2. Fisiologia del oviducto

Agustin Géngora Orjuela

Introduccion

El oviducto de la vaca es la region anatémica que comunica el ovario con el ttero,
tiene una longitud aproximada de 25 cm. Durante mucho tiempo se pens6 que
este conducto solo cumplia una funcion pasiva, que consistia en permitir el trans-
porte de los gametos hacia el sitio de fertilizacién y posteriormente el descenso
del oocito fecundado hacia su nidacion en el ttero.

Recientemente han surgido un sinnimero de evidencias que resaltan una parti-
cipacidn activa de una serie de complejos mecanismos que permiten que la ferti-
lizacidn sea exitosa, ademas de otros eventos que favorecen el desarrollo del em-
brién en su etapa temprana y la posterior implantacién. La investigacion basica
de los complejos mecanismos que ocurren en el oviducto, ha permitido hoy en
dia los grandes éxitos de la biotecnologia reproductiva.

El objetivo de este capitulo es presentar los hallazgos mas recientes acerca del ovi-
ducto y que han obligado a ver de forma distinta a este 6rgano.
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2.1 Anatomia e histologia del oviducto

Anatémicamente, el oviducto se divide en 4 segmentos que cumplen funcio-
nes distintas, la unién uterotubal (UUT), el istmo, la ampula y el infundibulo.
La UUT forma una barrera que no permite el paso de agentes infecciosos desde
el atero al oviducto, ademas regula la entrada de los espermatozoides; el istmo
funciona como un reservorio de espermatozoides, la ampula provee el microam-
biente adecuado para la fertilizacion (Suarez, 2008), y el infundibulo contiene una
gran cantidad de células secretoras y se encuentra abierto a la cavidad peritoneal
a través del ostium (Menezo y Guerin 1997). (Figura 1).

El oviducto tiene un epitelio columnar simple compuesto de células ciliadas y
células secretorias (Coy et al., 2012).

Figura 1. Tracto reproductivo de la vaca sometido a diseccion
para dejar expuesto los oviductos.

2.2 Funcidn del oviducto en el transporte
del esperma, del oocito y del embrion

Para que la fertilizacion se lleve a cabo, el espermatozoide debe entrar en el ovi-
ducto después de recorrer una larga distancia hasta la dmpula. Diversos estudios
sefialan que aunque en la vagina, el cuello y los cuernos uterinos se depositan mi-
llones de espermatozoides, ya sea a través de la monta natural o la inseminacion
artificial, son pocos los que alcanzan el oviducto (Holt, 2009) y la gran mayoria
se pierden por flujo retrégrado. Ademas los espermatozoides son vistos como
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antigenos por el sistema inmune, que los hace objeto de ataque inmunolégico por
parte de los macrdfagos y neutréfilos, lo que contribuye a disminuir el nimero
que alcanzan el oviducto. La prostaglandina E2 secretada por el oviducto es la
responsable de disminuir la fagocitosis de los espermatozoides por parte de los
neutrdfilos favoreciendo asi su sobrevivencia en el lugar (Marey et al., 2014).

El transporte del oocito y el embrién es producido por el movimiento de los ci-
lios de las células epiteliales y por la contraccion del musculo liso del oviducto.
Los receptores a-adrenérgicos promueven la contraccion, mientras los receptores
B-adrenérgicos la inhiben (Paton et al., 1977; Laszlo et al., 1988). Cuando estos re-
ceptores son bloqueados, no ocurre la fertilizacion, ni el transporte del embrion,
lo que sugiere que el transporte es modulado por via endocrina y autocrina/para-
crina, esta ultima constituida por una serie de sefales producidas por el oocito o
el embridn (Kolle et al., 2009).

En el transporte espermatico intervienen también los estrégenos (E2) y la pros-
taglandina F2a los cuales incrementan la contractibilidad del musculo liso, au-
mentando la velocidad de los espermatozoides (Lindblom et al 1978; Weber et al
1991), de forma contraria, la progesterona (P4) relaja el musculo liso y por ende
disminuye la velocidad de los espermatozoides (Lindblom y Hamberger 1980). La
prostagladina F2a es producida por las células del estroma del oviducto (Yama-
moto et al., 2014) que se suma a la producida por las células epiteliales del 6rgano
(Kobayashi et al., 2013).

Mediante un sistema con video camara digital “in vivo” al interior del oviducto de la
vaca se ha podido establecer que los mecanismos de transporte producido por lo ci-
lios son diferentes en el itsmo y la ampula. Una vez ocurre la ovulacion y el complejo
oocito-cumulus (COC) entra en la ampula, no es transportado por el movimiento
de los cilios, sino que se adhiere firmemente al epitelio de la dampula a través de las
células del cimulus y depende de la calidad del COC, cuando este sufre algun pro-
ceso de degeneracion en vez de adherirse al epitelio, termina flotando en el lumen
del oviducto (Kolle et al., 2009). Una vez ocurre la fertilizacion las células del cumu-
lus desaparecen por la accién enzimatica de las secreciones del oviducto (Croxatto,
2002). Transcurrido un periodo de 24-48 horas pos fertilizacion, el embrién mo-
difica la vascularizacion del oviducto e induce la formacion de las células secreto-
ras, lo que favorece el establecimiento de un microambiente oviductal y nutricional
optimo. En resumen, es el propio embrion quien inicia la cascada de senales de
transduccion a nivel local para favorecer su desarrollo, ademas es capaz de regular
la velocidad del transporte actuando sobre los cilios del oviducto (Kolle et al., 2009).
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2.3 Funcion del reservorio espermatico

En la vaca como en otros mamiferos, en el istmo se establece un “reservorio de
espermatozoides’, alli los espermatozoides se adhieren a las células epiteliales, lo
cual retarda el proceso de capacitacion espermatica, hasta que ciertas sefiales aso-
ciadas con la ovulacién, permiten una lenta liberacion hacia la regién distal de la
ampula (Suarez, 2008). La unién entre células se da a través de ciertos residuos
de carbohidratos en la superficie de la célula epitelial y una proteina parecida a la
lectina en la cabeza del espermatozoide (Suarez 2002). Se ha identificado que las
moléculas que intervienen en este proceso son distintas en las diferentes especies,
en el bovino, el carbohidrato que actta es la fucosa (en la célula epitelial), la cual
es reconocida por la espermadesina BSP1(llamada también PCD-109 o BSPA1/
A2) (Sostaric et al. 2008), en el equino es la galactosa (Dobrinski et al., 1996) y en
el hamster el acido sialico (DeMott et al., 1995).

La PCD-109 hace parte del grupo de proteinas que estan presentes en el plasma
seminal (BPS), en el que se han identificado otras 2 proteinas: la BSP30K y BSPA3
que también aumentan la union del esperma al epitelio (Gwathmey et al., 2006).
Se ha propuesto que la funcion de la PCD-109 es estabilizar la membrana plasma-
tica, reduciendo la fluidez de la membrana, e inmovilizando el colesterol conteni-
do en los fosfolipidos de la membrana; estos mecanismos permitirian mantener la
fertilidad del espermatozoide dentro del reservorio (Suarez, 2008).

A nivel de la regidn apical de la membrana plasmatica de las células oviductales, se
ha podido purificar las anexinas ANXA1, 2, 4 y 5 como receptores espermaticos,
estas contienen fucosa, la cual se une fuertemente a la heparina y otras sustancias
relacionadas con los glicosaminoglucanos (Ishitsuka et al., 1998).

El reservorio espermatico cumple 3 funciones: i) permite la lenta liberacion de
los espermatozoides para evitar la polispermia, ii) mantiene la fertilidad delesper-
matozoide hasta la liberacién del oocito y su posterior unién en la ampula, y iii)
inicia el proceso de capacitacion y el aumento de la motilidad con el objeto de
obtener la capacidad fertilizante (Suarez, 2002). La liberacion de los espermato-
zoides del reservorio es modulada a nivel endocrino de acuerdo con la fase del
ciclo estral en que se encuentre el animal, y se incrementa a medida que se acerca
la ovulacion (Suarez, 2008).

No se conocen con certeza las sustancias que intervienen en el proceso de libe-
racion de los espermatozoides del reservorio, aunque estudios in vitro han de-
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mostrado que los glicoconjugados sulfatados y disulfidos reducidos son potentes
inductores de la liberacion espermatica del epitelio oviductal (Talevi et al., 2007;
Gualtieri et al., 2009). Estas dos moléculas parecen actuar como sefiales fisiolo-
gicas ya que son similares a los glicosaminoglucanos parecidos a la heparina y el
glutation (Talevi y Gualtieri, 2010). (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquemadtica de las partes anatomicas del oviducto y fun-
cion del reservorio espermdtico (modificado con permiso Coy et al., 2012. Reproduc-
tion 144:649-660).

Recientemente, se descubrié algunos endocanabinoides como la Amandamida
que regula la liberacion del espermatozoide de la célula epitelial, a la vez promue-
ve la capacitacion espermatica (Gervasi et al., 2013).

Se ha sugerido que el oviducto podria intervenir en la selecciéon espermatica, me-
canismo que aun no ha sido dilucidado completamente. Tal parece que existe un
reconocimiento de la calidad espermatica, que podria estar relacionado con la
integridad y el contenido de DNA (Holt y Fazelli, 2010).

En la actualidad hay una extensa investigacién que busca conocer el efecto de la
temperatura sobre los mecanismos moleculares en el oviducto y otros érganos
del tracto reproductivo. Se conoce hasta el momento, que la temperatura entre los
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diferentes segmentos del oviducto no es la misma, por lo que se estableceria un
gradiente de temperatura que podria influenciar estos mecanismos. En la region
caudal del istmo la temperatura es de 1-2 grados °C menor que en la porcién
craneal de la ampula (Hunter, 2009), de acuerdo con esto, el paso del espermato-
zoide desde un ambiente de mayor temperatura (en el utero) hacia uno de menor
temperatura (el istmo) permitiria una notable reduccion de la motilidad, para fa-
cilitar los mecanismos dentro del reservorio espermatico (Hunter, 2011; Hunter,
2012). La magnitud del gradiente de temperatura dependeria del ciclo estral, pero
se veria mas acentuado cerca del momento de la ovulacién (Hunter, 2012).

En un nuevo estudio se encontrd un gradiente de temperatura entre la vagina, el
cervix y el utero en vacas para carne, ademads los cambios en las concentraciones
de los niveles de P4 se asociaron con las variaciones de la temperatura en cada una
de estos segmentos del tracto genital (El- Sheikh Ali et al., 2013).

2.4 Composicion del fluido oviductal bovino (FOB)

El fluido del oviducto bovino (FOB) es una mezcla de sustancias que provienen
del suero, mas las secreciones del epitelio oviductal. Contiene numerosas sustan-
cias metabdlicas entre ellas, glucosa, lactato, piruvato, y aminodcidos, las cuales
difieren en su concentracion de la que presenta el fluido uterino y el plasma. Los
componentes del FOB se han clasificado en diferentes grupos asi: i) factores de
crecimiento, citoquinas y receptores, ii) hormonas y receptores, iii) proteasas e
inhibidores, iv) agentes protectores antioxidantes, v) agentes de defensa, vi) gli-
cosidasas y glicosiltransferasas, vii) otras enzimas, viii) proteinas chaperonas y
de choque caldrico, ix) otras proteinas, x) proteoglicanos y glicosaminoglicanos,
y xi)otros componentes (Avilés et al., 2010). Adicional a las sustancias descritas
se reporta la presencia de una proteina de fase aguda llamada “glicoproteina aci-
da alfa 17 (AGP), que se encarga de proteger a los espermatozoides del ataque
de los polimorfonucleares que se encuentran alli (Liu et al., 2014). El factor de
crecimiento nervioso (NGF) y su receptor fue identificado recientemente en el
oviducto y se cree que acttia a través de las gonadotropinas, ya que se identificaron
receptores para LH y FSH. El NGF es esencial en el desarrollo motor y sensorial
del tracto reproductivo (Li et al., 2014).

El volumen del FOB esta regulado hormonalmente, bajo accion del E2 aumenta
en cantidad y disminuye bajo la influencia de la P4. Cerca de la ovulacidn, el
FOB se orienta hacia el peritoneo por 3 tres dias, luego cambia en sentido opues-
to, en el momento de la entrada del embrioén al utero (Menezo y Guerin 1997).
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La osmolaridad es 290 mOsm/kg, valor que se mantiene constante a pesar de
los cambios hormonales, la viscosidad es similar a la del suero (1,8mPa/sec), la
estrecha relacion del sistema bicarbonato/CO2/anhidrasa carbonica favorece el
mantenimiento de un pH alcalino. La tensién de O2 es de 60 mmHg. El conoci-
miento en detalle del contenido del FOB ha hecho posible simular las condiciones
in vivo mediante el cultivo in vitro de las células del oviducto que permiten en la
actualidad soportar los procesos de maduracioén y fertilizacion in vitro. Figura 3.

Figura 3. Cultivo in vitro de células oviductales (cortesia Dr. Richard Lopera).
2.5 Capacitacion espermatica

El espermatozoide necesita recorrer un largo camino para lograr el encuentro
con el oocito, durante este trayecto, se ve expuesto a diferentes microambientes
ya sea el cérvix o el ttero, dependiendo del sitio de su deposicion en las diferentes
especies. Los espermatozoides que alcanzan el oviducto de los millones deposita-
dos, logran sobrevivir mas tiempo que el oocito. El proceso de capacitacion es un
prerrequisito para que la fertilizacion ocurra y comprende una serie de procesos
bioquimicos, biofisicos y metabolicos que resultan finalmente en cambios de la
arquitectura y permeabilidad de la membrana plasmatica (Rodriguez-Martinez,
2007). Una vez el espermatozoide se encuentra en el utero asciende progresi-
vamente hasta el reservorio espermatico en donde se une al epitelio oviductal
y sufre una serie de complejos procesos que le permiten adquirir la capacidad
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fertilizante. La liberacion del espermatozoide del reservorio ocurre como resul-
tado de los cambios endocrinos asociados con el momento de la ovulacién. Los
mecanismos que intervienen en la capacitacion se relacionan con un aumento
en la fluidez y composicion de la membrana espermatica (Gadela et al., 2008),
fosforilacion de la tirosina (Chanverland et al., 2001) y un aumento en los niveles
de calcio intracelular (Handrow et al., 1989), lo que aumenta la motilidad del es-
permatozoide. En la vaca, la heparina, un glicosaminoglicano que se secreta en
grandes cantidades alrededor de la ovulacidn, es una de las sustancias que ha sido
mejor caracterizada, que interviene en la capacitacion espermatica (Parrish et al.,
1988; Gualtier et al., 2005). Respecto a la fertilizacion se conoce que es un evento
complejo que involucra multiples etapas entre ellas, el reconocimiento de game-
tos, la union y fusiéon en un proceso dependiente del calcio. El espermatozoide
entra en contacto con las células del complejo oocito-cumulus (COCs) y con las
glicoproteinas de la zona pelucida y la matrix extracelular que rodea el oocito;
producto de esta interaccion el acrosoma del espermatozoide sufre un proceso de
exocitosis que envuelve la fusion de la membrana acrosonal externa, la liberacion
del contenido enzimatico del acrosoma yla exposicion ala membrana acrosomal
interna (Gadella, 2008). El descubrimiento del proceso de capacitacion esperma-
tica fue un paso fundamental para el desarrollo de la técnica de fertilizacion in vi-
tro (FIV). La capacitacion in vitro se obtiene a través de la incubacion del esperma
con un medio simple que simula el fluido oviductal y requiere bicarbonato, calcio,
seroalbumina, fuentes de energia y sustancias unidas al colesterol.
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