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RESUMEN
INMUNOFLORESCENCIA DEL RECEPTOR DE OPIOIDES y EN ESPERMAS
DE EQUINO CON ALTA' Y BAJA MOTILIDAD
POR:
I. Z. S. P. MARTHA PATRICIA FLORES URANGA
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacién y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Auténoma de Chihuahua
Presidente: Ph. D. José Alejandro Ramirez Godinez

Se localizé por medio de inmunofluorescencia el receptor de opioides p

en el esperma equino comparando su ubicacién en espermatozoides con alta y
baja motilidad. Se trabajo con cuatro garafiones de la raza Cuarto de Milla con
una edad de 6-8 afios con un peso de 600 kg. Se evalué el semen y se
clasificaron los eyaculados, dos de estos considerados de baja motilidad (< 50
%) y dos de alta (70 % a 90 %). Ademas, se determiné la concentracion (C),
volumen (V), tamafo testicular (TT), motilidad (M) y presencia de fluorescencia
en cabeza (FC) y en cabeza y cola (FCC). El semen se lavé con Percoll y se
inicid6 con el protocolo de inmunofluorescencia estandarizado del (anticuerpo
primario Rabbit anti-y (mu) opioid receptor polyclonal) y (anticuerpo secundario
goat anti-rabbit igg (h+l) fluorescein conjugated). Se utiliz6 la prueba exacta de
Fisher a través del procedimiento FREC de SAS. Los espermatozoides con alta
motilidad presentaron fluorescencia en la cabeza con disminucion en el

acrosoma, en parte media del espermatozoide y desaparecio en la cola. Los de
Vi



baja motilidad (< 50 %) presentaron fluorescencia en todo el espermatozoide.
Ademas, estos Ultimos presentaron anormalidades y apariencia porosa. Se
aprecid el color resplandeciente en la cola en los de baja motilidad. Existié
diferencia en la ubicacion del receptor de opioides p entre los espermatozoides
de alta y baja motilidad. Se concluye que existio diferencia en la localizacién del
receptor de opioides U en los espermas obtenidos de los garafiones de alta y

baja motilidad.
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ABSTRACT
IMMUNO FLUORESCENCE OF OPIOID y RECEPTOR IN EQUINE SPERMS
WITH HIGH AND LOW MOTILITY
BY:
MARTHA PATRICIA FLORES URANGA

It was located by using immunofluorescence u opioid receptor in the
equine sperm comparing its location in high and low sperm motility. We worked
with four stallions in Quarter Horse race with an age of 6-8 years with a weight
of 600 kg. Semen ejaculates was assessed and two of these motility considered
low (< 50 %) and two high (70 % to 90 %) were classified. Further, the
concentration (C), volume (V), testicular volume (TT), motility (M) and presence
of fluorescence head (FC) and head and tail (FCC) was determined. The semen
is washed with Percoll and began with the protocol standardized
immunofluorescence (primary antibody Rabbit anti-y (mu) opioid receptor
polyclonal) and (secondary antibody goat anti-rabbit IgG (H + L) conjugated
fluorescein). Fisher's exact test was used through the FREQ procedure of SAS.
Sperm motility showed high fluorescence in the head with the acrosome
decreased in half of the sperm tail and disappeared. The low motility (< 50 %)
had sperm fluorescence throughout. Moreover, the latter showed abnormalities
and porous appearance. The bright color is appreciated in line at the low
motility. There was a difference in the location of the u opioid receptor between
high and low sperm motility. In conclusion there was difference in location p

opioid receptor in sperm collected from stallions of high and low motility.
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INTRODUCCION

En el equino la estacionalidad del macho resulta menos marcada que la
de la yegua, teniendo la capacidad de reproducirse a lo largo de todo el afio; sin
embargo, se ve afectado el volumen seminal, la concentracion espermatica en
la fraccion libre de gel, nimero de montas y reaccion para montar a la yegua;
ademas, la produccion de células espermaticas es continua durante todo el afio
sin una regulacion hormonal (Bustos y Torres, 2012). Los espermatozoides
fuera de la estacion reproductiva tienen reducida capacidad fecundante, e
irbnicamente en esta época surge el interés de prefiar yeguas y obtener crias
destinadas a ciertos deportes como las carreras de caballos, donde la mas
temprana fecha de nacimiento le brinda a la cria una ventaja competitiva sobre
las demas. EIl interés de cubrir yeguas fuera de temporada; asi como, la
insistencia a utilizar garafiones subfértiles de alto valor econdmico y deportivo,
ha creado la incertidumbre sobre cambios o procesos que posiblemente afecten
la calidad del semen del garafién. Una de las mas recientes biotecnologias en
el semen equino ha sido la de estudiar la posible relacion del sistema opioide
con la reproduccion. El sistema opioide esta relacionado en diversas areas
como el comportamiento y psiquiatria del apetito y estrés, no obstante recientes
investigaciones comprueban su importancia dentro de la reproduccion de
mamiferos (Castafieda y Ardilla, 2008).

Albrizio et al. (2005) reportaron los efectos de los opiaceos sobre la
motilidad y la morfologia de los espermatozoides del equino, lo que sugiere que
un analisis profundo de los componentes del sistema opioide posiblemente

permitiria comprender los problemas de fertilidad por causas desconocidas del
1
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funcionamiento espermatico, ya que Aguirregoitia (2008) reportd que la
concentracion de opioides internos presentes en tracto reproductivo la yegua
condicionara la motilidad del esperma. La presencia de estos receptores en el
esperma equino y su importante relacion en la reproduccion, abre un abanico
de oportunidades de detectar problemas de infertilidad desligados de
infecciones cotidianas, estacionalidad o malformaciones del tracto reproductor
con la finalidad de disefar tratamientos que beneficien el proceso de
fecundacion.

Considerando la importancia de los opioides en la reproduccion equina,
el objetivo del presente estudio fue localizar el receptor de opioides p en el
esperma equino por medio de inmunofluorescencia y comparar su ubicacion en

espermatozoides con alta y baja motilidad.
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REVISION DE LITERATURA
Caracteristicas Fisicoquimicas del Semen del Garafién

El espermatozoide equino al igual que el de todos los mamiferos consta
de cinco regiones: cabeza, cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza
terminal (Figura 1). Los principales lipidos que contiene la membrana basal son
fosfolipidos y colesterol; la relacion entre estos es diferente entre especies. Por
ejemplo, los conejos y los humanos poseen una relacién colesterol/fosfolipidos
muy alta. Los equinos tienen una relacion molar colesterol/fosfolipidos de .36
(Mesa, 2010). Ortega et al. (2009) publicaron que el espermatozoide equino se
diferencia de los demas debido a que su membrana lipidica esta caracterizada
por su bajo contenido de colesterol, lo que le confiere menos tolerancia a la
congelacion.

Los lipidos de la membrana participan en la capacitacion espermatica,
reaccion acrosomal y en los dafios ocurridos en la misma. Parte del proceso de
capacitacion, estan el flujo de colesterol desde la membrana plasmatica, la
disminuciébn en la relacién colesterol/fosfolipidos y por lo tanto, la
desestabilizacién de esta. Se ha reportado que los espermatozoides equinos
pierden aproximadamente el 28 % del colesterol en la membrana después de
gue el semen ha sido criopreservado. Esta pérdida puede estar relacionada con
el proceso de capacitacion prematura que sufren los espermatozoides
congelados. También puede explicar el por qué las células criopreservadas no
permanecen viables en el tracto reproductivo de la hembra tanto tiempo como el
semen fresco y, por lo tanto se requiere inseminar lo mas cercano al tiempo de

la ovulacion (Mesa, 2010).
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— Pieza principal

— Pieza terminal

Figura 1. Estructura del espermatozoide equino.
Ortega, 2011
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Fctores gue Influyen Sobre la Calidad del Semen del Garafién

Para poder determinar la calidad de un eyaculado equino y de alguna
manera pronosticar la eficiencia del semen, Borg et al. (1997) sefalaron las
caracteristicas funcionales basicas las cuales son; volumen, concentracion,
morfologia, porcentaje de células vivas o muertas, pH y motilidad.

La motilidad espermatica es una caracteristica de suma importancia en lo
gue a este proyecto de investigacién concierne y se manifiesta en dos tipos de
movimiento; el primero (activo), se caracteriza por ser simétrico y progresivo y
con muy baja amplitud de onda, el segundo (hiperactivo), es propio de los
espermatozoides capacitados, es asimétrico y de mayor amplitud ya con el
objetivo de penetrar la membrana del ovocito. La estructura que le provee la
motilidad al espermatozoide se la da el anoxema, el cual necesita ATP
(Trifosfato de Adenosina) para poder realizar el movimiento de la cola. Las
mitocondrias son los organélos encargados de producir el ATP, el cual se
difunde hasta alcanzar la totalidad de la cola. Otros autores afirman que el ATP
también puede provenir del metabolismo anaerdbico de sustratos extracelulares
tales como la glucosa o fructosa (Ortega, 2011).

La motilidad es considerada una caracteristica fundamental en la
evaluacion del semen, debido a que es la Unica cualidad que nos da una
indicacion sobre el potencial de la fertilidad del garafion. Esta caracteristica
también ayuda a predecir la resistencia a la criopreservacion del semen, la cual
debe ser mayor del 30 % de células motiles para poder comercializarse.
Desafortunadamente la falta de uniformidad de los técnicos en la apreciacion

visual de la motilidad, la variabilidad de las calibraciones de los aparatos CASA
5
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(Computer Assisted Sperm Analizer) y la multitud de factores que influyen en
esta caracteristica, han hecho dificil la definicion de los valores estandar para
determinar el movimiento normal de los espermatozoides (MacKinnon et al.,
2011).

Capacitacion espermatica. El proceso de la capacitacion espermatica
implica una serie de eventos en los espermatozoides que los prepara para
llevar a cabo la reaccién acrosomal (Suarez, 1996). Mas especificamente la
célula espermatica sufre una serie de cambios morfolégicos y funcionales que
le daran la capacidad de fecundar el ovocito; ademas, ocurre la perdida de
proteinas que envuelven al espermatozoide y que estan presentes en el plasma
seminal. Estas sustancias son llamadas factores decapacitantes, que inhiben la
habilidad del espermatozoide de fecundar. También se produce un cambio en la
distribucion de los lipidos presentes en la membrana espermatica, este cambio
es necesario para que se lleve a cabo el reconocimiento y la fusién con el
ovocito.

El colesterol de la membrana limita su permeabilidad i6nica, lo cual
aporta mayor rigidez y estabilidad. La pérdida del colesterol aumenta la fluidez
de la membrana haciéndola mas permeable a los iones. Posteriormente los
niveles de Ca (calcio), NaHCO3; (bicarbonato de sodio), y H,O, (perdxido de
hidrogeno) intracelular aumentan, activando la adenil ciclasa para producir AMP
ciclico (Adenosin Monofosfato). El aumento de éste activa la proteina kinasa A
(PKA), la cual fosforila ciertas proteinas (Ortega, 2011).

Dafio oxidativo. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la

produccion excesiva o la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
6



FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

gEsk

y a un mecanismo antioxidante deteriorado. Las células vivas almacenadas bajo
condiciones aerdbicas (por ejemplo, los espermatozoides), durante la
refrigeracion, congelacién, descongelacién e incubacion, requieren oxigeno
(02) para apoyar su metabolismo normal. Un exceso de ROS, puede sin
embargo, causar dafo celular o apoptosis. Estos dafios pueden ser mayores en
espermatozoides que provienen del epididimo que en los de eyaculado (vagina
artificial o electroeyaculacién), ya que los Ultimos contienen mecanismos
antioxidantes que provienen de las glandulas sexuales accesorias, los cuales
contrarrestan los efectos dafiinos de las ROS. Una alta peroxidacion lipidica
produce: disminucién de la movilidad, alteracién de la capacidad fecundante del
espermatozoide, inhibicion de la respiracion, pérdida de enzimas intracelulares
y dafio estructural de la membrana, particularmente en la region del acrosoma y
también se le ha relacionado con la produccion de dafios en el ADN
espermético (Dominguez, 2010).

Raut y Rao, (2007) encontraron que la induccién de estrés oxidativo
neuronal por medio de una toxina llamada 3 nitropropionic acid (3-NPA),
disminuyo la cantidad de receptores MOR, mientras que los DOR y KOR
mantuvieron sus niveles.

Biotecnologias del Semen Equino

La tecnologia reproductiva que se ha desarrollado en esta especie
empezd en la dltima década, el elevado valor econdmico de los productos y
subproductos de la especie equina ha promovido que las biotecnologias, se
hayan convertido en un area de gran interés en esta industria. Investigadores

del area trabajan arduamente en combatir las debilidades del semen equino con
7
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e propésito de mejorar los protocolos de criopreservacion y determinar las
posibles causas de la baja eficiencia reproductiva del garafion. Por ejemplo,
disminuir el estrés oxidativo de las células espermaticas (Cordoba et al., 2009),
combatir la gran cantidad de flora microbiana en el semen equino disminuir la
presiébn osmadtica causada por la criopreservacion o la reduccion de dafios
ocasionados en la manipulacion en el procesamiento del mismo (Ortega et al.,
2009). Investigaciones reportan la busqueda de nuevas alternativas para
mejorar la fertilidad del garafidn, eficientando una de las caracteristicas basicas
funcionales del semen, la motilidad. Estos autores estudian la intervencion del
sistema opioide con la reproduccién, y mas especifico, su relacion con el
comportamiento espermatico (Albrizio et al., 2005).

Péptidos opioides enddégenos (POE). Los péptidos opioides
endogenos (POE) son un grupo de compuestos, producidos por el organismo,
fueron llamados asi debido a que su actividad es muy parecida a la de los
derivados de los opioides (Cervantes, 1994).

Estos tienen funciones multifacéticas tales como, la regulaciéon de la
respiracion, funcién cardiovascular, motilidad gastrointestinal entre otras
(Albrizio et al., 2005). Investigaciones comprueban su relacibn con la
modulacién de la actividad reproductiva interviniendo en la secrecion hormonal,
especialmente con la hormona luteinizante (LH) actuando de manera inhibitoria
(Hernandez et al., 2006).

Los POE son localizados en diversas partes del cuerpo tales como: la
medula adrenal, los islotes pancreaticos, la pituitaria, mucosa bronquial e

intestinal y en los érganos reproductores (Albrizio et al., 2005).
8
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Los POE se clasifican en tres grupos encefalinas, dinorfinas y endorfinas,
los cuales ejercen su actividad segun su afinidad por los diferentes receptores
opiaceos: a (alfa), B (beta), A (delta), € (épsilon), k (kappa), A (lambda), y (mu) y
2 (sigma). Actualmente ya esta fundamentado que en algunas especies
animales y en el hombre, existe la interaccion de los POE en las funciones
reproductivas (Hernandez et al., 2006).

Control hormonal de la funcion reproductiva por medio del sistema
opioide. Las hormonas FSH (Hormona Foliculo Estimulante) y LH (Hoemona
Luteinizante) son secretadas por la pituitaria anterior y actidan directamente
sobre los testiculos, estimulando a las células somaticas a contribuir a la
espermatogénesis (Figura 2). La sintesis y liberacion de estas hormonas es
controlada por la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) secretada
por el hipotalamo. El receptor de la FSH (FSHR) se expresa Unicamente en las
células de Sertoli mientras que el de la LH (LHR) lo hace principalmente en las
células de Leydig y ligeramente en las células espermaticas. La principal
funcién de la FSH es la de estimular la proliferacion de células de Sertoli
durante la pubertad mientras que la de la LH es la de regular la sintesis de
testosterona por las células de Leydig en testiculos adultos. La administracion
de algun opiaceo como la morfina se asocia con la supresion de la LH, pero la
de un antagonista como la naloxona produce un incremento en sus niveles, en
humanos y en algunos animales. El abuso de opiodes causa hipogonadismo,
disminuye la libido, provoca disfuncién eréctil e infertilidad. Varios estudios
muestran claramente que los POE regulan la funcion reproductiva mediante la

secrecion de la GnRH a nivel del sistema nervioso central (Subiran et al., 2011).
9
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Sertall

cells

Figura 2. Control reproductivo del macho por medio del sistema opioide y sus

multiples niveles. (1)

Al nivel del Sistema Nervioso Central, los péptidos opiodes endogenos
(EOP) inhiben la secrecion de Hormona Reguladora de
Gonadotropinas (GnRH), suprimiendo asi la liberacion de Hormona
luteinizante (LH) desde la hipdfisis. (2) A nivel de los testiculos, los
(EOP) se sintetizan principalmente en las células de Leydig después
de la estimulacion de (LH), ejerciendo un efecto inhibidor sobre las
células de Sertoli. En particular, (EOP) pueden regular los niveles de
testosterona (T) indirectamente, inhibiendo la produccién de Proteina
Ligadora de Androgenos (ABP) que es estimulada por hormona del
foliculo estimulante (FSH) en las células de Sertoli. (3) Los genes que
codifican los precursores de péptidos opioides se expresan
diferencialmente en las células germinales, células somaticas y de los
testiculos y su transcripcion no se traduce de manera eficiente en las
células germinales de espermatogénesis. (4) En los espermatozoides,
el sistema opioide regula la motilidad del esperma de una manera
distinta por la activacién de receptores distintos. Tomado de (Subiran
et al., 2011).

10
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Albrizio et al. (2005) utilizaron otro antagonista Naltrindiole en el esperma
equino pero en este caso fue para estudiar el receptor A, encontrando que
bajos niveles de nantrindiole aumentaban la motilidad en el esperma mientras
que altos niveles causaban el efecto opuesto.

Receptores de los POE. Este tipo de receptores pertenecen a la
superfamilia de los receptores acoplados a proteinas G, y se caracterizan por
su estructura que consiste en un dominio N terminal extracelular, siete dominios
de transmembranales, y una parte intracelular terminal C. Los receptores de
opioides son el principal sitio de accion para los opioides endbégenos. Estos
actuan convirtiendo sefales extracelulares en una respuesta intracelular a
través de la activacion de proteinas G intracelulares acopladas las cuales
activan cierto namero de moléculas intracelulares. Una subfamilia de los
receptores de opioides se conforma por receptores |, A y kK (MOR, DOR y
KOR); también conocidos como receptores MOP; KOP y DOP), los cuales se
distribuyen en el cerebro y en la médula espinal. Estos receptores son activados
por péptidos endégenos Met- y Leucoencefalinas, betaendorfinas y dinorfinas y
por opidides exdgenos como la morfina (Castafieda y Ardilla, 2008).

Los receptores que se unen a los opidides y a sus antagonistas se
encuentran confinados en su mayoria al tejido nervioso, son estereoespecificos
(solo reconocen a uno de los isomeros oOpticos de los opioides). Segun este
autor se ha demostrado que este tipo de receptores se encuentran dentro del
area preoptica y la eminencia media del cerebro (Cervantes, 1994). Numerosos
autores reportan también su presencia en los diferentes tipos de células

testiculares; asi como, el receptor A, u y K en los testiculos de la rata (Subiran et
11
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al., 2011). Recientemente Albrizio et al. 2005 demostraron la presencia del
receptor u y K en el espermatozoide del equino. Aguirregoitia (2008) por primera
vez, demuestra que en el esperma humano se encuentran tres tipos de
receptores de opioides (DELTA, KAPPA y MU) ademas de receptores de
canabinoides, mencionando que todos ellos se encuentran en la cabeza, pieza
intermedia y cola de los espermatozoides.

Receptor p. Albrizio et al. (2005) reportaron por vez primera la presencia
del receptor p localizado en la cola y cabeza de espermatozoide equino,
desapareciendo en la zona de la reaccion acrosomal revelado por medio de dos
bandas de 50 a 65 kDa.

Referente a las funciones de este tipo de receptor en el caso de
humanos, Aguirregoitia (2008) encontré que la activacion del receptor p inhibe
la movilidad de los espermatozoides, es decir, que los hace mas lentos,
mientras que para mantenerse activos los espermatozoides debe existir un
minimo de receptores A. Este autor concluye algo muy importe en su trabajo de
investigacibn mencionando que el tipo y concentracibn de opioides y
canabinoides internos que encuentre el espermatozoide en su camino hacia el
Ovulo condicionara su movilidad.

Los receptores u se definieron asi por su afinidad con la morfina. Aun no
se han establecido ligandos (cualquier sustancia que actia sobre receptores del
organismo) endbégenos para este receptor, pero algunos de los POE tienen
afinidad por este. Las 3-endorfinas y encefalinas tiene una gran afinidad por el
receptor Y. Recientes investigaciones han identificado la morfina endoégena en

el encéfalo, por lo tanto pudiera ser un ligando natural de este sitio. Se han
12
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desarrollado agonistas muy selectivos para este tipo de receptor, pero los
antagonistas han sido de gran ayuda para definir efectos farmacolégicos de
este receptor. Por ejemplo la R-funaltrexina (3-FNA) bloquea irreversiblemente
al receptor y, mientras que la naloxona antagoniza de manera selectiva a un

subtipo del receptor u1 (Hernandez et al., 2006).
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MATERIALES Y METODOS
Descripcion del Area de Estudio

El estudio se llevé a cabo en el rancho EI Corcel, localizado en el
municipio de Cuauhtémoc, Chihuahua, a 28024 latitud N y 106052' longitud O,
a una altura de 2063 msnm. Cuenta con clima semiérido extremoso con vientos
dominantes del suroeste. La temperatura media anuales de 10 °C a 14 °C,
oscilando de 30 °C a -10.6 °C como maxima y minima. La precipitacibn media
anual es de 500 a 600 mm (Alvarez, 2011).

Los muestreos se realizaron durante el inicio de primavera hasta
mediados de verano (época de reproduccion del equino), con la finalidad de que
no existieran diferencias algunas por el cambio de temporada y que el semen
estuviera en su maximo potencial.

Descripcion de la Poblacion

Se analiz6 la informacion de muestras de semen provenientes de cuatro
garafiones equinos, con una edad de entre seis a ocho afios y un peso minimo
de 600 kg. Los cuatro garafiones pertenecian a la raza Cuarto de Milla,
aportando cada uno dos eyaculados en diferentes fechas, con el primero solo
se confirmaron los porcentajes de motilidad requeridos para el trabajo
experimental y el segundo eyaculado fue con el que se trabajo la
inmunofluorescencia.

Metodologia

Seleccion de garafiones. Con anterioridad se tenia nocion de la calidad

espermatica de cada uno de los 4 garafiones, datos que fueron obtenidos por

medio del médico veterinario encargado del criadero. La seleccion de
14
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garafiones se realiz6 bajo los siguientes criterios: De 70 a 90 % se considero la
muestra de alta motilidad mientras que valores por debajo del 50 % se
considera de baja motilidad (Borg et al., 1997). Fue de esta manera que se
obtuvieron dos garafiones con baja motilidad y dos de alta para el estudio.

Recoleccion de muestras. Se realizo la recoleccion del semen de los
cuatro garafiones, mediante una vagina artificial tipo americana en un maniqui
impregnado de feromonas que figuré la yegua, el cual es montado por el
garafidon obteniendo un eyaculado por cada animal. El semen recién
recolectado contiene gel el cual fue removido por medio del filtro que tiene el
bote colector que tiene la vagina artificial.

Volumen de la muestra. Primero se midid el volumen de cada
eyaculado por medio de un matraz graduado, evitando su agitacion. Los
matraces en donde se deposité el semen para medirlo, fueron previamente
esterilizados y calentados a una temperatura de 37 °C.

Morfologia. Para la determinacion de la morfologia espermatica fue
realizado un frotis por medio de una alicuota seminal de 20 pL y la adicién de
una gota de Eosina — Nigrosina ambos a temperatura corporal. Los frotis se
dejaron secar a temperatura ambiente, durante 15 minutos, se realizd la
evaluacion con la ayuda de un microscopio Optico 600X marca Hongrui de
contraste de fases utilizando un aumento de 100X, se observaron al azar 100
células contando cuantos de ellos fueron normales o anormales. Las
anormalidades fueron determinadas analizando cabeza, pieza media y flagelo.
Las muestras de semen de alto porcentaje de motilidad se mantuvieron por

debajo del 10 % de anormalidades ya que arriba de este porcentaje se
15
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consideran alteraciones en la fertilidad (Borg et al., 1997).

Estimacion del porcentaje de motilidad. Esta practica se realizdé a
cabo mediante apreciacion visual, confirmada por el médico veterinario
encargado del criadero. Se realiz6 mezclando el semen con el diluyente
Equiplus (1:1), esto debido a que tiende a aglomerarse en condiciones
naturales, el cual no permite su evaluacién. Se colocé una gota de este en un
portaobjetos y encima de este un cubreobjetos, evitando la formacion de
burbujas, el portaobjetos se colocé en una platina térmica en un microscopio de
preferencia de contraste de bases y se realiz6 la estimacion del porcentaje de
células motiles, considerando que 70 a 90 % fue alta motilidad y baja motilidad
debajo del 50 % (Borg et al., 1997).

Concentracion espermatica. Para calcular la concentracion
espermatica se utiliz6 el método del hemocitdmetro, empleando una dilucién
final del semen (1:100) con solucion salina formolada al 3 %. Posteriormente, se
realizé el conteo individual de los espermatozoides en la camara de Neubauer
(Bright Line, Labor Optik, Shanghai, China), expresando la concentracién en
millones de espermatozoides por ml.

Traslado de las muestras. Al finalizar la estimacion del porcentaje de
motilidad, el semen se incorpord con el diluyente Equiplus (1:20), en un tubo
graduado cubierto con papel aluminio y dentro de una hielera, procedimiento
que se realizo para el traslado del semen el cual fue de 45 min.

Purificacion con percoll. En un tubo de 15 ml se colocaron 2 ml de
percoll al 90 % después se agrego con una pipeta serolégica 2 ml de percoll al

45 % encima del percoll de 90 %, despacio evitando que se mezclaran (El
16
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percoll de 90 y 45 % fue preparado de acuerdo a lo mencionado en el
apéndice).

En un angulo de 40° se vaci6 despacio el semen fresco con diluyente de
transportacién en el tubo con percoll sin agitar. Se procedié a la centrifugacion
por 20 mis a 12,000 rpm. Se removio el sobrenadante del tubo con percoll +
semen y se dejo solo el pellet (despacio). Al pellet que queda en el tubo, se le
agregaron 5 ml de HCDM (handling médium) previamente equilibrado y se
centrifugd por 5 min mas dando el dltimo lavado, y para concluir se le agrego de
nuevo 5 ml de HCDM para conservarlo.

Inmunofluorescencia

El protocolo para la inmunoflorescencia fue proporcionado por la Facultad
Ciencias Quimicas de la UACH; sin embargo, la técnica se estandarizé
haciéndole adecuaciones en las cantidades de medios y diluciones de
anticuerpos, llegando a obtener el protocolo por medio del cual se logré la
fluorescencia, que a continuacién se describe. Al semen ya purificado y
suspendido en HCDM se le realizé una vez mas a cada una de las muestras de
motilidad para asegurarnos que fluctuara entre los rangos establecidos
anteriormente.

Se tomaron 5 pl de la muestra del semen y se colocaron en dos
portaobjetos recubiertos con poly-I-lisina, un portaobjetos se consideré el control
negativo al cual se le dio el mismo tratamiento que al primer portaobjetos
excepto la colocacion del primer anticuerpo. Los duplicados se fijaron en 4 %
(w/v) de paraformaldehido y se incubaron 30 min in PBS al 1 % (w/v) BSA, al

terminar se escurrieron las muestras.
17
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Se preparo la dilucién de bloqueo en un tubo graduado: (10 ml de PBS 1
% (w/v) agregandole 1 g de leche Svelty), se agit6 hasta que la leche se
incorporara bien al PBS, y se le agregaron 200 ul a cada portaobjetos, se
introdujeron a la incubadora por 20 min a 37 °C.

Se extrajeron las muestras de la incubadora y se lavaron 3 veces cada
una con PBS 1 % (w/v), con ayuda de la pipeta. Se procedié a realizar la
solucion para disolver el anticuerpo primario: se agregaron 100 g de leche
Sviety y 10 ml de PBS 1 % (w/v) en un tubo graduado y se mezclaron hasta
incorporarse bien. Se tomaron 150 pl de esta soluciéon y se colocaron en un
tubo ependorff junto con 1 pl del anticuerpo primario (dilucion 1:150) (anticuerpo
primario Rabbit anti-yu (mu) opioid receptor polyclonal). Se le colocé a cada
muestra 50 ul asegurandose bien de que la gota cubriera bien los
espermatoziodes, se introdujeron las muestras por 1 h a la incubadora a 37 °C.
Se retiraron las muestras de la incubadora y se lavaron 3 veces cada una con
PBS 1 % (w/v).

Se realizd la preparacion del anticuerpo secundario (goat anti-rabbit igg
(h+l) fluorescein conjugated) (dilucion 1:200), el cual se diluyé en la misma
preparacion del anticuerpo primario, en la cual se agregaron a un tubo
ependorff 200 pl de la solucion y 1 pl del anticuerpo secundario. Se agregaron
50 ul a cada muestra y se incubaron por 45 min a 37 °C. Después las muestras
se lavaron tres veces con PBS 1 % (w/v). Por ultimo se le agregd a cada
muestra 20 ul de Vecta Shild, cubriendo bien los espermatozoides, se le coloco
un cubre objetos y se sell por la orilla con barniz de unas. Al secarse el barniz

se cubrieron con papel aluminio para trasladar las muestras al lugar en donde
18
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se encontraba el microscopio confocal Nikon Eclipse TE 2000 invertido.
Esperando visualizar la presencia de la union del receptor con el anticuerpo.
Variables a Evaluar

Las variables analizadas fueron: porcentaje de motilidad (M), presencia
de fluorescencia en el espermatozoide en cabeza (FC) y en cola (FCO), la cual
se presentaria si existe union del receptor g con el anticuerpo y si existe
diferencia entre calidades seminales principalmente por motilidad. Las variables
como (V), (C) y (TT) solo se hicieron de rutina sin hacer comparaciones
estadisticas.
Analisis Estadistico

Para evaluar si existia asociacion entre el nivel de motilidad de los
sementales (alta y baja) y la posicion del receptor de opioides p en los
espermatozoides (cabeza y cola) se utilizé la prueba exacta de Fisher con el

procedimiento FREC de SAS (2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las mediciones realizadas tales como: tamafio testicular, concentracion
espermatica en el eyaculado y volumen de los garafiones Cuarto de Milla
utilizados en el presente estudio se muestran en el Cuadro 1, tales valores
fueron obtenidos con fines de rutina.

Los espermatozoides con alta motilidad presentaron una alta sefial de
fluorescencia en la cabeza con disminucion en el acrosoma, en parte media y
desapareci6 en la cola del espermatozoide (Figura 3). Los considerados de baja
motilidad (< 50 %) presentaron inmunofluorescencia distribuida a través de toda
la proteina el espermatozoide incluida la cola (Figura 4). Claramente se logro
apreciar el color resplandeciente en la cola en los de baja motilidad. Estos
resultados pueden relacionarse con lo que demostré Aguirregoitia (2008) en el
caso de espermatozoides de humanos, encontrando que entre mas presencia
hubiera de receptores |, la motilidad se veia disminuida, y que para que la
motilidad se mantuviera debe existir activado un nimero determinado de otro
tipo de receptores de opioides llamados delta A.

Otra caracteristica importante en la motilidad del espermatozoide son las
miticondrias de donde proviene la energia necesaria (ATP), las cuales pueden
verse afectadas segun el dafio oxidativo provocado durante el proceso del
experimento, pero en este caso no se puede hacer una comparacion debido a
que el los espermatozoides con alta motilidad y los de baja, fueron expuestos
exactamente al mismo estrés oxidativo, tal como refrigeracion y centrifugacion.
Respecto a este tipo de dafio es importante mencionar los resultados

presentados por Raut y Rao, (2007) que demuestra que la induccion de estrés
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Cuadrol. Caracteristicas seminales de garafiones Cuarto de Milla con alta y

baja motilidad

Tamafo

Morfologia (%) de células

ID Edad Motilidad Concentracion
Testicular (MM)  Volumen anormales (p) primarias 'y
Animal (ARos) (%) Espermas x 106
ancho x alto (s) secundarias

G1? 6.0 102.5X62 70 80 p<10<ys<20 292 x10°¢
G2° 5.6 97.7X59 56 75 P<10<y s<20 198 x10 ©
G3° 6.2 103X63 69 50 P<10<ys>20 179x10 ©
GaP 5.8 599.2X59 59 55 P<10<ys>20 165 x10 ¢

a G1 y G2 Garafiones con alta motilidad (<75 %)
b G3 y G4 Garafiones con baja motilidad (<55 %)
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Figura 3. Espermatozoides del garafién 1 con 80 % de motilidad. Deteccion del
receptor | en espermatozoides de alta motilidad por medio de
inmunofluorescencia, con microscopio laser confocal. Figuras A,
expresa presencia del receptor p. Figura B, muestra tincion con
Hoechst y C control negativo. Barras de escala, 9.0um.
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Figura 4. Espermatozoides del garaiion 3 con 50% de motilidad. Deteccion del
receptor p en espermatozoides de baja motilidad por medio de
inmunofluorescencia, con microscopio laser confocal. Figura A,
expresa presencia del receptor. Figura B, muestra tincion con Hoechst
y C control negativo. Barras de escala, 9.0um

23



ﬂ' FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

oxidativo neuronal por medio de una toxina llamada 3 nitropropionic acid (3-
NPA), disminuyé la cantidad de receptores MOR, mientras que los DOR y KOR

mantuvieron sus niveles.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Existi6 asociacion entre la motilidad de espermatozoides y la ubicacion
del receptor de opiodes p de modo que los espermatozoides con alta motilidad
presentaron casi nula frecuencia de fluorescencia en cola.

El estudio de este tipo de proteinas, resultan ser de manera potencial un
parteaguas para realizar investigaciones con la finalidad de encontrar nuevos
marcadores que nos indiquen trastornos genéticos relacionados con infertilidad
de garafones, los cuales por su desconocimiento estan llevando a fomentar la

persistencia de genes indeseados en las futuras generaciones equinas.
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