
otras proteinas BSP3 y BSP5 favorecen la union de
los espermatozoides al epitelio oviductal bovino®.

Proteinas homologas a las BSP han sido purifi-
cadas y caracterizadas a partir del plasma seminal
de cerdo, cabra, oveja, vison y caballo®. Por ejem-
plo, en cerdo fue descripta la adhesina AQNI1 la
cual reconoce carbohidratos como manosa y galac-
tosa, y también a la proteina de adhesiéon DQH la
cual posee sitios de reconocimiento para heparina.
Ambas moléculas regularian la interaccién esper-
matozoide-oviducto en esta especie®. A su vez, se
han identificado secuencias de ADN homologas a
estas proteinas en el genoma de humanos, ratén,
rata, perro y chimpancé, y proteinas epididimarias
que tendrian funciones similares a las BSP en cone-
jo, raton y humanos’.

5. Liberacion de los espermatozoides
del epitelio oviductal

Si bien ain no se conocen en detalle los meca-
nismos moleculares que intervienen en la liberacion
de los espermatozoides del reservorio oviductal, se
sabe que este proceso es modulado por el ciclo es-
tral de la hembra, siendo mayor la liberacion en el
momento periovulatorio®. Se han propuesto varias
hipotesis para la liberacion de los espermatozoides
del oviducto. La mayoria de ellas apunta a cam-
bios que ocurren en los espermatozoides durante
su almacenamiento en el reservorio ya que se ha
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demostrado que no se producen cambios en la ex-
posicion de los residuos glicosilados expuestos en
el epitelio oviductal durante el periodo periovu-
latorio®. Sin embargo, es interesante destacar que
luego del apareo natural se produce una modifica-
cion en la expresion génica del oviducto murino y
porcino respecto a la que presenta el 6rgano du-
rante el estro?*?. Esto sugiere que la entrada de los
espermatozoides al oviducto, induce la activacion
de una o varias vias de sefiales de transduccion
modificando el transcriptoma oviductal.

Por otro lado, la capacidad de union de los esper-
matozoides capacitados al epitelio oviductal es menor
respecto de los no capacitados. Por ello es que entre
los mecanismos de liberacion propuestos se encuen-
tran los cambios que ocurren en la membrana de la
cabeza de los espermatozoides durante la capacita-
cion espermadtica, cambios en el patron de movilidad
que ocurren en los espermatozoides durante la hipe-
ractivacion o una combinacion de ambos®*. Durante
el periodo peri-ovulatorio se produce un influjo de
iones de Ca* desde el fluido oviductal hacia los es-
permatozoides que se encuentran unidos al oviduc-
to. Se postula que este remodelado de la membrana
podria modificar la exposicion de las moléculas de
union entre los espermatozoides y el epitelio oviduc-
tal®*. En concordancia con estos resultados, Revah et
al. demostraron que durante la capacitacion esper-
matica en bovinos se pierden o modifican proteinas
de la membrana disminuyendo la afinidad por los
residuos fucosilados del oviducto?. A su vez, Gwath-
mey et al. comprobaron que durante la capacitacion
espermatica en bovinos desaparece la proteina BSP1
de la cabeza del espermatozoide®. A partir de estos
resultados, estos autores propusieron que la pérdida
de las diferentes BSPs durante la capacitacion seria
un mecanismo de liberacion de los espermatozoi-
des del oviducto. Estudios posteriores de interaccion
demostraron que la unién y liberacion de las BSP
espermdticas a las ANXAS oviductales es un even-
to dindmico y complejo en el que los espermatozoi-
des se unen vy liberan varias veces del reservorio. Se
propone ademds que durante la hiperactivacion, los
espermatozoides adquieren un patréon de movilidad
particular que les confiere la fuerza apropiada para
despegarse del epitelio oviductal y desplazarse hacia
la ampolla®®. Recientemente se han propuesto hip6-
tesis alternativas para la liberacion de los esperma-
tozoides. La primera de ellas se basa en la deteccion
de la actividad de glicosidasas dependiente del ciclo

estral en el fluido oviductal de bovinos y porcinos®.

Estas enzimas podrian actuar sobre residuos glicosi-
lados especificos necesarios para mantener la union
de los espermatozoides al oviducto y de esta manera
promover la liberacion de los mismos del reservo-
rio®. Otra hipotesis surgio a partir de las investiga-
ciones realizadas en oviductos porcinos que indican
que las células epiteliales del mismo secretan una
proteina que puede unirse a residuos glicosilados la
cual podria competir con los espermatozoides por
los sitios de union al epitelio oviductal regulando, de

esta manera, el proceso de liberacion®.

5.1 Moléculas involucradas en la
liberacién de los espermatozoides
del reservorio oviductal

Hasta el momento es escasa la informacion acer-
ca de las moléculas presentes en el oviducto que
desencadenan estos mecanismos de liberacion. Exis-
ten evidencias en porcinos que indican que tanto el
complejo cimulo-ovocito como las hormonas ovari-
cas influyen en la liberacion de los espermatozoides
del reservorio oviductal’.

Por otro lado, los glicosaminoglicanos sulfatados
(como la heparina y el fucoidan) son potentes in-
ductores de la liberacion de los espermatozoides del
oviducto y modulan progresivamente la capacitacion
espermdtica en bovinos®. Es interesante destacar que
estas moléculas, entre otras, estin presentes en el
fluido oviductal bovino y son reguladas por el ciclo
estral, encontrandose su mayor concentracion en el
momento periovulatorio. Atn se desconoce el ori-
gen de estas moléculas inductoras in vivo; las mis-
mas podrian ser secretadas por el epitelio oviductal
bajo la influencia de hormonas, estar presentes en
los complejos ciumulo-ovocito o provenir del fluido
folicular’. Recientemente se ha demostrado que me-
dios condicionados provenientes de monocapas de
células epiteliales del oviducto promueven la libe-
racion de espermatozoides unidos a explantos ovi-
ductales, indicando que el epitelio oviductal secreta
factores solubles aun desconocidos que participan
en la regulacion de la interaccion espermatozoide-
oviducto®. Es interesante destacar que las proteinas
BSP espermaticas poseen sitios de union a hepari-
na y la incubacién de los espermatozoides con este
glicosaminoglicano produce la remocion de las BSP
de la membrana plasmatica de los mismos con dis-
minucion de la afinidad por residuos fucosilados?.

La participacion de moléculas lipidicas en la re-
gulacion de la interaccion espermatozoide oviducto
ha sido poco estudiada.
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En nuestro laboratorio hemos descripto la parti-
cipacion de mediadores lipidicos como los endocan-
nabinoides en la regulacion de la liberacion de los
espermatozoides del oviducto en bovinos. Para ello
desarrollamos diferentes modelos in vitro para estudiar
la interaccion espermatozoide-oviducto y la seleccion
espermdtica por este 6rgano en bovinos (Figura 5).

El sistema endocannabinoide estd compuesto
por los endocannabinoides derivados de los fosfo-
lipidos de membrana, como la anandamida, las en-
zimas de sintesis y degradacion de los mismos y los
receptores de cannabinoides tipo 1 y tipo 2 (CB1
y CB2) y de vanilloides (TRPV1). Nuestros estudios
indican que tanto los espermatozoides como las cé-
lulas epiteliales del oviducto expresan los receptores
CB1, CB2 y TRPV1 en bovinos*3!,

Recientemente demostramos que el fluido ovi-
ductal bovino contiene concentraciones nanomola-
res de anandamida, las cuales fluctian durante el ci-
clo estral encontrindose los mayores niveles durante
el periodo periovulatorio®.

Figura 5: Modelos de cocultivos espermatozoides (ESP)-células
epiteliales del oviducto (CEQ) en bovinos. A) Cocultivos explantos
CEOESP, (400X); B) cocultivos monocapa CEO-ESP marcados
con Hoechst, (150X).

La anandamida puede ser incorporada por los
espermatozoides a través de transportadores puta-
tivos o por difusion, o activar a los receptores de
CB1 y CB2 y/o a los TRPV1 regulando la funcién
espermdtica®. Estudios realizados en humanos y
porcinos sugieren la posible existencia de un gra-
diente de anandamida en el oviducto que apoya
la participacion de endocannabinoide en la regu-
lacién de la funcién espermitica®*3%. Ademas he-
mos demostrado que concentraciones nanomolares
de anandamida inhiben la unién y/o liberan a los
espermatozoides de las células epiteliales del ovi-
ducto mediante la activacion de los receptores CB1
y/0 TRPV1 pero no de los receptores CB2%*. En este
sistema, la anandamida actda incrementando los ni-
veles de 6xido nitrico y de Ca** espermaticos®®.

Asimismo estudios posteriores realizados en
nuestro laboratorio indicaron que las hormonas
ovdricas (estradiol y progesterona) inducen la libe-
racion de los espermatozoides del epitelio oviduc-
tal bovino (Figura 6).

O_

E (10 pg/ml) — + -
P (10 ng/ml) — — +

Figura 6: liberacion de los espermatozoides de las CEO (c&
lulas epiteliales oviductales) en presencia de hormonas ovaricas.
los cocultivos espermatozoides-CEQ fueron incubados durante 2
horas con las hormonas E (estradiol), P (progesterona) (n=10). Los
resuliados se expresan como N° de espermatozoides (ESP) prome-

dio unidos a las CEO. a=b, p<0,05.

El mecanismo de accion de estradiol involucra la
activacion de los receptores CB1 y/o TRPV1 ya que
su efecto fue revertido por la incubacion con los
antagonistas de ambos receptores (Figuras 7A y 8A),
sugiriendo que dicha hormona estaria activando una
via que favorece la activacion de estos receptores o
regulando el metabolismo de la anandamida.
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Figura 7: Liberacion de los espermatozoides de las CEO con hormonas ovéricas en presencia de antagonista de CB1. A) Efecto del anto-
gonista de CB1 (An+CB1) sobre la liberacion con E [estradiol), (n=6). B| Efecto del AntCB1 sobre la liberacion con P, [progesteronal (n=5).
Los resuliados se expresan como N° de espermatozoides (ESP) promedio unidos a las células epiteliales del oviducto (CEQ). a=b, p<0,05.

Por otro lado, la accion de la progesterona so-
bre la liberacion de los espermatozoides del epi-
telio oviductal bovino no pareceria estar mediada
por anandamida ya que los antagonistas utilizados
no revierten el efecto de la hormona (Figuras 7B y

8B). Esto sugiere que la progesterona podria indu-
cir la liberacion de los espermatozoides del oviduc-
to mediante un mecanismo de accion alternativo
que no involucra a la anandamida.
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Figura 8: Liberacion de los espermatozoides de las CEO con hormonas ovéricas en presencia de un anfagonisia de TRPV 1. A) Efecto de
un antagonisia de TRPVT (AntTRPV1) sobre la liberacion con E (estradiol], (n=7). B) Efecto de AntTRPV1 sobre la liberacién con P (proges-
teronal, (n=0). Los resuliados se expresan como N° de espermatozoides (ESP) promedio unidos a las células epiteliales del oviducto (CEO).

a=b, p<0,05.

En espermatozoides humanos la progesterona
activa diversas vias moleculares las cuales involu-
cran incremento de Ca* y de AMPc, entre otros?.

Recientemente se ha descripto que la progeste-
rona aumenta los niveles de Ca* y promueve la hi-
peractivacion de los espermatozoides de humanos
y de hamster?. Por lo tanto, en nuestro modelo la
progesterona podria incrementar el Ca* intracelu-
lar e hiperactivar la movilidad de los espermatozoi-

des favoreciendo la liberacion de los mismos del
epitelio oviductal.

6. Estudios realizados en humanos

El reservorio oviductal en humanos atin no ha
sido demostrado debido a las dificultades metodo-
logicas y éticas para llevar a cabo una investigacion
in vivo. Es por ello que la mayoria de los trabajos
que sugiere la existencia del mismo y la importan-
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cia de la union de los espermatozoides al oviducto
se basa en experimentos in vitro.

Existe un unico estudio in vivo que apoya el
concepto de reservorio oviductal en el oviducto hu-
mano donde se han encontrado espermatozoides
unidos a este 6rgano 18 horas post-inseminacion®.

Inicialmente en 1989, Lippes y Wagh incubaron
espermatozoides con la fraccion proteica del flui-
do oviductal humano. Este trabajo fue la primera
evidencia en esta especie de que las proteinas ovi-
ductales se adhieren a la superficie espermatica®.
En 1995, Pacey et al. fueron los primeros en realizar
cocultivos de explantos provenientes de oviductos
con espermatozoides en humanos. Estos estudios
indican que la unién de espermatozoides con acro-
soma intacto a las cilias de las células epiteliales es
resistente a una serie de lavados y al proceso de
fijacién, sugiriendo un contacto directo entre am-
bos tipos celulares™. Estos resultados fueron confir-
mados recientemente utilizando oviductos enteros
inseminados in vitro mediante microscopia electr6-
nica de barrido.

Posteriormente numerosos trabajos se enfoca-
ron en la regulacion de la capacidad fecundante de
los espermatozoides por el oviducto. Reeve et al.
han observado un menor nimero de espermato-
zoides unidos a explantos de oviductos provenien-
tes de pacientes con endometriosis, proponiendo
esta deficiencia como una de las posibles causas
de infertilidad de mujeres con esta patologia®. Por
otro lado, se describié que la incubacion de esper-
matozoides con secreciones del oviducto, modifi-
ca la afinidad de union a la zona pelicida de los
mismos®. Resultados similares fueron obtenidos a
partir de estudios de cocultivos de espermatozoi-
des con cultivos de células epiteliales oviductales
donde a pesar de que no se observaron cambios
en el patron de movilidad espermatica, el nimero
de espermatozoides unidos a hemizonas humanas
fue mayor cuando los mismos se cocultivaron con
células del oviducto™.

A su vez, el medio condicionado obtenido a
partir de cultivos de explantos oviductales dismi-
nuye los eventos asociados a la capacitacion es-
permatica y la reaccion acrosomal e incrementa la
movilidad, sugiriendo que proteinas del fluido ovi-
ductal podrian estabilizar la membrana de los es-
permatozoides evitando que los mismos inicien el
proceso de capacitacion espermatica en momentos
previos a la ovulacion®.

A diferencia de estudios realizados en otros ma-

miferos, las proteinas que participan en la union
de los espermatozoides al oviducto en humanos,
aun no han sido dilucidadas y son pocos los tra-
bajos al respecto. Por un lado, se ha propuesto el
reconocimiento de la secuencia aminoacidica RGD
(secuencia comun de union a integrinas presente
en diversas glicoproteinas) y a las integrinas como
posibles mediadores de la interaccion entre el es-
permatozoide y el oviducto en esta especie®.

A su vez, chaperonas como Grp78 presentes en
el fluido oviductal, interaccionarian con los esper-
matozoides modulando la unién de los mismos con
la zona pelicida?’. Otras proteinas descriptas en
oviducto y fluido oviductal humano que podrian
estar involucradas en la interaccion del esperma-
tozoide con el epitelio oviductal son la oviductina
y lactoferrina. Ambas modificarian la capacidad de
unién de los espermatozoides a la zona peldcida®.

Por otro lado, recientemente Huang et al. han de-
mostrado que proteinas de membrana de una linea
celular inmortalizada de epitelio oviductal humano
(OE-EG/E7), interactian con los espermatozoides
humanos y los protege del dano inducido por las
especies reactivas del oxigeno, dado que inducen la
activacion de enzimas antioxidantes del espermato-
zoide, como la superéxido dismutasa y la glutation
peroxidasa®. Posteriormente el mismo grupo estu-
di6 la participacion de la enzima fucosil transferasa
espermdtica en la unién al oviducto. Esta molécula
que se encuentra en el acrosoma, y que es recep-
tora de glicodelina y de glicoproteinas de la zona
peldcida, participa en la unién al epitelio oviductal
humano y mediaria el efecto protector del oviducto
contra el dafio oxidativo espermatico™.

7. Conclusiones finales

Los espermatozoides sufren numerosos cam-
bios fisiologicos luego de la eyaculacion que op-
timizan su capacidad de fecundar con éxito a un
ovocito. La hipotesis de que los espermatozoides
interactian con el entorno local no es un concepto
nuevo. De hecho, la total capacidad de fecundar a
un ovocito la adquieren y manifiestan durante su
paso a través del tracto reproductor de la hembra.
El tracto reproductor de la hembra interactia con
los espermatozoides a través de diferentes vias para
facilitar su trdnsito hacia el ovocito manteniendo la
sobrevida hasta la ovulacion y seleccionando a los
espermatozoides de mejor calidad para la fecun-
daciéon y el posterior desarrollo embrionario; sin
embargo, gran parte de los componentes molecula-
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res del microambiente en el que tienen lugar estos
eventos aun es desconocido.

Los cambios bioquimicos y estructurales que
sufren los espermatozoides tanto en la cabeza (ca-
pacitacion espermdtica) como en la cola hiperacti-
vacion) contribuyen a la capacidad de los esperma-
tozoides para adherirse y fecundar al ovocito. Segin
la especie, los espermatozoides pueden permane-
cer en el oviducto durante varios dias unidos a las
células epiteliales, manteniendo la viabilidad y su
potencial fecundante dado que esta union retrasa la
capacitacion espermdtica hasta que senales relacio-
nadas con la ovulacion inducen la liberacion de los
mismos hacia el sitio de fecundacion. La liberacion
del epitelio es concomitante con los cambios asocia-
dos a la capacitacion e hiperactivacion espermatica.

La comprension de los mecanismos molecu-
lares que regulan la interaccion espermatozoide-
tracto reproductor de la hembra podria favorecer el
desarrollo de métodos alternativos, como cultivos
con células o fluidos del tracto reproductor de la
hembra, para mejorar la seleccion fisiologica del
espermatozoide en las técnicas de biotecnologia de
la reproduccion en especies de importancia pecua-
ria y tomarse como punto de partida para mejorar
la seleccion de los espermatozoides en las técnicas
de reproduccion asistida en humanos.
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