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mi mas sincero agradecimiento a todas las personas que de una manera u otra
me han acompafiado y ayudado en la realizacion de este trabajo.

En primer lugar, a mis directoras, Rosaura y Adriana. Gracias por confiar
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bueno de las cosas y animandome a seqguir incluso cuando ni yo misma confiaba
en mi trabajo. Sin tu optimismo y sin todo el conocimiento que has compartido
conmigo, nunca habria llegado hasta aqui. GRACIAS por ser la mejor guia.
Adriana, no tengo palabras para agradecerte la disposicion gque has tenido
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te preocupaste por mi y por mi trabajo. Siempre has recibido mis consultas con
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sugerencias. Nos habéis hecho mucha falta este Ultimo afio en el laboratorio,
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Por suerte, en el laboratorio me han acompafado otras personas. Sin ellas, todo
habria sido mucho mas aburrido y costoso. Silvia, o mismo nos poniamos a
cantar “La oreja de van Gogh”, que nos echabamos una mano con cualquier
experimento, hay tiempo para todo. Cuantas conversaciones profundas y no
tanto, hemos compartido. Sé que siempre nos podremos tomar una cervecita y
recordar. Meli, mi gran compafiera, esta tesis también es tuya. Qué trabajadora
eres, siempre has sacado un huequito para echarme una mano en todo. Gracias,
gracias y mas gracias. Vicky, vienes pisando fuerte. Cuanto entusiasmo por la



ciencia, cuantas ganas de trabajar y de ayudar, eres un sol. Gracias por hacerme
mas amenos estos ultimos afos.

Gracias a Puri, por darme los buenos dias con energia cada mafiana y no
rechistar aunque le pisara lo fregado. A Sofia, por atraparme en su oficina a
charlar de la vida y contagiarme su alegria. Gracias a las “chicas de
mitocondrias”, por dejarme compartir mesa con ellas al medio dia en nuestro
ratito de desconexion. A Cris, Tania, Luis, Javi, por poder confiar en su reserva
de reactivos y compartir sus trucos para conseguir el western ideal.

No me olvido del resto de personas que han ido dejando su granito de arena a
su paso por el laboratorio. “Mis alumnos”, de los que yo tambiéen he aprendido,
Ashley, Virginia, Adrian, Celia, Marcos... A los que vinieron de lejos,
compartiendo su cultura y su trabajo, Lamia, Luisa, Juliano...

Me gustaria también agradecer al Dr. Timo Strinker y a todo su equipo la
oportunidad que me dio de poder trabajar con ellos. La experiencia profesional y
personal fue muy satisfactoria, y el trato recibido fue excepcional. Mi paso por
Alemania me permitid conocer personas maravillosas. Cris, mi italiana-cubana,
siempre te llevaré en el corazon. Fuiste el apoyo que necesitaba cuando estaba
sola, siempre tan alegre. Daniela, el destino fue sabio y quiso que nos
conociéramos en el cuarto de la lavanderia, a pesar de vivir en el mismo pasillo
y trabajar en el mismo edificio. No podia haber tenido mejor vecina y compafiera
de aventuras.

Por supuesto, a las Bullis y a las Sefioras, pues ellas han sido mi via de escape
y desconexion cuando la ciencia me daba la espalda, pero también han brindado
conmigo cuando habia motivos (o no) para celebrar.

El agradecimiento mas especial es para mi familia. A mis padres, por el gran
esfuerzo que han hecho siempre para que yo llegara hasta donde quisiera, hasta
donde he llegado hoy. Esta tesis tiene un buen pedazo de ellos. A mi hermano,
por compartir inquietudes, experiencias y conocimiento, de bidlogo a biotec. A
mis primos Luci y Juako, los otros cientificos de la familia, siempre animandome
y preocupandose de mis avances. Mis primas Maria y Laura, siempre tan atentas
a todo lo que les contaba.

Mil millones de gracias, Dani. Desde su lejania con la investigacion, ha sido el
testigo de las idas y venidas emocionales de esta profesidon. Siempre has estado
celebrando mis éxitos con orgullo, y levantandome en los peores momentos.
Soportarme no ha sido facil, te quiero.

Gracias de corazon a todos por hacer que el camino haya sido mas facil.
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Resumen

La especie ovina tiene una estacionalidad reproductiva muy marcada que esta regida
por la secrecion de melatonina. Dado que esta estacionalidad resulta limitante para la
produccién ovina, un sector fundamental por su importancia econdmica, social y
medioambiental, un conocimiento mas profundo de la accién de la melatonina sobre la

reproduccién ovina permitiria mejorar su eficiencia reproductiva.

La melatonina se sintetiza en la glandula pineal y ejerce sus principales efectos sobre
la reproduccion a través de la regulacidn del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal. No obstante,
también existe produccion de melatonina extrapineal en varios érganos y tejidos, entre ellos
los del tracto reproductor femenino y masculino. Se encuentra en el fluido folicular y es
secretada por las células del cumulus que rodean al ovocito. Ademas, esta hormona estd
presente en el plasma seminal del morueco a una concentracién variable a lo largo del afio,
en funcion de la estacién reproductiva. La melatonina tiene accidn antioxidante y ademas
puede ejercer efectos directos sobre los espermatozoides a través de su unidn a receptores
especificos en la membrana plasmatica (MT1 y MT.). Entre sus efectos se han descrito una
accién antiapoptdtica y un papel regulador sobre la capacitacién espermatica in vitro. Para
algunas células somaticas, también se ha referido un efecto quimiotactico de la melatonina.
En base a estos antecedentes, en esta tesis se planted como hipétesis que la melatonina es
capaz de actuar como quimioatrayente y modular la orientaciéon espermatica en la especie
ovina, y que ademas ejerce un efecto antioxidante y antiapoptético durante el proceso de

capacitacion espermatica.

La quimiotaxis como mecanismo de orientaciéon espermatica en mamiferos se ha
reconocido ampliamente en los Ultimos anos, excluyendo la idea de que es un mecanismo
propio de especies acuaticas con fertilizacion externa. Un aspecto a tener en cuenta es que,
segun estudios previos, solo los espermatozoides capacitados e hiperactivados son capaces
de responder a los estimulos quimiotacticos. En algunas especies, como el humano, el toro, el
ratdn o el cerdo, se ha demostrado la respuesta quimiotactica de los espermatozoides al fluido
folicular; sin embargo, no esta claro qué sustancias de este fluido son las responsables de
ejercer dicha quimioatraccion. Las hormonas esteroideas, como la progesterona o el estradiol,
parecen ser esenciales en la respuesta quimiotactica de los espermatozoides, ademas de otras
sustancias no hormonales. Otra hormona presente en el fluido folicular y en el tracto

reproductor de la hembra es la melatonina, y dado que se ha visto que tiene un efecto
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quimiotactico sobre algunas células somaticas, podria ser una hormona candidata a modular
los procesos de orientacidn espermatica hacia el ovocito. Para comprobarlo, el primer objetivo
de este trabajo fue analizar el efecto quimiotactico in vitro de la melatonina sobre la
orientacion de los espermatozoides ovinos, como una aproximacion a lo que ocurriria in vivo
en el tracto genital femenino de esta especie. En primer lugar, se evalud el efecto de la
melatonina mediante un método de seleccidn espermatica, el swim-up/dextrano,
afiadiéndola en la capa superior del medio de recogida a dos concentraciones distintas, 100
pMy 1 uM. El porcentaje de recuperacién de células en la capa superior del medio de swim-
up fue mayor en presencia de melatonina a ambas concentraciones, pero solamente para
espermatozoides obtenidos durante la época no reproductiva. Ademas, los espermatozoides
seleccionados con melatonina 100 pM estaban mas capacitados y presentaban un mayor
marcaje para el receptor MT; en el acrosoma en comparacion con los recuperados en el swim-
up control. El mayor porcentaje de recuperacion obtenido en presencia de melatonina podria
deberse al estimulo del movimiento espermatico en direcciones aleatorias (quimioquinesis),
0 a un movimiento dirigido (quimiotaxis) hacia la melatonina. Para tratar de dilucidar esta
cuestién, se llevd a cabo otro abordaje experimental utilizando cdmaras de quimiotaxis
comerciales y un software de acceso libre, el OpenCASA, que analiza las trayectorias
individuales de los espermatozoides hacia el quimioatrayente y calcula un indice de
quimiotaxis (indice SL). De nuevo, se observaron diferencias significativas Unicamente durante
la época no reproductiva, probablemente debido a que la exposicidn de los espermatozoides
a las altas concentraciones de melatonina en el plasma seminal durante la época reproductiva
enmascare los efectos in vitro de esta hormona. En este caso, solo los espermatozoides
capacitados en presencia de altos niveles de AMPc respondieron al estimulo quimiotactico de
la melatonina a concentracién 1 uM. Estos resultados (articulo-manuscrito 1) apuntarian a
una accion quimiotactica de la melatonina in vitro sobre los espermatozoides ovinos,
abriendo la posibilidad de incluir esta hormona en el método de swim-up para mejorar la tasa

de recuperacién espermatica.

El segundo objetivo general de esta tesis doctoral fue profundizar en los mecanismos
moleculares de respuesta de los espermatozoides ovinos a la melatonina durante los
procesos de capacitacidon y apoptosis, poniendo especial atencidén a su papel antioxidante.

Hay que tener en cuenta que la capacitacién en la especie ovina puede ser estimulada in vitro
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por la adicion de compuestos que incrementan el AMPc (via clasica AMPc/PKA) o por la
presencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (via de las MAP quinasas). Para que la
capacitacién espermatica tenga lugar, es necesario que haya ciertos niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS), pero sin que se produzcan en exceso, ya que resultaria perjudicial.
La produccién de ROS en los espermatozoides es posible gracias a la implicacidon de varias
enzimas. Por ello, dentro de este segundo objetivo general, se planteé como primer objetivo
especifico estudiar la generaciéon del anion superdéxido y del o6xido nitrico en los
espermatozoides ovinos y su implicacion en la capacitacion espermatica. Los resultados
obtenidos demostraron, por primera vez, la existencia de las enzimas NADPH oxidasa 5 (NOX5,
productora de superoxidos) y éxido nitrico sintasa (NOS, productora de éxido nitrico) en el
espermatozoide ovino, describiendo su localizacidn, asi como su implicacion en la capacitacion

espermatica ovina (articulos 2 y 3).

En espermatozoides ovinos se identificaron seis inmunotipos de NOX5 mediante
inmunofluorescencia indirecta, cuyos porcentajes variaron durante la capacitacién in vitro,
observandose, al mismo tiempo, un aumento en los niveles intracelulares de superoxidos.
Estos ultimos también aumentaron tras la adicién de ionéforo de calcio, ya que la NOX5 es
sensible a este ion, y disminuyeron en presencia de un inhibidor de NOX5 (GKT136901), junto
con el porcentaje de espermatozoides capacitados y con el acrosoma reaccionado. Estos
resultados demostrarian que la NOX5 es una importante fuente de ROS en el

espermatozoide ovino y estaria implicada en el proceso de capacitacion (articulo 2).

Por su parte, se detectaron las tres isoformas de NOS (eNOS, nNOS e iNOS) en los
espermatozoides ovinos. Las formas constitutivas, eNOS y nNOS, se detectaron por
inmunofluorescencia y western blot, mientras que la inducible, iNOS, sdlo mediante
inmunofluorescencia. Para cada isoforma se describieron dos inmunotipos, cuyos porcentajes
cambiaron durante la capacitacién in vitro con agentes elevadores del AMPc (articulo 3).
También los niveles de dxido nitrico fueron mayores en los espermatozoides incubados en
condiciones capacitantes, tanto con agentes elevadores del AMPc (articulo 3) como con EGF
(articulo 4). Estos resultados, junto con los obtenidos tras la adicidon de un precursor del 6xido
nitrico, la L-arginina, y un inhibidor de la NOS, el L-NAME, sugieren la implicacion de la NOS y

el 6xido nitrico en la capacitacion espermatica ovina.
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El segundo objetivo especifico dentro del segundo objetivo general fue analizar el
efecto de la melatonina sobre los niveles de oxido nitrico y superdéxidos durante la
capacitacion in vitro en los espermatozoides ovinos. Asi, la incubacién de los
espermatozoides con melatonina 1 uM limitd la produccion de superodxidos y evitd los cambios
en la distribucion de NOX5 asociados a la capacitacién in vitro por alto AMPc, lo que
demostraria que la melatonina ejerceria su accion antioxidante en los espermatozoides
ovinos, al menos en parte, mediante la modulacién de la NOX5 durante la capacitacion
(articulo 2). Por otro lado, la presencia de melatonina modificé la distribuciéon de la NOS
durante la capacitacion con elevadores del AMPc en los espermatozoides de morueco, pero
no tuvo efectos significativos sobre los niveles de éxido nitrico (articulo 3). Tampoco tuvo
efecto significativo sobre niveles de dxido nitrico cuando la capacitacion in vitro se llevd a cabo
con EGF, pero a concentracién 1 uM fue capaz de inhibir el incremento de espermatozoides

con el acrosoma reaccionado provocado por la L-arg (articulo 4).

Con respecto a la capacitacion estimulada por la presencia del EGF, ésta implica la
unién a su receptor (EGFR) y la activacién de la ruta las MAP quinasas (MAPKs, del inglés
Mitogen-Activated Protein Kinases). Esta ruta comparte mecanismos moleculares con la
apoptosis en los espermatozoides ovinos, a través de la activacién de la MAPK JNK (quinasa c-

Jun N-terminal) y la p38.

A suvez, la capacidad antiapoptdtica de la melatonina esta relacionada, segun estudios
previos, con su efecto antioxidante a través la ruta las MAPKs. Esta ruta es una de las vias de
actuacién del 6xido nitrico, que estd implicado en la capacitacidon espermatica ovina, como se
ha demostrado en el primer objetivo especifico. Por tanto, se planted como tercer objetivo
especifico, dentro del segundo objetivo general, estudiar la implicacion del 6xido nitrico y la

melatonina sobre la apoptosis durante la capacitacidn in vitro inducida por el EGF.

Los resultados obtenidos evidenciaron cambios relacionados con el proceso de
apoptosis tras la induccion de la capacitacion in vitro con EGF, ya que se detecté un aumento
de los marcadores de apoptosis (activacion de caspasas y fragmentacion del ADN) por
citometria de flujo, y un aumento de la forma activa de la MAPK JNK mediante western blot
(articulo 4). Sin embargo, la induccidn de la produccién de dxido nitrico con L-arginina, aunque
produjo un aumento en el porcentaje de espermatozoides reaccionados, no tuvo ningln
efecto sobre los marcadores de apoptosis, lo que sugiere que el metabolismo del éxido nitrico
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no regula los procesos apoptéticos durante la capacitacion espermatica ovina inducida por
el EGF. Por su parte, la melatonina mostré un efecto bimodal similar al que ejercia en otras
condiciones capacitantes, previniendo la capacitacion a concentracién micromolar, y
potenciando la reaccién acrosdmica a concentracion picomolar. No obstante, no se
observaron efectos significativos de la melatonina en relacién a los marcadores de apoptosis
aumentados por la capacitacién, aunque que fue capaz de limitar la activacion de la JNK por

fosforilacién (articulo 4).

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral proporcionan nuevos datos sobre los
mecanismos moleculares involucrados en la capacitacion espermatica en la especie ovina,
tanto por la via clasica AMPc/PKA como por la via del EGF, asi como la implicacién de la

melatonina en este proceso y en la orientacidn espermatica.
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2.1 El espermatozoide ovino

Los espermatozoides se producen en los testiculos mediante un proceso denominado
espermatogénesis. En concreto se generan en los tubulos seminiferos, que contienen dos
tipos de células: las células germinales, que dardn lugar a los espermatozoides, y las células de
Sertoli, que proporcionan el soporte estructural y metabdlico a las células germinales durante

la espermatogénesis.

El proceso de formacion de los espermatozoides en la especie ovina tiene una duracién
aproximada de 47-49 dias (Ortavant, 1956; Senger, 2003) y consta de tres etapas. La primera
fase es la de proliferacion, en la que las espermatogonias (2n), se dividen mitdéticamente
dando lugar a los espermatocitos primarios (2n) que quedan unidos entre si por puentes
citoplasmaticos para facilitar las interacciones bioquimicas y una maduracién sincrénica de las
células de la linea germinal. En la segunda fase se produce la meiosis de los espermatocitos
primarios, dando lugar a los espermatocitos secundarios (n) tras la primera division meidtica,
y a las espermatidas (n) tras la segunda division. Por ultimo, en la fase de diferenciacién o

espermiogénesis, las espermatidas se diferencian a espermatozoides (Figura 1).

Membrana basal del tibulo seminifero

@.@— Espermatogonias (A)

© @) Espermatogonias (A,)

£ O Espermatogonias (A,)
Proliferacion

@@ @) Espermatogonias (A,)

4(3//[ Espermatogonias (1)
{_,g;i'}iczoig MZQ \/_:.'\_; ' - Espermatogonias (B)
%% Espermatocitos primarios

o S S
.’(}6,{.'!(-}6)6 Espermatocitos secundarios
e St

WININONRVRTNSNS A

Compartimento basal

Espermdtidas avanzadas

Diferenciacién

Compartimento adluminal

LOOCCOTOOCOCTOOT Cuerpos residutes

N T — Espermatozoides

Lumen del tibulo seminifero

Figura 1. Esquema representativo del proceso de espermatogénesis. Modificado de Senger (2003) y Ross and

Pawlina (2014).

11



Revisidn bibliografica

La espermiogénesis incluye los siguientes procesos (Figura 2):

12

Condensacién del nucleo: el nucleo de las espermdatidas se compacta y adquiere una
forma ovalada y piriforme. El ADN también se compacta por la sustitucién de histonas
por protaminas, que son proteinas ricas en cisteinas que formaran puentes disulfuroy
estabilizaran el ndcleo hasta el momento de la fecundacion (Eddy, 2006).

Formacidén del acrosoma: el acrosoma es un capuchdn que se desarrolla a partir del
aparato del Golgi y ocupa los 2/3 anteriores de la cabeza (Senger, 2003). Contiene
enzimas hidroliticas que, tras la reaccion acrosémica, permitiran al espermatozoide
atravesar la zona pelucida y fecundar al ovocito (Flesch and Gadella, 2000; Gerton,
2002; Toshimori, 2003; Eddy, 2006).

Reduccidn del citoplasma: la mayor parte del citoplasma del espermatozoide se
elimina mediante su desplazamiento hacia la pieza terminal del flagelo, originando la
llamada gota citoplasmatica (Senger, 2003). Este residuo debe ser eliminado
posteriormente en el proceso de maduracion espermatica.

Desarrollo del sistema de movimiento flagelar: el centrosoma del espermatozoide se
mueve hacia la parte opuesta donde se ha formado el acrosoma. A partir del centriolo
proximal se forma el cuello del flagelo, que supone la forma de anclaje del flagelo a la
cabeza del espermatozoide, mientras que a partir del centriolo distal del centrosoma
se desarrolla el axonema del flagelo. Este consta de un conjunto de 9 dobletes de
microtubulos organizados en un cilindro alrededor de otro par de microtubulos
centrales. Alrededor del axonema se forman las denominadas fibras densas externas,
que se extenderan a lo largo de la pieza principal del flagelo, y que son las encargadas
de los movimientos de curvatura del mismo (Lindemann, 1996).

Formacidn de la hélice mitocondrial: las mitocondrias migran y se colocan en la parte
proximal del flagelo, rodeando de forma helicoidal al axonema y las fibras densas
externas (Lehti and Sironen, 2017), y dando lugar a la pieza intermedia del flagelo.
Estas mitocondrias son las encargadas de aportar energia en forma de ATP (adenosin

trifosfato) para activar el movimiento flagelar (Turner, 2003; Eddy, 2006).
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Figura 2. Esquema representativo del proceso de espermiogénesis (arriba) y partes del espermatozoide (abajo).

Modifiado de Essentials of human anatomy & physiology (Marieb, 2006).

Cuando los espermatozoides completan la espermiogénesis todavia no son funcionales.
Para adquirir la capacidad fecundante deben sufrir una maduracién post-testicular, parte en
el epididimo, y parte en el tracto reproductor de la hembra mediante un proceso denominado
capacitaciéon. Los espermatozoides inmaduros abandonan los tubulos seminiferos por los
conductos eferentes, gracias a contracciones del tejido muscular, hasta llegar al epididimo. Es
ahi donde los espermatozoides completan su maduracién durante unos 14 dias. Durante este
tiempo, los espermatozoides van incorporando proteinas secretadas por el epididimo y van
perdiendo o reorganizando las que tenian. Las proteinas secretadas por la cabeza y cuerpo
epididimarios confieren al espermatozoide la capacidad de moverse, unirse a la zona pelucida
del ovocito, y son imprescindibles para la fusion de membranas durante la fecundacién
(revisado por Bjorkgren y Sipila (2019)). Ya en la cola del epididimo, los espermatozoides se
almacenan y las proteinas secretadas por este reservorio se encargan de mantener la
capacidad fecundante y la supervivencia de los espermatozoides (Cooper, 1998). Ademas,
durante el transito epididimario, los espermatozoides pierden la gota citoplasmatica vy

continda la compactacion de la cromatina. Una vez que los espermatozoides son eyaculados
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y se mezclan con el plasma seminal, incorporan otros componentes que actuaran como
agentes descapacitantes, soporte metabdlico y proteccion frente al dano oxidativo (Desnoyers

and Manjunath, 1992; Poiani, 2006; Juyena and Stelletta, 2012; Druart et al., 2013).

2.2 Transito del espermatozoide ovino por el tracto reproductor femenino

Tras la copula o inseminacion artificial, los espermatozoides son depositados en el
interior del tracto reproductor femenino (TRF), donde estaran expuestos a ambientes muy
distintos, entraran en contacto con gran variedad de fluidos y sufriran modificaciones en su

estado fisiolégico (Figura 3).

En la especie ovina, los espermatozoides se depositan a la entrada del cérvix, cuya
estructura anillada y con numerosos pliegues supone una barrera fisica para estas células.
Ademas, el cérvix produce un fluido denominado mucus, que también dificultara el avance de
los espermatozoides. Asimismo, en el TRF se da una respuesta inmunoldgica para la
eliminacion de espermatozoides, bien por fagocitosis, o por un proceso llamado NETosis. A
través de este Ultimo mecanismo, los neutréfilos del TRF liberan por extrusion una red de ADN,
atrapando a los espermatozoides en las llamadas NETS (del acrénimo en inglés Neutrophil
Extracellular TrapsK) (Alghamdi et al., 2009; Wei et al., 2020). De esta manera, se produce una
primera seleccion espermatica y solo aquellos espermatozoides con mejor motilidad y
condiciones fisioldgicas conseguiran atravesar el cérvix y/o quedar depositados en sus criptas
formando reservorios (Rath et al., 2008), donde quedan protegidos del flujo retrégrado del
mucus y de sus agentes de defensa. Por otro lado, los espermatozoides también cuentan con
mecanismos de defensa frente al sistema inmune del TRF, como la presencia de glicoproteinas

R-defensinas en su superficie (Hall et al., 2017).

Los espermatozoides contindan su avance por el TRF en oleadas gracias a su propia
motilidad y a las contracciones musculares del utero. Alli establecen otros reservorios
espermaticos para evadir al sistema inmune, al unirse a las células epiteliales del Utero a través
de las proteinas BSP de su superficie (del inglés, Binder Sperm Proteins), que ademas impiden

la capacitacion espermatica prematura (Pini et al., 2018).

Los espermatozoides atraviesan el Utero hasta llegar a la unidon utero-tubarica v,
posteriormente, al oviducto, donde tendra lugar la fecundacién. En el oviducto, a nivel del

istmo, también existen pequefios reservorios donde los espermatozoides permanecen
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retenidos, mediante uniones al epitelio ciliado oviductal. Este fendmeno fue observado por
primera vez en hamster y conejo (Yanagimachi and Chang, 1963) y, mas tarde, en las especies
ovina (Hunter and Nichol, 1983), bovina (Hunter and Wilmut, 1984) y murina (Suarez, 1987).
Para que la fecundacion se produzca con éxito, los espermatozoides deben culminar su
maduracion y adquirir la capacidad fecundante mediante un proceso denominado
capacitacion espermatica, que se explicard con mas detalle en un apartado posterior. Los
espermatozoides se van capacitando en oleadas conforme se van liberando de los reservorios
del istmo y entran en contacto con diferentes moléculas presentes en el fluido oviductal
(Hunter, 2012). Estos reservorios juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la
capacidad fecundante de los espermatozoides, ya que el periodo de tiempo entre el estro
(cuando tiene lugar la cdpula o la inseminacién artificial) y la ovulaciéon de la hembra es
variable. Ademas, controlan la cantidad de espermatozoides que llegan a la ampolla, donde
se produce la fecundacién, contribuyendo asi a la prevencién de la polispermia (revisado por

Rickard et al., (2019)).

Pero ademads, para que la fecundacion sea exitosa, los espermatozoides deben localizar
y alcanzar al ovocito. Para ello, se produce un cambio en el patron de movimiento y los
espermatozoides pasan de tener un movimiento de avance rectilineo, que les permite
atravesar el TRF, a un movimiento mds oscilatorio y menos progresivo. Este fenémeno se
denomina hiperactivacion flagelar y permite, por un lado, que los espermatozoides se liberen
de los reservorios del itsmo, y por otro, que sean capaces de atravesar la capa de células del
cumulus y la zona pellcida que rodean al ovocito (Ho and Suarez, 2001). La hiperactivacién se
caracteriza por una mayor amplitud en la batida del flagelo, que se vuelve mas flexible y oscila
de manera asimétrica, y un aumento del desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide, describiendo asi un patréon de movimiento en forma de ocho y un avance

que permite la busqueda del ovocito y la penetracidn de sus envolturas (Yanagimachi, 1994b).
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6. La unién utero-tubarica
actda como un reservorio
espermatico adicional

7.Las BSPs podrian
ayudar a establecer los
reservorios espermaticos
en el oviducto

8. Ovulacion,
capacitacién, y
liberacion del epitelio
ciliado oviductal

9. Los espermatozoides
penetran el complejo
cumulus-ovocitos, sufren la
RAYy seunen ala ZP

Los espermatozoides nadan hacia las criptas
del cérvix para evitar el flujo del mucus y los
agentes inmunes del lumen.

2. Loscilios mueven las secreciones mucosas.

3. La N-acetil glucosamina, WGA y al &cido
sidlico atrapan a los espermatozoides en el
mucus, marcandolos para la fagocitosis por
las NETs.
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mientras las B-defensinas impiden el

reconocimiento  inmunoldgico  de  los
espermatozoides.

Los espermatozoides se
depositan en la vagina

Figura 3. Trayecto de los espermatozoides ovinos por el tracto reproductor femenino. Imagen modificada de

Rickard et al. (2019).
2.2.1. Mecanismos de orientacidon espermatica: quimiotaxis

Se han postulado diferentes mecanismos de orientacidon espermatica, aunque el

movimiento guiado hacia el ovocito podria deberse una combinacion de varios de éstos.

Uno de los mecanismos propuestos es la orientacion por termotaxis, que provoca que
los espermatozoides se orienten en funcidon de un gradiente de temperatura (Bahat et al.,
2003). Otro mecanismo es la reotaxis, por la que los espermatozoides se orientan en contra
de un flujo de fluido (Miki and Clapham, 2013). Y por ultimo, la quimiotaxis (Eisenbach,
1999b), por la que los espermatozoides se orientan en respuesta a un gradiente de
concentracion de una sustancia quimioatrayente, como podrian ser sustancias secretadas por

las células del cumulus que rodean al ovocito o sustancias presentes en el fluido folicular.

La quimiotaxis se postula como el proceso mas probable para que se produzca la
orientacidn espermatica hacia el ovocito (Eisenbach, 1999a). Este mecanismo se describid por
primera vez a mediados de los afios 60 en animales marinos con fecundacién externa, como
los coralesy los erizos de mar, ya que vierten sus espermatozoides al agua y éstos deben nadar

en direccion a las sustancias secretadas por el ovocito (revisado por Kaupp (2012)). Sin
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embargo, en los mamiferos no estaba tan claro este proceso, ya que se creia que la cantidad
de espermatozoides que llegan a las inmediaciones del ovocito era suficiente para localizarlo

accidentalmente sin necesidad de ningun otro estimulo.

No obstante, como se ha explicado anteriormente, debido a los procesos de seleccién
espermatica en el TRF, sélo un pequefio porcentaje de los espermatozoides eyaculados
alcanzan el oviducto (Williams et al., 1993). Esto sugeriria que los espermatozoides de
mamiferos también pueden precisar de quimiotaxis para localizar al ovocito. Sin embargo,
este proceso es muy dificil de estudiar por el bajo numero de células que responden a estos
estimulos (Cohen-Dayag et al., 1995), ya que segun algunos autores, sélo los espermatozoides
capacitados y con motilidad hiperactivada pueden responder a los estimulos quimiotacticos
(Cohen-Dayag et al., 1995; Eisenbach, 1999a; Fabro et al., 2002). A pesar de las dificultades,
algunos estudios han sido capaces de demostrar este mecanismo en determinadas especies

de mamiferos (revisado en Giojalas et al. (2015)).

Como se ha comentado, la quimiotaxis es un fenédmeno por el cual un organismo o
célula dirige sus movimientos en funcién de un gradiente de concentracién de una
determinada sustancia quimica presente en su entorno. En el caso de los espermatozoides,
algunos autores sugieren que el fluido folicular, que contiene secreciones del ovocito y de las
células que lo rodean, podria contener las sustancias quimioatrayentes para los
espermatozoides, como se ha demostrado in vitro en espermatozoides humanos (Villanueva-
Diaz etal., 1990; Ralt et al., 1991), murinos (Oliveira et al., 1999; Bhagwat et al., 2021), equinos
(Navarro et al., 2007), porcinos (Serrano et al., 2001; Vieira et al., 2021) y bovinos (Gil et al.,
2008). No obstante, la composicion bioquimica de este fluido varia a lo largo del ciclo estral
(Singh et al., 1999). Entre las sustancias constituyentes del fluido folicular que podrian jugar
un papel en la quimiotaxis espermatica se encontrarian, entre otras, determinadas hormonas,
como las esteroideas y factores de tipo odorante. La progesterona es uno de los componentes
del fluido folicular que mas se ha estudiado para determinar su accion quimioatrayente,
demostrandose su accion en espermatozoides de humano (Gatica et al., 2013; Uiates et al.,
2014), raton (Guidobaldi et al., 2017), cerdo (Vieira et al., 2021) y conejo (Teves et al., 2006;
Guidobaldi et al., 2008). Otra hormona esteroidea, el estradiol, aunque no se ha demostrado
su accion quimioatrayente por si misma, esta relacionada con la hiperactivacion y la reaccién

acrosémica (Vigil et al., 2008; Baldi et al., 2009; Gimeno-Martos et al., 2017). El estradiol, junto

17



Revisidn bibliografica

con el AMPc y el GMPc, podrian ser esenciales para la respuesta quimiotactica del
espermatozoide, ya que estan involucrados en el aumento de los niveles de calcio intracelular
(Kaupp et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Orihuela et al., 2003; Gakamsky et al., 2009), que
es responsable del movimiento flagelar y de la motilidad espermatica (Bohmer et al., 2005).
Se ha visto también un efecto quimiotactico sobre los espermatozoides por parte de otras
sustancias como factores odorantes (revisado por Ali et al. (2021)), el péptido natriurético
atrial (Bian et al., 2012), el 6xido nitrico (Machado-Oliveira et al., 2008), la heparina, la
adrenalina, la calcitonina, o la acetilcolina (revisado por Eisenbach (1999a)). La melatonina es
otra hormona que esta presente en el TRF (Brzezinski et al., 1987; Shi et al., 2009; El-Raey et
al., 2011; Xiao et al., 2019). Se ha descrito que ejerce accién quimiotdctica sobre leucocitos
(Pena et al., 2007) y células de la retina (Shirakawa and Ogino, 1987), pero hasta la fecha no
se ha demostrado esta accién en espermatozoides. No obstante, como se explicarda mas
adelante, dado el importante papel que tiene la melatonina en la regulacién de la fisiologia
del espermatozoide ovino, se postula como una posible hormona implicada en el movimiento

guiado de los espermatozoides hacia el ovocito.

2.2.2. Capacitacion espermatica

En el tramo final del Utero y en el oviducto, el ambiente y los fluidos oviductales
estimulan el proceso de capacitacién espermatica (Bailey, 2010). Este proceso se describié por
primera vez en los afios 50, cuando Chang y Austin demostraron, en dos trabajos
independientes, que los espermatozoides adquieren su capacidad fecundante tras residir
durante un tiempo en el tracto reproductor femenino (Austin, 1951; Chang, 1951). Desde
entonces, numerosos estudios han ahondado en el estudio de la capacitacidon espermatica,

pero todavia no se conocen totalmente los mecanismos moleculares implicados.

Asi, la capacitacion se define como el conjunto de cambios moleculares y fisiologicos
que deben sufrir los espermatozoides para adquirir la capacidad fecundante. Entre los
cambios que se producen durante la capacitacién espermatica, se da un aumento de la fluidez
y la permeabilidad de membrana, gracias a la salida de colesterol de la misma (Davis et al.,
1979; Cross, 1998). Esto provoca una reorganizacion de la membrana plasmatica en la regién
apical (Flesch and Gadella, 2000), que afecta a la funcionalidad de los microdominios de
membrana, denominados balsas lipidicas (cominmente denominadas en inglés lipid rafts). Se
ha demostrado que la salida de colesterol de los rafts provoca su ruptura y activa eventos de
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sefializacidon que implican a las tirosin-quinasas, proteinas G y otras moléculas (Simons and
Toomre, 2000), entre las que destaca la via del cAMP-PKA (Boerke et al., 2008). La salida de
colesterol de la membrana se produce gracias a la presencia de sustancias aceptoras de
colesterol presentes en el TRF, como la albumina y las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
cuya presencia promueve la capacitacion espermatica (Langlais et al., 1988; Osheroff et al.,

1999; Shadan et al., 2004).

El aumento en la permeabilidad de la membrana plasmatica durante la capacitacion
facilita la entrada de iones en la célula (Leahy and Gadella, 2015). En el epididimo y en el
plasma seminal, la concentracién de ion potasio (K*) es muy alta y la de bicarbonato (HCO3)
es muy baja, pero en el oviducto ocurre justo lo contrario (Vishwakarma, 1962; Brooks, 1983).
Como consecuencia de los cambios en la concentracion extracelular de iones, se produce la
entrada de éstos en la célula. La variacién en la concentracidn intracelular modifica el
potencial de membrana del espermatozoide, regulando asi la actividad de canales y

transportadores de membrana (Munoz-Garay et al., 2001; Demarco et al., 2003).

La entrada de HCO3 en el espermatozoide es un factor determinante para la induccién
de la capacitacién (Visconti et al., 2002). Este activa a la adenilato ciclasa soluble (ACs), que
transforma el adenosin 3’-5-trifosfato (ATP) en AMP ciclico (AMPc). Asi comienza una cascada
de seializacion celular, que implica la activacién de la protein quinasa A (PKA), y culminard
con la fosforilacién de proteinas implicadas en la capacitacion espermatica (Visconti et al.,

1999b; Harrison, 2004).

Otro ion imprescindible para la capacitacion espermatica es el calcio (Ca?*), que actla
como segundo mensajero en la transduccion de sefales. La concentracidon intracelular de
calcio puede aumentar en el espermatozoide por dos vias: por la entrada de calcio extracelular
através de canales, como los canales CatSper (del inglés Cation Channels of Sperm) especificos
de espermatozoides (Carlson et al., 2003); o por liberacion desde los reservorios
intracelulares, como el acrosoma, la envoltura nuclear redundante (RNE, Redundant Nuclear
Envelope), y la pieza intermedia (Costello et al., 2009). Uno de los mecanismos sugeridos por
los que el calcio estd implicado en la capacitacidon espermatica, es mediante la regulacién
directa de los niveles de AMPc (Zaccolo and Pozzan, 2003) a través de la activacién de la ACs
(Garbers et al., 1982). Ademas, la accidn del calcio puede estar modulada por unién a otras
moléculas, como la proteina calmodulina (Si and Olds-Clarke, 2000), que mantendria los
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niveles de calcio elevados a través de la inhibicién de una fosfodiesterasa y una ATPasa
dependientes de calcio (Chaudhry and Casillas, 1988), aumentando asi los niveles de AMPc.
Por ultimo, hay evidencias de la implicacién del Ca?* en la hiperactivacion flagelar, asi como
en la orientacion espermatica por quimiotaxis (revisado por Rahman et al. (2014). Todos estos

eventos que conducen a la capacitacién espermatica se recogen en la Figura 4.
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Figura 4. Eventos de la capacitacion espermdtica 1) Secuestro de colesterol por el ambiente uterino; 2) incremento
en la concentracion de calcio y bicarbonato intracelular; 3) activacion de la adenilato ciclasa soluble (ACs); 4)
incremento en la produccién de AMPc; 5) activacion de la proteina quinasa A (PKA); 6) fosforilacién de proteinas
en residuos de tirosina; 7) el incremento de calcio y bicarbonato, junto con la activacion de la PKA son rutas que

inducen la hiperactivacion de la motilidad. Imagen realizada en Biorender.com, basado en Gadella y Luna (2014).

Para que la capacitacion se produzca, también debe haber un equilibrio en los niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS), entre las que se incluyen el anidn superodxido, el
perdxido de hidrégeno o el éxido nitrico. Es necesario que haya unos niveles fisioldgicos de
ROS en el espermatozoide, ya que regulan la capacitacién, entre otros procesos (de Lamirande
and Gagnon, 1995; de Lamirande and Lamothe, 2009), pero si se producen en exceso pueden
ser perjudiciales para la funcionalidad del espermatozoide (revisado en Dutta et al. (2019),

como se explicara mas adelante.

La capacitacion espermatica también puede inducirse in vitro. Para ello, ademads de
mantener las condiciones de temperatura y humedad semejantes a las del TRF, hay que afiadir

una serie de compuestos que inicien las vias de sefializacion descritas anteriormente. En la
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especie ovina, el contenido de colesterol en la membrana del espermatozoide es muy bajo,
en comparacion con otras especies como el humano y el toro, por lo que la salida de colesterol
podria no ser un factor determinante en el momento de promover la capacitacién, y por ello
resulta mas dificil inducirla in vitro (Davis, 1981; Colas et al., 2008). Como sustancia aceptora
de colesterol en los medios de capacitacidn se suele usar albumina sérica bovina (BSA), en
lugar de las HDLs que se encontrarian en los fluidos oviductales in vivo. También se utilizan
metil-B-ciclodextrinas (M-B-CD), que tienen una alta afinidad por los esteroles, y se ha visto
que ayudan a promover in vitro la fosforilacion de tirosinas asociada a la capacitacién en ratdn,
toro (Visconti et al., 1999a), caballo (Pommer et al., 2003) y humano (Osheroff et al., 1999).
Sin embargo, en la especie ovina se ha visto que la induccion de la capacitacion in vitro puede
ser relativamente independiente de la presencia de BSA y/o B-ciclodextrinas, aunque ambos
compuestos demostraron ser eficaces como aceptores de colesterol de la membrana (Colas

etal., 2008).

Dada la importancia del bicarbonato en la regulacién molecular de la capacitacion,
también es necesario incluirlo en los medios de capacitacién in vitro, como han demostrado
numerosos estudios en diferentes especies, como la murina (Lee and Storey, 1986), bovina
(Breininger et al., 2010), porcina (Gadella and Harrison, 2000), humana (Battistone et al.,
2013) y ovina (Grasa et al., 2006). Por otro lado, la influencia del calcio extracelular en la
capacitacién espermatica ha sido ampliamente demostrada, ya que esta involucrado en la
regulacion de la transduccién de seales en el espermatozoide. No obstante, mientras algunos
autores apoyan la necesidad de afiadir calcio al medio de capacitacién in vitro (Visconti et al.,
1995a; Petrunkina et al., 2001; Tardif et al., 2003), otros han descrito el efecto negativo del
calcio sobre la modulacién de la fosforilacion de tirosinas, y proponen que su papel in vivo
seria la de mantener al espermatozoide descapacitado hasta el momento de la fecundacién
(Luconi et al., 1996; Baker et al., 2004). Nuestro grupo de investigacion demostré que para
capacitar los espermatozoides ovinos in vitro hay que afadir calcio y bicarbonato al medio
extracelular (Pérez-Pé et al., 2002; Grasa et al., 2006), pero ademas, que es necesario
mantener elevados los niveles intracelulares de AMPc (Grasa et al., 2006). Para ello, se
emplean andlogos permeables del AMPc, como el dibutiril-AMP (db-cAMP), e inhibidores de
las fosfodiesterasas (PDEs, enzimas que degradan al AMPc) como la cafeina y la teofilina, para

mantener los altos niveles de AMPc. Finalmente, la adicién de un inhibidor de fosfatasas de

21



Revisidn bibliografica

amplio espectro, el acido okadaico, permite mantener el nivel de fosforilacidon de las proteinas

necesaria para culminar el proceso de capacitacién.
2.2.2.1. Regulaciéon de la capacitacion por cascadas de senalizacidn celular

En los ultimos afios, numerosos estudios se han centrado en dilucidar las rutas
moleculares de transduccion de sefial que se activan durante la capacitacion espermatica.
Dada la capacidad limitada de respuesta gendmica del espermatozoide y su incapacidad para
transcribir el ADN, es légico pensar que los mecanismos de regulacion de esta célula son
particulares y diferentes de los de las células somaticas, destacando el papel de quinasas y

fosfatasas.

2.2.2.1.1. Via de sefializacion ACs/AMPc/PKA

La ruta clasica de activacién de la capacitacidon espermatica es la via de senalizacion
ACs/AMPc/PKA (Visconti et al., 1995b; Colas et al., 2008; Buffone et al., 2014). El AMPc es un
segundo mensajero central y ubicuo en muchos tipos celulares. En los espermatozoides, como
en las células somaticas, el aumento de la concentracién intracelular de AMPc depende de la
activacion de la adenilato ciclasa (AC), que en espermatozoides se presenta mayoritariamente
como adenilato ciclasa soluble (ACs) (Braun and Dods, 1975; Hess et al., 2005). La activacién
de esta ACs, principalmente por el mencionado aumento en la concentracion de iones calcio
y bicarbonato durante la capacitacién espermatica (revisado por Salicioni et al. (2007)),
transforma el adenosin 3’-5’ trifosfato (ATP) en adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Sin
embargo, el papel del calcio en la activacién de la ACs no parece estar tan claro, ya que en
espermatozoides porcinos se puede inducir la capacitacién completa en un medio sin calcio
(Harrison and Gadella, 2005), por lo que este ion podria no ser esencial para activar la via
AMPc/PKA en algunas especies. No obstante, tanto en el ratén (Litvin et al., 2003) como en la
especie ovina (Pérez-Pé et al., 2002; Grasa et al., 2006), se requiere la presencia tanto de calcio
como de bicarbonato para inducir la capacitacién in vitro. Es importante sefalar que ni el nivel
de fosforilacidon de proteinas en residuos de tirosina, ni los niveles de AMPc detectados en el
espermatozoide ovino, alcanzan los valores descritos por Visconti en espermatozoides
capacitados de otras especies (Visconti et al., 1995a). Esto podria deberse a los altos niveles
de fosfodiesterasas (PDEs) que estarian degradando al AMPc. Es mas, hay evidencias de que

la degradaciéon de AMPc en el espermatozoide ovino es hasta 100 veces mayor que su sintesis
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por la AC (Tash, 1976), de ahi la necesidad de incluir inhibidores de las PDEs en el medio de

capacitacion in vitro (Grasa et al., 2006; Colas et al., 2008).

El AMPc generado durante la capacitacion estimula la activacién de la protein quinasa
A (PKA) (Lefievre et al., 2002), la cual fosforila proteinas en residuos de serina/treonina
(Gronborg et al., 2002; O'Flaherty et al., 2004a) y en residuos de tirosina (Visconti and Kopf,
1998; Gadella and Harrison, 2002).

2.2.2.1.2. Sefializaciéon por EGF/EGFR y MAPKs

Nuestro grupo de investigacién evidencid, por primera vez, una ruta alternativa a la
clasica para inducir la capacitacion in vitro en espermatozoides ovinos (Luna et al., 2012). La
activacion de esta ruta estd estimulada por la unidn del factor de crecimiento epidérmico
(EGF, del inglés Epidermal Growth Factor) a su receptor en la membrana plasmatica (EGFR,
Epidermal Growth Factor Receptor), e implica la participacion de las proteinas quinasas

activadas por mitégenos (MAPKs, del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases).

Las MAPKs son una familia de enzimas altamente conservadas evolutivamente en
eucariotas, y pertenecen a una familia de serin/treonin quinasas que participan en el control
de la respuesta celular a diferentes estimulos de estrés fisico y quimico, como mitdgenos,
estrés térmico y osmatico, y citoquinas proinflamatorias. Estan involucradas en numerosas
funciones celulares, como la proliferacién y el crecimiento celular, la supervivencia, la
diferenciacién, la migracién y en la apoptosis (Seger and Krebs, 1995; Pearson et al., 2001;

Cowan and Storey, 2003; Yoon and Seger, 2006).

Las MAPKs se organizan en mddulos, segln el estimulo que las activa, y cada uno de
ellos estd compuesto por tres quinasas que se activan secuencialmente por fosforilacidn hasta
llegar a la ultima, que actuara directamente sobre sus dianas intracelulares (Widmann et al.,
1999; Kyriakis and Avruch, 2012). En mamiferos, se han descrito cuatro cascadas de MAPKs
(Kyriakis and Avruch, 2012): quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKs, Extracellular
Regulated Kinases; ERK1/2); quinasas del extremo N-terminal del factor de transcripcidn c-Jun
(JNKs, Jun N-terminal Kinases), también conocidas como quinasas activadas por estrés (SAPKs,
Stress Activated Protein Kinases); quinasas del grupo de p38; y quinasas del grupo ERKS5,
también conocida como Big MAPK (BMK). La familia ERK1/2 se ha relacionado principalmente

con la proliferacion y diferenciacion celular, mientras que los médulos JNK y p38 parecen
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regular preferentemente las respuestas de inflamacién y apoptosis (revisado por Zhang y Liu
(2002)). Sin embargo, lo que comparten estos tres modulos es su modo de activacion, ya que
todas las MAPKs requieren ser doblemente fosforiladas en residuos de treoninay tirosina para
ejercer sus funciones (Raman et al., 2007). Entre los mecanismos de activacion de las MAPKs
se incluyen los receptores con actividad tirosin quinasa (RTKs, del inglés Receptor Tirosyne
Kinase) y los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, del inglés G protein coupled-
receptors). De esta manera, los estimulos que activan a estos receptores promueven la
cascada de fosforilaciones mediada por las MAPKs de manera secuencial, transmitiendo asi la
sefal extracelular a sus dianas intracelulares: enzimas especificas del citoplasma,

componentes del citoesqueleto y factores de transcripcion nucleares.

Los distintos médulos no son del todo independientes, pues una misma quinasa puede
activar distintas vias, y algunos factores de transcripcion pueden ser activados por distintas
cascadas de MAPKs (Garrington and Johnson, 1999; Schaeffer and Weber, 1999). Por lo tanto,
hay que entender que las rutas de transduccidon de sefiales no siempre se comportan de

manera lineal (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de las cascadas de activacion de los principales grupos de MAPKs: mddulo ERK1/2, médulo
JNKy médulo p38. La activacion de las MAPKs incluye la fosforilacion y activacion secuencial de distintas proteinas
por accion de diferentes quinasas especificas: las MAP quinasa quinasa quinasas (MAPKKK) y las MAP quinasa
quinasas (MKK). Los estimulos extracelulares, tras unirse a su receptor, desencadenan la activacion del primer
miembro de la cascada, las MAPKKK, y finalmente se activan las MAPKs como ERK1/2, INK y p38, que tendrdn

efectos sobre los factores de transcripcion. Imagen modificada de Pua et al. (2022).

La implicacion de la cascada de proteinas de MAPKs en la funcionalidad espermatica se
ha evidenciado en numerosos estudios (revisado por Almog y Naor (2010)). La mayoria de los
modulos de MAPKs (ERK, JNK y p38) estan presentes en tejidos del tracto reproductor
masculino, jugando un papel esencial en la espermatogénesis (Sette et al., 1999; Sun et al.,
1999; Crepieux et al., 2001; Wong and Cheng, 2005). Asimismo, se ha demostrado el papel
modulador de las MAPKs en la motilidad espermatica, concretamente en la hiperactivacion

flagelar, y en la reaccion acrosémica (Almog et al., 2008).
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Ademas, se ha confirmado la implicacion de la ruta de las MAPKs en la capacitacién de
espermatozoides humanos (Luconi et al., 1998; de Lamirande and Gagnon, 2002), murinos

(Nixon et al., 2010), porcinos (Awda and Buhr, 2010) y ovinos (Luna et al., 2012).

Como se ha mencionado anteriormente, en la especie ovina, es el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) el que promueve la capacitacion espermatica a través de la ruta de las
MAPKSs (Luna et al., 2012). En espermatozoides humanos se ha observado también este efecto
capacitante (Furuya et al., 1993), mientras que en ratén el EGF estimula la reaccién
acrosOmica (Furuya et al., 1994). Asimismo, se ha descrito la implicacion del EGF en la
capacitacién y reaccion acrosémica en espermatozoides bovinos (Etkovitz et al., 2009; Daniel
et al., 2010; Breitbart and Etkovitz, 2011). Los mecanismos de sefializacién del EGF para
estimular la reaccidon acrosémica implicarian la activacion de la fosfolipasa C (PLC) por la
actividad tirosin quinasa asociada al EGFR, que a su vez generaria segundos mensajeros
(diacilglicerol, DAG, e inositol trifosfato, IP3), y éstos activarian a la protein quinasa C (PKC) y

la liberacion del calcio de reservorios intracelulares (Lax et al., 1994).

Tras la union del EGF a su receptor, éste dimeriza y sufre autofosforilacién cruzada
gracias a su actividad tirosin quinasa, activando asi numerosas rutas de seializacién (Singh
and Harris, 2005) (Figura 6). El receptor activo de EGF se ha localizado en espermatozoides
porcinos (Oliva-Hernandez and Perez-Gutierrez, 2008), humanos (Damjanov et al., 1993) y
ovinos (Luna et al., 2012). En la especie que se estudia en esta tesis doctoral, la ovina, se ha
descrito una activacion del receptor EGFR durante la capacitacidon espermatica inducida por
EGF, desencadenando una cascada de sefializacion intracelular que culmina con la activacién
de las MAPKs ERK1/2, JNK 'y p38. A su vez, la implicacién de JNK y p38 en procesos apoptdticos
en el espermatozoide ovino pone de manifiesto que la capacitacién y la apoptosis comparten

mecanismos moleculares y vias de sefializacidon, como se explicara mas adelante.
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Figura 6. Esquema representativo de las vias de sefializacion implicadas en la regulacion de la capacitacion y la

apoptosis en el espermatozoide ovino. La via cldsica de capacitacion, que incluye la activacion de la ACs y el
aumento de AMPc, activa a la PKA, que finalmente dard lugar a la fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina (1-3). La MAPK ERK1/2 estd involucrada en la capacitacion espermdtica en ovino a través de su activacion
por la via de las MAPKs desencadenada por la union del EGF a su receptor (4-5). Tanto la unién EGF/EGF-R como
la presencia de sefiales de estrés, activan paralelamente las cascadas de sefializacion de los mdédulos de MAPK
JNK y p38 (4-6). La activacion de estas MAPKs a su vez estimulan procesos relacionados con la apoptosis, como

la inversion de la fosfatidilserina, la activacion de caspasas, o la fragmentacion del ADN 7-9).

2.2.3. Reaccién acrosdmica y union a la zona pelucida

Para que se produzca la fecundacién, el espermatozoide capacitado debe atravesar la
zona pelucida (ZP) del ovocito. La ZP es una capa de polisacaridos que rodea a la membrana
plasmatica del ovocito, y contiene glicoproteinas especie-especificas con un papel
fundamental en el reconocimiento espermatozoide-ovocito (revisado por Balbach et al.

(2020)).

La reaccion acrosdmica (RA) es un proceso de exocitosis que permite al
espermatozoide penetrar en la ZP del ovocito, por lo que es fundamental para fecundarlo con
éxito. Consiste en la fusidon de la membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana

externa del acrosoma, formandose asi poros entre ellas por los que se libera el contenido
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acrosomal, que consta mayoritariamente de enzimas proteoliticas que digeriran la ZP para

permitir el avance a su través (Mack et al., 1983; Kim et al., 2011).

Hasta hace unos afios, se creia que la reaccién acrosdmica Unicamente tenia lugar tras
la unién del espermatozoide a la ZP (revisado por Hirohashi y Yanagimachi (2018)), pero
estudios recientes han demostrado que, al menos en algunas especies, este proceso podria
iniciarse antes de esta unién, en zonas del istmo y la ampolla (Inoue et al., 2011; La Spina et
al., 2016). Otros estudios sostienen que la RA podria ser promovida por las células del cumulus
(Jin et al., 2011; Joshi et al., 2014). Por ultimo, cabe afiadir que es posible que la RA también
se produzca de forma espontanea, como un proceso asociado a la senescencia espermatica y

provocando una baja tasa de fecundacion (Cummins et al., 1991; Wiser et al., 2014).

El proceso de reaccidn acrosémica se describié en mamiferos por primera vez en 1958
(Austin and Bishop), y mas tarde se descubrié que, al menos de forma fisioldgica, sélo los
espermatozoides capacitados son capaces de experimentar la reaccidon acrosdmica (Saling and
Storey, 1979), lo que resulta légico, pues han tenido que alcanzar al ovocito, y para ello es
fundamental la hiperactivacién flagelar resultante de la capacitacion (Stauss et al., 1995). Asi,
los eventos asociados a la capacitacion descritos anteriormente, como el aumento del calcio
intracelular, la produccion de ROS, el aumento del AMPc y la fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina, también intervienen en la induccion de la reaccién acrosémica

(Yanagimachi, 1994a; Aitken et al., 1995; Doherty et al., 1995; Leclerc and Kopf, 1995).

La RA también se desencadena por la union de determinados ligandos a la membrana
del espermatozoide (revisado por Vigil et al. (2011)). Entre los ligandos fisiolégicos que
modulan la RA se encuentran las glicoproteinas constitutivas de la ZP del ovocito, la
progesterona, el EGF y otros compuestos presentes en los fluidos del TRF (Osman et al., 1989;
Lax et al., 1994; Harper et al., 2006; Florman et al., 2008). La unién de los ligandos a sus
receptores en el espermatozoide da lugar a la activacion de los mismos (Figura 7) y, como
consecuencia, se abren canales de calcio presentes en la membrana plasmatica y en la
membrana acrosomal externa, provocando un aumento de calcio en el citoplasma (revisado
por Breitbart (2002)). La activacidon de los receptores puede dar lugar, por un lado, a la
activacion de la via AC/AMPc/PKA vy, por otro, a la de la PLC. Ambas rutas de sefializacion

molecular desencadenan finalmente la liberacidon de calcio desde el interior del acrosoma al
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citosol del espermatozoide (revisado por Simons y Fauci (2018)). El papel del calcio es crucial

en el transcurso de la reaccién acrosomica (Breitbart and Spungin, 1997).
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Figura 7. Diagrama representativo de los mecanismos moleculares de la RA en los esperatozoides de mamiferos.

Imagen modificada de Simons y Fauci (2018).

2.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo consiste en el desequilibrio en los niveles de sustancias oxidantes y
antioxidantes, debido a un exceso en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) o

al fallo en la accién de los sistemas antioxidantes de la célula (Sikka et al., 1995).

La célula espermatica es capaz de generar ROS de manera fisioldgica (Tosic and Walton,
1946) y su papel es esencial para la regulacion de procesos como la capacitacién, la
hiperactivacion, la reaccion acrosémica y la fusiéon de membranas durante la fecundacion (de
Lamirande and Gagnon, 1995; de Lamirande and O’Flaherty, 2008; O'Flaherty, 2015). Sin
embargo, el exceso de ROS tiene un efecto perjudicial para los espermatozoides (Figura 8) y
puede causar dafios a nivel de membrana plasmatica por la peroxidacién lipidica que sufren
sus acidos grasos, producir la fragmentacién y alteraciones en el ADN del espermatozoide, y
ademads se ha relacionado con el proceso de apoptosis, causando infertilidad (revisado por
Dutta (2019)). Estos dafios son mayores en espermatozoides epididimarios que en los del
eyaculado, ya que éstos ultimos estan protegidos por los agentes de defensa antioxidante
aportados por las glandulas accesorias al plasma seminal (Balercia et al., 2003; Chen et al.,
2003). El papel antioxidante del plasma seminal se debe, por un lado, a la presencia de
enzimas capaces de eliminar las ROS, como la catalasa (Zini et al., 2002; Juyena and Stelletta,

2012), la superdxido dismutasa (también presente en los espermatozoides eyaculados)
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(Eghbali et al., 2008; Juyena and Stelletta, 2012), la glutatién peroxidasa y la glutatién
reductasa (Marti et al., 2008a; Juyena and Stelletta, 2012; Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013),
y por otro, a diversas moléculas antioxidantes no enzimaticas, como la melatonina
(Luboshitzky et al., 2002; Awad et al., 2006; Casao et al., 2010a), el glutation vy las vitaminas
C vy E (revisado en Juyena y Stelletta (2012)), que pueden proteger al espermatozoide del

estrés oxidativo reaccionando directamente con las ROS (Kefer et al., 2009).

e

Hiperactivacion
Capacitacion

Funciones fisioldgicas de las ROS
{Esenciales para la funcion espermatica)

Fusion
espermatozoide/ovocito

Espermatogénesis:
maduracién

| I l

Peroxidacion lipidica Dafioen el ADN  Apoptosis

Funciones patologicas de las ROS
{Conllevan dario celular)

Figura 8. Efectos fisioldgicos y dafiinos de ROS en la funcionalidad espermdtica. Imagen modificada de Kothari et
al. (2010).

Las ROS, gracias a su naturaleza reactiva, son capaces de combinarse rdpidamente con
otras moléculas causando una oxidacidon que provocara cambios estructurales y funcionales
en la célula. Entre las ROS destacan el anidon superdxido (0;7), el perdxido de hidrégeno (H203),
el radical hidroxilo (OH-) y el éxido nitrico (NO-), aunque este ultimo a veces se considera un
subtipo de ROS o se engloba dentro de las especies reactivas de nitrogeno (RNS, del inglés

Reactive Nitrogen Species).

En los espermatozoides de mamiferos, se considera que la fuente principal de

generacién de ROS es a través de la enzima NADPH oxidasa (NOX), que produce anidn
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superdxido (Bedard and Krause, 2007). La isoforma predominante en espermatozoides de
mamifero es la NOX5, que se ha detectado en la especie humana (Musset et al., 2012; Ghani
et al., 2013), equina (Sabeur and Ball, 2007) y canina (Setyawan et al., 2016). La particularidad
de esta isoforma es que su activacion es totalmente dependiente de calcio (Banfi et al., 2004).
El anidn superdxido dismuta, espontaneamente o a través de enzimas, en H,0; (Halliwell and
Gutteridge, 1989). Esta molécula es muy soluble en agua y puede atravesar la membrana
plasmatica, por lo que tiene gran capacidad de oxidacién y puede actuar lejos del punto de
origen. Se ha demostrado que la presencia de H,0; en el medio afecta negativamente a la
motilidad espermatica en morueco (Peris et al.,, 2007), bufalo (Garg et al., 2009), toro
(Bilodeau et al., 2001) y humano (Chaki and Misro, 2002), ademas de alterar la actividad
mitocondrial de los espermatozoides de ciervo (Martinez-Pastor et al., 2009). Por otro lado,
esta molécula también aumenta la peroxidacion lipidica en espermatozoides de bufalo y toro
(Bilodeau et al., 2001; Garg et al., 2009), y afecta al ADN espermatico en moruecos (Peris et
al., 2007). Ademas, el H,0, puede generar radicales hidroxilo (OH-) (Gibson et al., 1958), que
es una de las sustancias quimicas mas reactivas que se conocen, y que reacciona muy cerca
de su lugar de generacion con la mayoria de las biomoléculas, como azlcares, aminodcidos,

fosfolipidos, nucledtidos y dcidos organicos (Cheeseman and Slater, 1993).

Sin embargo, la activacién de la NOX5 también esta implicada en los procesos
fisiolégicos del espermatozoide, como la motilidad, la viabilidad y la capacitacidon (Ghanbari
et al., 2018). El superdxido generado por esta enzima, asi como los perdxidos derivados,
activan a la ACs y, por consiguiente, la via ACs/AMPc/PKA que provocara finalmente la
fosforilacién de proteinas en residuos de tirosina asociada a la capacitacién espermatica,
como se ha descrito en humano y rata (Zhang and Zheng, 1996; O'Flaherty, 2015; Moreno-
Irusta et al., 2020).

Por otro lado, el 6xido nitrico (NO-) se genera a partir de la L-arginina por la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS, del inglés nitric oxide synthase). Esta enzima se ha identificado en
espermatozoides de humano (O’Bryan et al., 1998; Revelli et al., 1999; Francavilla et al., 2000),
toro (Meiser and Schulz, 2003), raton (Herrero et al., 1996) y cerdo (Aquila et al., 2011). Este
radical libre también estd involucrado en numerosos procesos fisiolégicos del
espermatozoide, actuando como una molécula senalizadora (Herrero et al., 2003) (Figura 9).

Puede actuar a través de la ruta de sefializacién del guanisin monofosfato ciclico (GMPc)
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(Murad, 1994), que modula canales de membrana y regula la capacitacién espermatica
(Revelli et al., 2001; Miraglia et al., 2011). Pero ademas, el éxido nitrico es capaz de actuar
sobre la via del AMPc (Roy and Atreja, 2008; Staicu et al., 2021), probablemente nitrosilando
a la adenilato ciclasa (McVey et al., 1999), y activar la ruta de las MAPK ERK1/2 (Herrero et al.,
2000), que esta involucrada en la fosforilacion de tirosinas asociada a la capacitacién
espermatica (revisado por Staicu y Matas (2017)). Asi, el éxido nitrico estd implicado en la
regulacién de la motilidad (Donnelly et al., 1997), la viabilidad (Buzadzic et al., 2015), la
hiperactivacién (Lewis et al., 1996; Yeoman et al., 1998), la capacitacién (Zini et al., 1995; de
Lamirande and Lamothe, 2009), la reaccidn acrosémica (Revelli et al., 2001; Herrero et al.,
2003), la quimiotaxis (Miraglia et al., 2007) y la unién a la ZP (Sengoku et al., 1998) en
espermatozoides. Ademas, se le ha atribuido un efecto antiapoptético en espermatozoides
(Roessner et al., 2010). Sin embargo, a concentraciones elevadas, el dxido nitrico afecta
negativamente a la funcionalidad espermatica (Weinberg et al., 1995; Nobunaga et al., 1996;

Ratnasooriya and Dharmasiri, 2001; Hassanpour et al., 2007).
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Figura 9. Esquema representativo de las principales rutas de actuacion del dxido nitrico en el espermatozoide.

Imagen modificada de Staicu y Matds (2017).
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2.4 La apoptosis en espermatozoides

La apoptosis o muerte celular programada es un conjunto de procesos morfolégicos y
bioquimicos que dan lugar a la autodestruccion celular (Lockshin and Williams, 1964). La
muerte celular por apoptosis se produce de manera controlada, y se trata de un proceso de
regulacion y control de las poblaciones celulares en tejidos bajo condiciones tanto fisioldgicas,
para mantener equilibrio homeostdtico durante el desarrollo y envejecimiento de los tejidos,
como patoldgicas. Asi se controla el nUmero de células y el tamafio del tejido, pero ademas se
eliminan células infectadas, dafiadas o estresadas (O'Brien and Kirby, 2008). Por tanto, las
alteraciones en la regulaciéon del proceso apoptdtico estdn relacionadas con algunas

patologias.

Cuando una célula muere por apoptosis se producen una serie de cambios morfolégicos,
como la disminucidn del tamafo celular, la formacidn de burbujas en la membrana plasmatica,
y la formacién de cuerpos apoptéticos, pero sin perder la integridad celular. Estos procesos
estan regulados intrinsecamente por la propia célula, gracias a la implicacion de algunos genes
en la apoptosis, que se identificaron hace mas de 30 afios en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Ellis and Horvitz, 1991) y posteriormente en mamiferos. In vivo, los macréfagos y
células epiteliales adyacentes reconocen estos cuerpos apoptoticos y los fagocitan. De esta
manera se evita la respuesta inflamatoria por parte del organismo, ya que no se libera el
contenido citoplasmatico de las células apoptdticas, al contrario de lo que ocurre en la muerte
por necrosis, que implica la lisis total de la célula a través un proceso pasivo y no autorregulado

(Vermes and Haanen, 1994).

Este fendmeno ha sido estudiado en profundidad en células somaticas, pero no tanto
en espermatozoides. Se produce apoptosis durante la espermatogénesis, como proceso
homeostatico y para eliminar células germinativas defectuosas (Rodriguez et al., 1997), pero
también se observan células apoptodticas en el eyaculado. Algunos autores lo atribuyen a la
presencia de los restos de espermatozoides inmaduros (Paasch et al., 2004) y otros a un
fendmeno de “apoptosis testicular abortiva”, segun la cual algunos espermatozoides con dano
en el ADN comienzan el mecanismo de apoptosis en el testiculo, pero luego escapan del
proceso y llegan al eyaculado (Sakkas et al., 2004). Otros autores lo asocian a causas
patoldgicas, sobre todo cuando aparece un alto porcentaje de espermatozoides apoptdticos
en el eyaculado (Oehninger et al., 2003). Por otra parte, segin numerosos trabajos, los
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espermatozoides maduros, una vez eyaculados, son capaces de iniciar y completar el proceso
de apoptosis (Anzar et al., 2002; Martin et al., 2004; Marti et al., 2008b). Es ldgico pensar que
los espermatozoides en el tracto reproductor femenino, tras la finalizacion de su tiempo de
vida inherente, o al no alcanzar el ovocito y no llevar a cabo la funcion para la que han sido
generados, se eliminen por un proceso apoptoético, ya que de esta manera su destruccién no
produciria ningln efecto perjudicial en el tracto reproductor femenino ni en el resto de
espermatozoides ni células circundantes (Eisenbach, 2003). Ademas, la apoptosis en los
espermatozoides también se activaria como un mecanismo de eliminacién de las células
anormales, o en respuesta al estrés ambiental; por ejemplo, se han observado caracteristicas
semejantes a las descritas en el fendmeno de apoptosis en espermatozoides sometidos a la
accion del frio (Martin et al.,, 2004). Cualquiera que sea la causa, la presencia de
espermatozoides con caracteristicas apoptéticas en las dosis seminales podria ser uno de los
indicadores de baja fertilidad, como se ha visto en la especie humana (Said et al., 2006;
Almeida et al., 2009), en toro (Anzar et al., 2002), en morueco (Mendoza et al., 2021) y en

cerdo (Trzcinska et al., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, los espermatozoides experimentan un proceso
de maduracion en el tracto reproductor femenino, denominado capacitacion espermatica
(Austin, 1951; Chang, 1951; Austin, 1952; Chang, 1955). Este proceso es dependiente de los
niveles de ROS, ya que el anién superodxido y el oxido nitrico generados se combinan vy
producen peroxinitrito, que suprime la actividad tirosin fosfatasa y, simultdneamente se activa
la ACs. Como consecuencia, se intensifica la generaciéon de AMPc y la fosforilacion de tirosinas
que conducen a la capacitacion espermadtica, pero también se oxida el colesterol de la
membrana plasmatica y se facilita su salida, aumentando la fluidez de la misma y permitiendo
la fusion de membranas durante la fecundacion. Si el espermatozoide no fecunda al ovocito,
se mantiene la generacién de estas ROS y ponen al limite las defensas antioxidantes de los
espermatozoides, provocando una situacidn de estrés oxidativo. La produccién desmesurada
de ROS produce, por un lado, altos niveles de peroxidacion lipidica en la membrana
plasmadtica, que pierde su integridad y, por otro, dafio en el ADN, lo que esta relacionado con
el proceso de apoptosis (revisado por Aitken (2011), Aitken y Baker (2013) y Asadi et al. (2021))
(Figura 10).
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Figura 10. Esquema representativo de los procesos que acontecen durante la capacitacion y la apoptosis en

espermatozoides de mamifero. Imagen modifiada de Aitken y Baker (2013).

En los espermatozoides no son apreciables los cambios morfoldgicos descritos para las
células somaticas durante la apoptosis, como el cambio en el tamafio celular o del nucleo,
pero si son evidentes otras alteraciones bioquimicas. Entre estas se encuentran la
translocacion de la fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica (Barroso et
al., 2000; Duru et al., 2001; Koppers et al., 2011), la activacion de caspasas (Weng et al., 2002;
Paasch et al., 2003; Paasch et al., 2004; Said et al., 2004), y la fragmentacién del ADN (Gorczyca
et al., 1993; Sakkas et al., 1999; Barroso et al., 2000; Sakkas et al., 2004).

En la especie ovina, nuestro grupo de investigacion fue el primero en demostrar que los
espermatozoides eyaculados presentan estos marcadores de apoptosis (Marti et al., 2006;
Marti et al., 2008b), ademas de una disminucién del potencial de membrana mitocondrial
interna, debido a la despolarizacién de las mitocondrias durante la apoptosis (Mendoza et al.,
2013). Asimismo, se ha demostrado que estos marcadores apoptéticos aumentan tras la
induccion de la capacitacion y la reaccidn acrosémica in vitro (Peris et al., 2007; Marti et al.,

2008b; Pérez-Pé et al., 2010).
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La translocacion de fosfatidilserina (PS, phosphatidylserine) desde la parte interna a la
externa de la membrana plasmatica del espermatozoide (Martin et al., 1995) esta relacionada
con una modulacién de la respuesta inmune (Devitt and Marshall, 2011), ya que sirve de
marcaje para que los fagocitos del tracto reproductor femenino o masculino reconozcan a los
espermatozoides apoptdticos y los eliminen por fagocitosis, evitando asi una respuesta
inflamatoria que dafiaria los tejidos (Fadok et al., 1992; Savill et al., 2002; Schlegel and
Williamson, 2007; Zhou, 2007). La base bioquimica de la externalizacion de la PS no estd del
todo clara, y se han propuesto dos hipdtesis. La primera implica la participacion de una enzima
(denominada escramblasa) que se activaria durante el proceso de apoptosis y seria capaz de
translocar la PS a través de la membrana plasmatica (Zhou et al., 1997). Otro modelo sugiere
gue la PS se externalizaria como consecuencia del trafico de lisosomas en la membrana del
espermatozoide (Mirnikjoo et al., 2009). Pero esto podria deberse no solo al proceso
apoptaotico, sino a las reorganizaciones de membrana asociadas a otros procesos, como la
capacitacién, por lo que la translocacién de PS, por si sola, no se consideraria un marcador de
apoptosis (Martin et al., 2005). El hecho de que la inversién de la PS se incremente tras la
induccion de la capacitacion espermatica (Gadella and Harrison, 2002; de Vries et al., 2003;
Luna et al., 2017) sugiere que es un evento asociado a la capacitacion, pero para otros autores
se debe al dafo celular caracteristico de la apoptosis (Muratori et al., 2004; Kurz et al., 2005).
Por otro lado, en algunas células apoptéticas no se aprecia un aumento importante de este
marcador (Gadella and Harrison, 2002). No obstante, la exposicion de la PS en los
espermatozoides capacitados podria ser una sefial para su eliminacién por fagocitosis una vez

ya no son funcionales porque no han fecundado al ovocito (Eisenbach, 2003).

Los cambios morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos del proceso de apoptosis son
mediados principalmente por la protedlisis de sustratos especificos gracias a la activacion de
caspasas. Las caspasas son proteasas que fragmentan sustratos tras cortar en sitios
especificos, en concreto, después de los residuos de un acido aspdrtico (de ahi su acronimo
en inglés: cysteinyl aspartate-specific proteases) (Alnemri et al., 1996). Son proteasas
altamente selectivas y estdn implicadas en distintos procesos celulares (revisado por Unsain
et al. (2015)), siendo consideradas las enzimas clave en el proceso de apoptosis (Tripathi et
al., 2009; Shaha et al., 2010). Existen caspasas iniciadoras (-2, -8, -9, y -10) que participan al

comienzo del proceso de apoptosis, y cuya funcidn es activar a las caspasas ejecutoras (-3, -6
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y -7) (revisado por Grunewald et al. (2009). Estas ultimas, y especialmente la caspasa-3, son
enzimas muy activas que proteolizan sustratos implicados en la estructura de la célula (como
la actina), en cascadas de sefializacion (como protein quinasas y citoquinas), en el control del
ciclo celular y la reparacién del ADN (como la poli-ADP-polirribosa o PARP), y en la motilidad
espermatica (revisado en Said et al. (2004) y Grunewald et al. (2009)). Por ultimo, la activacién
de las MAPKs p38 y MEK/ERK, implicadas en la capacitacién en la especie ovina, activan
directamente la ruta de las caspasas (Pentikainen et al., 1999; Ono and Han, 2000; Luna et al.,

2017).

Otra de las consecuencias caracteristicas del proceso de apoptosis es la fragmentacion
del ADN (Arends et al., 1990; Gorczyca et al., 1993; Aitken and Koppers, 2011). En este proceso
se produce una ruptura ordenada del ADN en determinados puntos, produciéndose una
fragmentacion de la cromatina entre nucleosomas cada 180-200 pares de bases. Se cree que
estan implicadas endonucleasas especificas de la apoptosis, ya que esta fragmentacion del
ADN es diferente a la que se produce en la necrosis, que se da de manera inespecifica (Collins
et al., 1997; Zhang and Xu, 2000). Por esta razoén, la deteccién del ADN fragmentado ha sido
usada ampliamente para detectar células apoptdticas (Matassov et al., 2004). Dado que la
misién esencial del espermatozoide es transmitir su material genético al ovocito, la alteracion
del ADN limitaria la fecundacién exitosa y el desarrollo embrionario, por lo que es un factor a
tener en cuenta a la hora de estudiar la infertilidad masculina (Oleszczuk et al., 2013; Cho and

Agarwal, 2018).

Como se ha mencionado anteriormente, es légico que los procesos de capacitacion y
apoptosis compartan rutas moleculares en el espermatozoide, como demostraron los
resultados de nuestro grupo (Luna et al., 2017), ya que todos los espermatozoides que no
cumplan con su misién de fecundar al ovocito deben ser eliminados sin producir respuesta
inflamatoria en el TRF. Ademds, se ha demostrado que determinados componentes del
plasma seminal, como proteinas (Mendoza et al.,, 2013) y hormonas como la melatonina
(Casao et al., 2010b), son capaces de ejercer un efecto modulador tanto sobre la apoptosis
como sobre la capacitacion en espermatozoides ovinos. Por tanto, el conocimiento de estos
procesos y de cdmo ciertos compuestos pueden modularlos, resultaria de gran utilidad para
la mejora de los protocolos de dilucidén y conservacion de las dosis seminales, asi como los de

fecundacion in vitro.
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2.5 Melatonina y reproduccion ovina
2.5.1 Estacionalidad reproductiva en la especie ovina

En la especie ovina la reproduccion tiene un caracter estacional muy marcado,
influenciado por la duracién del fotoperiodo, con un periodo no reproductivo en primavera y
verano, y un periodo de actividad reproductiva en otofio e invierno. Esta estacionalidad
reproductiva es un factor limitante en la produccién ovina, un sector fundamental por su

importancia econdmica, social y medioambiental.

Las ovejas entran en celo durante el otofio (época de dias cortos) para asi concentrar los
partos en primavera, asegurando una mayor disponibilidad de alimento a sus crias (revisado
por Chemineau et al. (2008)). Por el contrario, durante la primavera y el verano (dias largos)
las hembras entran en anoestro, caracterizado por la baja o nula actividad reproductiva (Rosa
and Bryant, 2003). Los machos también experimentan estas variaciones en la actividad
reproductiva de manera estacional, aunque los efectos del fotoperiodo son menos
pronunciados que en las hembras, ya que son capaces de producir espermatozoides a lo largo
de todo el afio (Rosa and Bryant, 2003; Chemineau et al., 2008). Durante la época no
reproductiva, en el morueco se observan cambios en el comportamiento sexual (Kafi et al.,
2004; Aller et al., 2012) y una disminucion del tamafio testicular (Avdi et al., 2004), asi como
una menor produccion de espermatozoides y una peor calidad espermatica (Langford et al.,
1987; Karagiannidis et al., 2000; D'Alessandro and Martemucci, 2003). Ademas, la
composicion del plasma seminal varia en funcién de la época reproductiva (Cardozo et al.,
2006; Marti et al., 2007; Casao et al., 2010a), lo que afectaria directamente a la funcionalidad

espermatica.

La estacionalidad reproductiva en el ovino esta regulada por la secrecién de melatonina.
Esta hormona se sintetiza durante la noche en la glandula pineal, que traduce los estimulos
luminosos percibidos por la retina en una sefial endocrina, a través del tracto retino-
hipotalamico (Reiter, 1991). La informacién luminica es proporcional a la duracién del ciclo
dia/noche; por tanto, el ritmo de produccidon de melatonina se modifica a lo largo del afio,
siendo su secrecion mas larga en los dias cortos de otofo e invierno. La melatonina secretada
durante la noche por la gldndula pineal regula la secrecidon pulsatil de hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH) por el hipotdlamo (Bittman et al., 1983). Esta, a su vez, regula la
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secrecion de las hormonas foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) (D’Occhio et al., 1984;
Clarke and Cummins, 1985), responsables de la actividad ovdrica en la hembra y de la
testicular en el macho (Malpaux et al., 1997; Misztal et al., 2002). De este modo, los cambios
anuales en la secrecion de melatonina nocturna permiten la sincronizacién de la
estacionalidad reproductiva en la especie ovina con el ritmo circanual, ajustando la actividad
gonadal con las condiciones ambientales a través del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal
(Gerlach and Aurich, 2000), y permitiendo ademas la sincronizacién reproductiva entre
individuos. De hecho, el uso de implantes subcutaneos de melatonina durante la época no
reproductiva es una practica habitual en ganaderia ovina, ya que mejora el comportamiento
reproductivo (Abecia et al., 2007; Palacin et al., 2008; Pool et al., 2020a), los parametros
testiculares (Rosa et al., 2012; El-Shalofy et al., 2021), la espermatogénesis, la calidad seminal

(Kaya et al., 2000), y la fertilidad (Palacin et al., 2008).

2.5.2 La melatonina

La melatonina (Figura 11) es una hormona lipofilica que estd presente en todos los
taxones, incluidos los procariotas, lo que indica que se ha mantenido en los seres vivos a lo
largo de la evolucidon (revisado por Zhao et al. (2019)). Ademds, esta molécula estd
ampliamente distribuida en el organismo de los mamiferos, desde el sistema nervioso y la
sangre a los tejidos periféricos, y esta involucrada en gran variedad de funciones bioldgicas
(Reiter et al., 2013). Se cree que la funcidn inicial de la melatonina fue la defensa antioxidante
frente a radicales libres en los organismos unicelulares primitivos, posiblemente como parte
del proceso de adaptacion al uso de oxigeno atmosférico (Tan et al., 2007). Esta funcion se
mantiene en los organismos actuales, junto a otras adquiridas durante la evolucién, como la
regulacion los ritmos circadianos y circanuales, la estacionalidad reproductiva en algunos
mamiferos, la accién antiinflamatoria y estimuladora del sistema inmunoldgico en animales y

la tolerancia al estrés en plantas y hongos (revisado por Tan et al. (2010) y Zhao et al. (2019)).
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Figura 11. Estructura quimica de la melatonina.

2.5.2.1 Sintesis y degradacién de la melatonina en mamiferos

En los mamiferos, la melatonina se sintetiza en la glandula pineal a partir del aminoacido
triptéfano (Figura 12). Mediante un proceso de hidroxilacion y descarboxilacion, este
aminodacido se convierte en serotonina que, durante el periodo de oscuridad, es transformada
por la enzima arilalquilamina N-acetil transferasa (ANNAT) en N-acetilserotonina. Este
compuesto a su vez es metilado por la enzima N-acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT)

dando lugar a la melatonina (Boutin et al., 2005; Tan et al., 2016).
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Figura 12. Representacion de la biosintesis de melatonina en mamiferos y la regulacion en funcion del

fotoperiodo. Imagen modificada de Reiter et al. (2009).
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Solo un pequefio porcentaje de la melatonina secretada por la gldndula pineal
permanece sin degradarse, ya que el resto se degrada por un proceso parcialmente inducido
por la luz, que implica al citocromo P450 (Boutin et al., 2005; Ma et al., 2005). Otras vias de
degradacion de la melatonina implican diferentes enzimas: la indoleamina 2,3-dioxigenasa
(IDO), la mieloperoxidasa (MPQ) y la eosinofil peroxidasa (EPO), que degradan la melatonina
hasta 1-N,-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) (Tan et al., 2007). Ademas, la melatonina se
puede metabolizar mediante la interaccién con productos oxidativos (ROS y RNS), pero incluso
el metabolito derivado de la degradacién de la melatonina, el AFMK, tiene capacidad
antioxidante y puede interaccionar con ROS y NOS y neutralizarlos (Tan et al., 2007; Tan et al.,
2015), obteniéndose como resultado Nj-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK) (Galano et al.,

2013).

Hasta los afios setenta se consideraba que la melatonina se sintetizaba exclusivamente
en la glandula pineal, pero gracias al desarrollo de anticuerpos altamente especificos y a la
mejora de las técnicas de biologia molecular, se descubrid la presencia de esta hormona y de
sus enzimas de sintesis en otros tejidos, érganos y células. Entre las fuentes de melatonina
extrapineal se encuentran la retina (Cardinali and Rosner, 1971), el tracto gastrointestinal
(Buzadzic et al., 2015), el sistema inmune (Carrillo-Vico et al., 2006), el bazo, el higado y el
corazon (Sanchez-Hidalgo et al., 2009), el timo (Naranjo et al., 2007), los ovarios (Brzezinski et
al., 1987), la placenta (Lanoix et al., 2008) y los testiculos (Tijmes et al., 1996; Gonzalez-Arto
et al.,, 2016a). Asimismo, se han medido los niveles de melatonina en numerosos fluidos
bioldgicos: liquido cerebroespinal (Young et al., 1984), saliva (Mclntyre et al., 1987), bilis (Tan
et al., 1999), orina (Claustrat et al., 2005), fluido folicular (Brzezinski et al., 1987), liquido
amnidtico (Mitchell et al., 1978), leche (llinerova et al., 1993) y plasma seminal (Luboshitzky
etal., 2002; Casao et al., 2010a).

Al contrario de lo que ocurre en la glandula pineal, la sintesis de melatonina extrapineal
no sufre variaciones a lo largo del dia y la noche, por lo que existirian otros mecanismos de
regulacion ademas de la via retino-hipotaldmico-pineal. Ademas, la melatonina sintetizada en
los tejidos extrapineales no se secreta al torrente sanguineo, sino que permanece en los
tejidos, incluso alcanzando concentraciones superiores a las del plasma sanguineo (Venegas

et al., 2012). Se cree que la funcidon de esta melatonina seria la de proteger esos tejidos del
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dafio oxidativo cuando no se estd produciendo melatonina en la glandula pineal (Galano et

al., 2013; Acuia-Castroviejo et al., 2014).
2.5.2.2 Mecanismo de accion de la melatonina

La melatonina ejerce sus funciones en los mamiferos por diferentes vias. Por un lado,
gracias a su naturaleza anfipatica, es capaz de atravesar membranas celulares y ejercer sus
efectos de manera directa. Por otro lado, existen receptores especificos para la melatonina
tanto en la membrana plasmatica como en la nuclear, por lo que también puede actuar en las

células por unién a éstos.

La melatonina, tras atravesar la membrana plasmatica, interacciona con determinadas
moléculas y compuestos del citosol. Entre otras, la melatonina se une a proteinas de unién a
Ca?*, como la calreticulina o la calmodulina (CaM), regulando asi la actividad de numerosas
enzimas celulares (Macias et al., 2003; Benitez-King, 2006). Ademas, la melatonina puede
actuar directamente sobre los radicales libres cuando se encuentra cercana al sitio de

produccién de ROS (Zhao et al., 2019).

Se cree que el mecanismo de accion de la melatonina a través de su union a receptores
especificos de membrana surgié durante la evolucidn por la necesidad de modular numerosas
funciones bioldgicas en organismos pluricelulares (Tan et al., 2010; Zhao et al., 2019). En
mamiferos se han descrito dos receptores para melatonina, MT1 y MT>, que estan acoplados
a proteinas G (G-protein-coupled receptors o GPCRs) (Reppert et al., 1995; Reppert et al.,
1996; Reppert, 1997). Ademds, se ha descrito un tercer receptor de la melatonina
denominado MTs, inicialmente identificado en aves y anfibios (Ebisawa et al., 1994), pero que
en los mamiferos habria perdido la capacidad de unidn directa a la melatonina, y que regularia
su actividad al formar heterodimeros con el receptor MT; (Levoye et al., 2006; Gautier et al.,
2018). Los receptores MT1 y MT; presentan alta homologia en su secuencia de aminodcidos,
y tienden a formar homodimeros y, mas frecuentemente, heterodimeros MT1/MT; (Ayoub et
al., 2004; Liu et al., 2016), manteniendo los sitios de union a la melatonina estables (Jockers

et al., 2008; Dubocovich et al., 2010).

Estos receptores se han descrito en células del sistema nervioso central (Liu et al., 1997;
Dubocovich and Markowska, 2005) y en tejidos periféricos, como vasos sanguineos, médula

Osea, pancreas, rindn y corteza adrenal (Dubocovich and Markowska, 2005), ademas de en el
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ovario, células de la granulosa (Soares et al., 2003), el tracto reproductor masculino (Frungieri
etal., 2005; Gonzalez-Arto et al., 2017) y en los espermatozoides (Casao et al., 2012; Gonzalez-

Arto et al., 2016c; Carvajal-Serna et al., 2020b).

Las acciones que ejerce la melatonina a través de sus receptores incluyen la modulacidn
de los ritmos circadianos (MT1/MT2) (Masson-Pevet et al., 1996; Dubocovich et al., 1998;
Slominski et al., 2012), de la vasoconstriccion (MT;) y vasodilatacién (MT,) (Doolen et al.,
1998), de la respuesta inflamatoria (MT2), mejora de la inmunidad humoral y celular (MT>)

(Srinivasan et al., 2008) y la induccidn de la diferenciacidn celular (MT;) (Bordt et al., 2001).

La activacion de los receptores de melatonina MT1y MT, desencadena numerosas vias
de transduccion de sefial (Figura 13), como la regulacién de la produccion de AMPc (Hazlerigg
et al., 1991) y de la actividad de algunas enzimas, como la PKA (Breitbart et al., 1992; Witt-
Enderby et al., 1998; Jockers et al., 2008), asi como la fosforilacion de las MAP quinasas
MEK1/2 y ERK1/2 (Witt-Enderby et al., 2000). Ademas, la uniéon de melatonina a sus
receptores produce la activacién de la enzima LPC (Masana and Dubocovich, 2001) que, a
través de la conversion del fosfatidil inositol (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3), desencadena la salida de calcio de los reservorios intracelulares, activando a su vez a la
PKC (Benitez-King et al., 2001). Por otro lado, ambos receptores estan implicados en la
activacion de la MAPK JNK (Chan et al., 2002; Yuksel Egrilmez et al., 2022). Finalmente, la
union de melatonina al receptor MT; también inhibe la produccion de GMPc (Petit et al.,

1999).
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Figura 13. Representacion de las principales vias de transduccion de sefial reguladas por los receptores

MT1 (A) y MT2 (B) tras su union a melatonina. Imagen de Masana y Dubocovich (2001).

Todas estas vias de sefializacidon celular activadas por la melatonina estan implicadas en
procesos fisioldgicos de los espermatozoides, en concreto, en los procesos de capacitacion y
reacciéon acrosémica (Almog et al., 2008; Rotfeld et al., 2014; Jaldety and Breitbart, 2015). Esto

sugiere que la melatonina podria desempenar un papel crucial en la regulacién de la

funcionalidad espermatica.

2.5.3 Accidén de la melatonina en el espermatozoide ovino

Como se ha mencionado anteriormente, la melatonina pineal modula la actividad sexual
de las especies reproductoras de dias cortos, como la especie ovina, a través del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal (Misztal et al., 2002; Reiter et al., 2009). Por otra parte, la

sintesis de melatonina en el testiculo (Gonzalez-Arto et al., 2016a; Martinez-Marcos et al.,
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2019) y la presencia de receptores de melatonina en el aparato reproductor del morueco
(Gonzalez-Arto et al., 2017) sugieren que hay un efecto directo local de esta hormona en el
tracto reproductor masculino. Pero ademas, la presencia de esta hormona en el plasma
seminal y en el tracto reproductor femenino, junto con la existencia de receptores para la
misma en los espermatozoides, apuntan a una accién directa de la melatonina sobre los

espermatozoides.

El plasma seminal del morueco contiene concentraciones elevadas de melatonina,
aunque los niveles son variables a lo largo del afio, siendo mas elevados en la época
reproductiva que en la no reproductiva, (Casao et al., 2010a). El origen de esta melatonina

puede ser tanto testicular como pineal (Carvajal-Serna et al., 2020a).

La accidn directa de la melatonina sobre espermatozoides se ha demostrado en
diversas especies (Jang et al., 2010; Ortiz et al., 2011; Almabhouh et al., 2017; Appiah et al.,
2019; Ofosu et al., 2021), incluyendo a la especie ovina (Casao et al., 2010b; Fang et al., 2019;
Bhalothia et al., 2022).

Por su parte, el tratamiento in vitro de los espermatozoides de morueco con melatonina
tiene un efecto dual sobre la capacitacién, promoviéndola a concentraciones bajas (100 pM)
y previniéndola a concentraciones altas (1 uM) (Casao et al., 2010b). Sin embargo, cuando se
afiade melatonina en un medio con agentes elevadores del AMPc, que dispara la capacitacién
espermatica ovina, la melatonina a alta concentracién (1 uM) si que es capaz de prevenir la
capacitacién reduciendo los niveles de ROS y la produccion de cAMP (Gimeno-Martos et al.,
2019), pero a baja concentracién (100 pM) no es capaz de promoverla. Esto puede ser debido
a que la induccion de la capacitacion en presencia de alto AMPc sea tan drastica que la
melatonina no es capaz de incrementarla mds, enmascarando su efecto. Aun asi, si que se
observa un efecto sobre los pardmetros cinéticos relacionados con la hiperactivacion
espermatica. Esta diferencia de efecto en funcién de la concentracién, podria estar mediada
por el efecto antioxidante que tiene la melatonina. Asi, las altas concentraciones de
melatonina en el plasma seminal estarian protegiendo a los espermatozoides del dafio
oxidativo (Reiter et al., 2009) y evitando la capacitaciéon espermatica (de Lamirande and
Gagnon, 1993; Drevet, 2006; Gimeno-Martos et al., 2019). Una vez los espermatozoides
eyaculados llegan al tracto reproductor femenino, la eliminacién del plasma seminal y la
exposicidon a niveles mas bajos de melatonina presentes en el entorno del ovocito (Brzezinski
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et al., 1987; Shi et al., 2009; El-Raey et al., 2011) propiciarian la capacitacién espermatica
(Casao et al., 2010b), requisito imprescindible para poder fecundar al ovocito (de Lamirande
and O’Flaherty, 2008). Ademas, la melatonina estaria protegiendo a los espermatozoides de
la muerte por apoptosis como consecuencia de su efecto antioxidante, como demuestran
algunos estudios (Casao et al., 2010b; du Plessis et al., 2010; Jang et al., 2010; Balao da Silva
etal., 2011; Espino et al., 2011). Las ultimas investigaciones llevadas a cabo por nuestro grupo
de investigacion han probado también los efectos de la melatonina 1 uM sobre la
estabilizacion del citoesqueleto durante la capacitacién in vitro (Carvajal-Serna et al., 2020c).
Finalmente, segln algunos estudios, la melatonina protegeria a los espermatozoides de
morueco de los dafios asociados a la congelacidon de manera dosis dependiente, preservando

la motilidad, la integridad de ADN y su capacidad fecundante (Succu et al., 2011).

La melatonina podria modular todos estos procesos en el espermatozoide de manera
directa, gracias a su capacidad de atravesar la membrana plasmatica, o a través de su union a
los receptores especificos MT1y MT; (revisado por Cebrian-Pérez et al. (2014)). Estos se
describieron por primera vez en espermatozoides de humano (van Vuuren et al., 1992) y, mas
tarde, en otros mamiferos como el morueco, el burro, el perro, el caballo, el cerdo, el ciervoy
el toro (Casao et al., 2012; Gonzalez-Arto et al., 2016c). Concretamente en la especie ovina,
los receptores de melatonina cambian su densidad y distribucién durante el proceso de
capacitacién in vitro (Gonzalez-Arto et al., 2016b) y sus efectos sobre la capacitaciéon
espermatica parecen estar mediados por su unién al receptor MT, (Gonzalez-Arto et al.,

2016b).
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En la especie ovina la reproduccidn tiene un caracter estacional muy marcado regido
por la secrecidon de melatonina. Por tanto, un conocimiento mas profundo de la accién de esta

hormona permitiria mejorar la eficiencia reproductiva en esta especie.

Todos los resultados obtenidos hasta la fecha tanto por nuestro grupo como por otros
investigadores, desarrollados ampliamente en el apartado anterior de revision bibliografica,
apuntan a un efecto beneficioso de la melatonina sobre la funcionalidad de los
espermatozoides ovinos. La melatonina estd presente en el plasma seminal y en el tracto
reproductor femenino, y ejerce efectos directos sobre los espermatozoides, en concreto,
modulando la capacitacion espermatica (Casao et al., 2010b; Gimeno-Martos et al., 2019).
Ademas, gracias a su naturaleza antioxidante, la melatonina es capaz de provocar una
disminucion del dafio oxidativo en los espermatozoides (du Plessis et al., 2010; Jang et al.,
2010). No obstante, también son necesarios unos ciertos niveles de ROS y dxido nitrico para
que se produzca la capacitacion espermatica, que pueden ser generados por los
espermatozoides mediante las enzimas NOX5 y NOS, respectivamente (Francavilla et al., 2000;
Meiser and Schulz, 2003; Bedard and Krause, 2007; Aquila et al., 2011; Musset et al., 2012;
Ghani et al., 2013).

Por ello, nos planteamos si la melatonina regula la capacitacion espermatica ovina
modificando los niveles de ROS y éxido nitrico, a través de una accion sobre las enzimas que

los generan.

Por otro lado, el proceso de capacitacion espermatica comparte rutas moleculares con
la apoptosis, lo que fue demostrado por nuestro grupo de investigacion, asi como la
implicacion del EGF y de las MAPKs en ambos procesos (Luna et al., 2012; Luna et al., 2017).
Algunos estudios indican que el éxido nitrico también es capaz de actuar sobre la ruta de las
MAPKs (Herrero et al., 2000) y que el anién superdxido es capaz de modular la via
ACs/AMPc/PKA (O'Flaherty, 2015). También se ha observado que la melatonina estaria
protegiendo a los espermatozoides de la muerte por apoptosis como consecuencia de su
efecto antioxidante, como demuestran algunos estudios (Casao et al., 2010b; Balao da Silva

etal., 2011; Espino et al., 2011).

Estos hechos hicieron preguntarnos si la melatonina, a través del 6xido nitrico, podria

regular el proceso de apoptosis desencadenado durante la capacitacién espermatica ovina.
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Otro proceso fundamental para que se lleve a cabo la fecundacién es la correcta
orientacidn de los espermatozoides para llegar al ovocito. Se ha postulado que el mecanismo
mas probable que regiria este proceso en mamiferos es la quimiotaxis. La melatonina es una
hormona que se haya presente en el tracto reproductor femenino y que afecta directamente
a la funcionalidad espermadtica en la especie ovina. Ademads, se ha demostrado su accién

quimiotactica en otros tipos celulares (Shirakawa and Ogino, 1987; Pena et al., 2007).

Asi, la melatonina podria postularse como una de las moléculas responsables de la

modulacion de los procesos de orientacidn espermatica hacia el ovocito.

A la vista de los antecedentes expuestos, en esta tesis doctoral se planted como
hipdtesis que la melatonina tiene un efecto antioxidante y antiapoptético durante el
proceso de capacitacion espermadtica y que, ademas, es capaz de actuar como

quimioatrayente y modular la orientaciéon espermatica en la especie ovina.
Para elucidar esta hipétesis, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Analizar el efecto quimiotactico in vitro de la melatonina sobre la orientacién de los
espermatozoides ovinos, como una aproximacién a lo que ocurriria in vivo en el tracto

genital femenino de esta especie.

2. Profundizar en los mecanismos moleculares de respuesta de los espermatozoides
ovinos a la melatonina en los procesos de capacitacion y apoptosis, poniendo especial
atencion a su papel antioxidante. Para llevarlo a cabo se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

2.1.  Estudiar la generacion del anién superodxido y del dxido nitrico y su implicacion
en la capacitacion espermatica ovina.

2.2. Analizar el efecto de la melatonina sobre los niveles de éxido nitrico vy
superodxidos durante la capacitacion in vitro en el espermatozoide ovino.

2.3. Investigar la implicacion del éxido nitrico y la melatonina sobre la apoptosis

durante la capacitacion in vitro inducida por EGF.
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4.1 Reactivos

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos empleados se compraron a
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU (empresa subsidiaria de Merk KGaA, Darmstadt,

Alemania).

4.2 Obtencidon y procesado de las muestras espermaticas
4.2.1 Obtencién de las muestras seminales

Las muestras seminales se obtuvieron a partir de nueve moruecos adultos de la raza
Rasa Aragonesa de entre 2 y 4 afos de edad. Todos los animales pertenecian a la Asociacién
Nacional de Ganaderos de la raza Rasa Aragonesa (ANGRA) y estuvieron estabulados en las
instalaciones del Servicio de Experimentacién Animal (SEA) de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Zaragoza, en condiciones nutricionales uniformes. Tanto el mantenimiento de
los sementales como la obtencidn de las muestras corrieron a cargo del personal del SEA. Toda
la experimentacién con animales llevada a cabo en esta tesis doctoral fue aprobada por la
resolucién PI39/17 de la Comisiéon Etica Asesora para la Experimentacién Animal de la
Universidad de Zaragoza, siguiendo el Real Decreto 53/2013 para la proteccién de los animales
de experimentacion del Gobierno de Espafia, que cumple con la Directiva de la Unidn Europea
2010/63 sobre la proteccidon de los animales utilizados para experimentacidn y otros fines

cientificos.

Las muestras seminales se obtuvieron tras un periodo de abstinencia de dos o tres dias,
mediante vagina artificial. En el momento de extraccién de la muestra se obtuvieron dos
eyaculados consecutivos por morueco; sin embargo, soélo se utilizaron los segundos
eyaculados, en base a resultados previos que demostraron que éstos tenian mejores
pardmetros de calidad seminal (Ollero et al., 1996). Tras la recogida, las muestras se
mantuvieron a 37 °C hasta su uso y se trabajo con la mezcla de los segundos eyaculados para

evitar diferencias individuales (Ollero et al., 1996).

4.2.2. Seleccion espermatica y eliminacién del plasma seminal por el método de
swim-up/dextrano
La eliminacion del plasma seminal, en la mayoria de los experimentos llevados a cabo

en esta tesis doctoral, resulta conveniente debido a que el contacto prolongado del mismo
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con los espermatozoides ejerce un efecto perjudicial sobre la funcionalidad espermatica
(Mortimer, 1994), y ademas, la presencia de algunos de sus componentes, como la melatonina
(Casao et al., 2010a), podria influenciar los resultados obtenidos en los experimentos en los

que se anadid in vitro este compuesto.

El método de swim-up/dextrano permite la obtencién de una poblacién espermatica
libre de plasma seminal. Este método fue desarrollado por Garcia-Lopez et al. (1996) en
nuestro laboratorio, basandose en la técnica descrita para espermatozoides humanos (Alvarez
et al., 1993), pero modificando la composicion del medio para espermatozoides ovinos y
eliminando los pasos de centrifugacién, ya que resulta daiina para los mismos. Esta técnica
no es un simple método de lavado, ya que, ademas de la eliminacién del plasma seminal,
permite obtener una poblacién celular enriquecida en espermatozoides altamente matiles y

viables (Garcia-Lopez et al., 1996).

La composicién del medio utilizado para el swim-up (MS) fue la siguiente: HEPES 21
mM, NaCl 50 mM, KCl 10 mM, lactato sddico 18,6 mM, sacarosa 200 mM, glucosa 2,8 mM,
MgS04 0,4 mM, K;HPO4 0,3 mM y piruvato sddico 0,3 mM. El pH se ajustd a 6,5, y se afiadieron
1,5 Ul/ml de penicilina y 15 mg/ml de estreptomicina para evitar la contaminacién del medio.
Ademas, para evitar la capacitacion prematura de los espermatozoides, no se anadié CaCl; ni

NaHCOs al MS, como describieron Grasa y col. (2004).

Para llevar a cabo el método de swim-up/dextrano, se colocaron 500 ul de semen en
el fondo de un tubo redondeado de 15 mm de didmetro, y sobre él se depositaron
cuidadosamente 500 pl de MS-dextrano (30 mg de dextrano/ml de MS). Esta capa con alta
concentracion de dextrano actla como barrera fisica, impidiendo el paso de espermatozoides
con baja motilidad, y reteniendo aquellos con la membrana plasmatica alterada o dafada (no
viables). Sobre la capa de MS-dextrano se afiadié muy lentamente 1,5 ml de MS-BSA (5 mg de
albumina sérica bovina (BSA)/ml MS), sin mezclar los medios. La inclusién de BSA en esta capa
superior evita la aglutinacién espermatica. El tubo se incubd a 37 °C en posicidn vertical
durante 15 minutos y se retiraron 750 pl de la fase superior, que se designd como primer
sobrenadante y seguidamente se anadieron otros 750 pl de MS-BSA. El proceso se repitid
otras tres veces consecutivas recogiendo un total de cuatro sobrenadantes. Se desechd el
primero por contener restos de plasma seminal, y se trabajé posteriormente con la mezcla de
los tres restantes, denominada muestra swim-up (Figura 14).
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Figura 14. Representacién esquemadtica del proceso de swim-up/dextrano.

Para determinar el posible efecto quimiotdactico de la melatonina in vitro durante proceso
de seleccion espermatica, en el articulo-manuscrito 1 se realizaron tres swim-up/dextrano de
forma simultanea, incluyendo melatonina en el MS-BSA a dos concentraciones diferentes, 100 pM
y 1 uM. Las muestras de swim-up resultantes se denominaron “sw-Mel 100 pM” y “sw-Mel 1 pM”,
respectivamente. La melatonina se disolvio en DMSO (dimetil sulfoxido) y tampon fosfato salino
(PBS, del inglés phosphate-buffered saline: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 8,1 mM vy
KH2PO4 1,7 mM, pH 7,4). La concentracion final de DMSO en el MS-BSA fue de 0,01% (v/v), por
lo que ademas se incluyé DMSO a la misma concentracién en la muestra control, denominada en

I”

el articulo-manuscrito 1 como “sw-control”. Para estudiar la influencia de la estacionalidad sobre
la potencial respuesta quimiotactica, se llevaron a cabo los mismos experimentos en época
reproductiva (septiembre-febrero) y no reproductiva (marzo-julio) para el ganado ovino en esta

latitud (N41°39'21.82").

4.3 Induccion in vitro de la capacitacion espermatica

Para inducir la capacitacion espermadtica, las muestras seleccionadas por swim-
up/dextrano se diluyeron hasta una concentracién de 1,6 x 108 células/ml en medio TALP (del
inglés Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate). Este medio estd compuesto por NaCl 100 mM, KCl
3,1 mM, NaH2PO4 0,3 mM, lactato sédico 21,6 mM, MgCl, 0,4 mM, HEPES 10 mM, piruvato

sédico 1 mM, CaCl, 3 mM, glucosa 5 mM y BSA 5 mg/ml, con un pH ajustado a 7,3 con NaOH.
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Las muestras se incubaron en tubos eppendorf® abiertos durante 3 horas a 39 °C en una estufa
con 5% de CO, y 100% de humedad, basandose en el protocolo de Parrish et al. (1988) y que

fue adaptado para espermatozoides ovinos por Colas et al. (2008).

Las muestras incubadas en medio TALP se denominaron “Cap-TALP samples” (articulo-
manuscrito 1), “control samples” (articulos 2 y 3), dependiendo del resto de muestras

ensayadas y/o de las recomendaciones de los revisores de los articulos.

Los espermatozoides de morueco son particularmente dificiles de capacitar in vitro, y es
necesario afiadir agentes elevadores del AMPc al medio de capacitacion. Por ello, el medio
TALP fue suplementado con una mezcla de sustancias que disparan la capacitacidon en
espermatozoides ovinos (Grasa et al., 2006; Colas et al., 2008), denominada “cocktail”, y
consistente en: dibutiril (db)-AMPc 1 mM, cafeina 1 mM, teofilina 1 mM, acido okadaico 0,2
mM y metil-B-ciclodextrinas 2,5 mM. Las muestras incubadas en este medio (medio cocktail),
se denominaron “Cap-CK samples” (articulo-manuscrito 1) o “capacitated control (Cap-C)”

(articulos 2 y 3), dependiendo del resto de muestras ensayadas y/o de las recomendaciones

de los revisores de los articulos.

El efecto del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en la capacitacidon espermatica
ovina se analizé afiadiendo EGF (Abcam, Cambridge, Reino Unido) a una concentracion de 100
nM en el medio TALP (medio TALP-EGF), y las muestras incubadas en este medio se

denominaron “Cap-EGF” (articulo 4).

Para determinar el efecto de la melatonina durante la capacitacién espermatica in vitro
en el morueco, ésta se diluyé como se explica en el apartado 4.2.2. y se afiadié a los medios
de capacitacion (TALP, cocktail o TALP-EGF) a una concentracién final de 100 pM o 1 uM. La
concentracion final de DMSO en las muestras espermaticas con melatonina fue del 0,1% (v/v).
Para tener en cuenta el posible efecto téxico del DMSO sobre los espermatozoides, se afiadid

la misma concentracion (0,1% v/v) a las muestras control capacitadas.

Para investigar la implicacion de la NOX5 durante la capacitacion espermatica in vitro
(articulo 2), se anadid un inhibidor de esta enzima, 2-(2-clorofenil)-4-metil-5-(piridin-2-il
metil)-1H-pirazol-[4,3-c]piridina-3,6(2H,5H)-diona (GKT136901, GKT), al medio cocktail a una
concentracion final de 1 uM (Musset et al., 2012; Altenhofer et al., 2015). Teniendo en cuenta

que la activacion de la NOX5 es dependiente de calcio (Banfi et al., 2001), también se afiadid
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el ionodforo de calcio A23187 a una concentracién 1 uM a las muestras espermaticas incubadas
en condiciones capacitantes, para evaluar asi el efecto de la activacién de la NOX5 en los

cambios asociados a la capacitacién espermatica.

Finalmente, para evaluar el papel del éxido nitrico durante la capacitacion espermatica
in vitro (articulos 3 y 4), se anadié el inhibidor no selectivo de la NOS, el NG-nitro-L-arginina
metil ester (L-NAME), a los medios TALP, cocktail y TALP-EGF, a una concentracién final de 100
UMy 1 mM. Por otro lado, se adiciond L-arginina (L-arg) como sustrato de la NOS a los medios
de capacitacion a una concentracion de 10 nM, en base a un trabajo previo de Hassanpour et

al. (2007).

4.4 Evaluacion de las muestras espermaticas
4.4.1 Calculo de la concentracion espermatica y del porcentaje de recuperacion

La concentracién de las muestras espermaticas se determiné por duplicado usando una
camara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Alemania), tras una dilucién en agua
1/2000 (v/v) para el semen fresco, y 1/100 (v/v) para las muestras seleccionadas por swim-
up/dextrano. Para evaluar la concentracidon espermatica, se colocé una gota de 6 pl de la
dilucién en la cdmara de Neubauer. Las células se visualizaron con un microscopio de contraste
de fases, y se contaron los espermatozoides en 0,1 mm?3, para después aplicar la siguiente

férmula:

espermatozoides  n2espermatozoides contados 1

oy 10000 X dilucion

Para evaluar el efecto de la melatonina sobre la orientacion espermatica durante el
proceso de seleccion por swim-up/dextrano (articulo-manuscrito 1), el porcentaje de células

recuperadas se calculd con la siguiente férmula:

y concentracion muestras swim —up x 3 x 0,75 ml
% recuperacion = — x 100
concentracion muestra eyaculado x 0,5 ml
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4.4.2 Evaluacion de la motilidad espermatica

La motilidad espermatica, total y progresiva, se evalué mediante un sistema
automatizado de andlisis espermatico (sistema CASA, del inglés Computer-Assisted Sperm
Analysis) con el médulo de motilidad del programa OpenCASA, un software de acceso libre
gue se desarrollé recientemente en nuestro laboratorio (Alquezar-Baeta et al.,, 2019).
Adicionalmente, se evaluaron los siguientes parametros cinéticos: velocidad curvilinea (VCL),
velocidad rectilinea (VSL), velocidad promedio (VAP), porcentaje de linearidad (LIN),
porcentaje de rectitud (STR), indice de oscilacién (WOB), amplitud media del desplazamiento
de cabeza (ALH), frecuencia de batida del flagelo (BCF), angulo medio de desplazamiento

(MAD) y dimensioén fractal (FD).

Para ello, se colocé una gota de 2 pl de la muestra espermatica diluida a 3 x 107
células/ml en una cdmara Makler (Sefi-medical Instruments, Haifa, Israel) precalentada a 37
°C en una platina térmica. Se analizaron cuatro campos por gota, y en cada uno de ellos el
movimiento espermadtico se grabd con una videocdmara (Basler acA1920; Basler Vision
Components, Ahrensburg, Alemania) acoplada a un microscopio (Nikon Eclipse 50i, Nikon

Instruments Int, Tokyo, Japdn) equipado con un objetivo 10x de contraste de fases.

Dado que el programa OpenCASA permite al usuario ajustar los pardmetros de analisis
libremente, los videos se evaluaron segun los siguientes ajustes: 60 fotogramas por segundo,
120 fotogramas, resolucion de la imagen en pixeles: 800 x 600, tamafio minimo de célula: 10
um?, tamafio maximo de célula: 100 um?, motilidad progresiva: STR > 80% y VAP > 90%, VCL
minima: 10 pum/s, umbral inferior de VCL: 100 um/s, umbral superior de VCL: 200 um/s,
longitud minima de la trayectoria: 30 fotogramas, y desplazamiento maximo entre

fotogramas: 20 um.
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4.4.3 Determinacion del estado de capacitacion mediante tincidn con

clorotetraciclina (CTC)

La clorotetraciclina (CTC) es un antibiotico fluorescente que se une a cationes,
especialmente el calcio (Caswell and Hutchison, 1971). La CTC atraviesa la membrana del
espermatozoide y, dentro de la célula espermatica, se une al calcio libre de los
compartimentos intracelulares y se vuelve mas fluorescente (Tsien, 1989). Estos complejos
CTC-Ca?* se unen preferentemente a regiones hidrofébicas, como la membrana celular, y
como resultado se distinguen los patrones de fluorescencia caracteristicos de los
espermatozoides segin su estado fisioldgico, lo que permite diferenciarlos entre no

capacitados, capacitados y con el acrosoma reaccionado (Gillan et al., 1997)

En esta tesis se utilizd una versién modificada de la tincién con CTC, descrita por Ward
y Storey (1984) y validada para espermatozoides de morueco por Grasa y col. (2006). La
soluciéon de CTC (750 pM) se preparo diariamente en un medio tamponado que contiene Tris
20 mM, NaCl 130 mM y cisteina 5 uM, a pH 7,8, y filtrado con un filtro de tamafio de poro de
0,22 um. Para realizar la tincidén de los espermatozoides, se afiadieron 20 ul de esta solucién
de CTC a 18 pl de la muestra espermadtica (3 x 107 células/ml), y se fijaron con 5 pl de
paraformaldehido 1,25 % (p/v) en Tris-HCI 0,5 M (pH 7,8). Las muestras se incubaron a 4 °C
durante 30 minutos en oscuridad. Para la evaluacion de las muestras, se colocaron 10 ul de
cada una en un portaobjetos y se le afiadieron 2 pl de trietilendiamina (DABCO) 0,22 M diluida
en glicerol:PBS (9:1 v/v) para conservar la florescencia. Se colocd un cubreobjetos, se selld la
muestra con esmalte de uias y se almacend a-20 °C hasta su evaluacién. Todos estos procesos

se realizaron en semioscuridad para evitar la pérdida de fluorescencia.

Las muestras se evaluaron utilizando un microscopio Nikon Eclipse E-400 (Nikon
Corporation, Kanagawa, Japén) con filtro V-2A, bajo iluminacién epifluorescente. No se
observé fluorescencia en ausencia de CTC en las preparaciones. Se contaron un minimo de
200 espermatozoides por muestra, y se clasificaron de acuerdo a los patrones identificados
por Gillan y col. (1997), como se muestra en la Figura 15: no capacitados (NC, con
fluorescencia uniforme en la cabeza, con o sin banda brillante en la zona ecuatorial),

capacitados (C, con fluorescencia en la parte anterior de la cabeza) y con el acrosoma
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reaccionado (AR, sin fluorescencia en la cabeza, con o sin una banda brillante en la zona

ecuatorial).

Figura 15. Imagen representativa de la evaluacion del estado de capacitacion de espermatozoides de morueco
mediante clorotetraciclina (CTC). NC: no capacitados (cabeza uniformemente tedida), C: capacitados
(fluorescencia en la regidn acrosomal), AR: acrosoma reaccionado (sin fluorescencia en la cabeza, con o sin banda

brillante en la regién ecuatorial). Imagen tomada con un filtro V-2A, 1000x aumentos.

4.4.4 Analisis mediante citometria de flujo

Todas las evaluaciones realizadas mediante citometria de flujo se realizaron con un
citometro de flujo Beckman Coulter Cytomics FC 500 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, EE.UU)
equipado con dos laseres de excitacion (laser de Argdn de 488 nm refrigerado por aire, y laser
rojo de estado sdlido de 633 nm), cinco filtros de absorbancia (FL1-525, FL2-575, FL3-610, FL4-
675 and FL5-755; +5 nm) y el software de analisis CXP.

Se evaluaron un minimo de 20.000 células en todos los experimentos. La poblacién de
espermatozoides se identificd para su analisis en base a sus caracteristicas especificas de
dispersion frontal (FS, del inglés Forward Scatter), cuyo valor es proporcional al tamafio
celular, y de dispersion lateral (SS, del inglés Side Scatter), proporcional a la complejidad de la

célula. Se utilizé un flujo de 200-300 células/s.
4.4.4.1 Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica

La viabilidad celular, considerada como la integridad de la membrana plasmatica, se
evaludé mediante una doble tincidon fluorescente con diacetato de carboxifluoresceina (CFDA)

y ioduro de propidio (IP) (Harrison and Vickers, 1990).

Esta técnica se basa en la distinta fluorescencia que presentan los espermatozoides tras

su incubacion con estos dos colorantes, en funcién de su viabilidad, entendida ésta como
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integridad de membrana. Asi, los espermatozoides con la membrana plasmatica integra,
considerados viables, adquieren un color verde gracias a que las esterasas de la membrana
plasmatica hidrolizan el CFDA (incoloro) a carboxifluoresceina, que es verde fluorescente.
Ademas, la membrana plasmatica intacta es impermeable al ioduro de propidio. Sin embargo,
las células no viables, con la membrana danada, permiten la entrada del ioduro de propidio,

qgue se une al DNA y confiere a las células un color rojo fluorescente.

Para evaluar la viabilidad espermatica, las muestras se diluyeron a una concentracion de
5 x 10° células/ml en 300 pl de medio MS, y se afiadieron 3 pl de CFDA 1 mM (diluido en
DMSO0), 3 ul de IP 1,5 mM (diluido en agua) y 5 pl de formaldehido 0,5 % (v/v en agua).
Seguidamente las muestras se incubaron a 37 °C en oscuridad durante 15 minutos. Para el
analisis de la viabilidad celular mediante citometria de flujo se utilizé el Iaser de argén de 488
nm, y la fluorescencia se detecté utilizando los filtros FL1-525 nm (para CFDA) y FL4-675 nm
(para IP). Se monitorizaron los siguientes pardmetros: FS log, SS log, FL1 log (CFDA) y FL4 log

(IP), y se evalué el porcentaje de espermatozoides viables (CFDA+/IP-).
4.4.4.2 Evaluacion de los niveles intracelulares de éxido nitrico

Los niveles intracelulares de dxido nitrico (NO-) se determinaron mediante la tincidn con
diacetato de 4,5-diaminofluioresceina (DAF-2; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU). El
DAF-2 es una sonda permeable a las células, que en presencia del NO- es metabolizado a un

compuesto altamente fluorescente, la triazolofluoresceina (DAF2-T) (Lampiao et al., 2006).

Las muestras espermaticas se diluyeron en 300 pl de medio MS hasta 5 x 10° células/ml,
y se tineron con DAF-2 10 uM (diluido en DMSQ) y IP 7,5 uM, durante 15 minutos a 37 °C en
oscuridad. Seguidamente se analizaron las muestras por citometria de flujo, utilizando el laser
de argon vy los filtros FL1-525 nm y FL4-675 nm. Los pardmetros monitorizados fueron: FS log,
SS log, FL1 log (DAF-2) y FL4 log (IP), y se distinguieron tres subpoblaciones: células viables con
alta produccion de NO- (IP-/DAF-2+), células viables con baja produccion de NO- (IP-/DAF-2-)
y células no viables con baja produccion de NO- (IP+/DAF-2-). Se evalud el porcentaje de

espermatozoides vivos con altos niveles de NO- (IP-/DAF-2+).
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4.4.4.3 Evaluacion de los niveles intracelulares de superdxidos

Para detectar la produccién de superdxidos (O27) en los espermatozoides de morueco,
se empled una tincidén fluorescente con hidroetidina (DHE) y Yo-Pro-1, en base a la
metodologia descrita por Guthrie y Welch para espermatozoides de cerdo (2006). La
membrana espermatica es permeable a la hidroetidina que, en el interior celular, se oxida por
el 0~ dando lugar a un compuesto con fluorescencia roja, el etidio (E). Este puede detectarse
mediante citometria de flujo utilizando el filtro FL4-675 nm. Por otro lado, el Yo-Pro-1 marca
aquellas células que poseen la membrana desestabilizada (células no viables) con

fluorescencia verde, detectable con el filtro FL1-525 nm del citémetro de flujo.

Asi, para analizar los niveles de O, en los espermatozoides, las muestras se diluyeron
en 500 pl de medio MS a una concentracién de 5 % 108 células/ml, y se tifieron con DHE 4 uM
y Yo-Pro-1 40 nM (diluidos en DMSO) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU). Las
muestras se incubaron seguidamente durante 40 minutos en oscuridad a 37 °C. Tras evaluar
las muestras con el citémetro de flujo, se distinguieron las siguientes poblaciones: células
viables con alta produccién de O, (Yo-Pro-1-/E+), células viables con baja produccién de O3~
(Yo-Pro-1-/E-), células no viables con alta produccidon de Oy" (Yo-Pro-1+/E+) y células no
viables con baja produccion de Oz  (Yo-Pro-1+/E+). Se analizd el porcentaje de
espermatozoides vivos con altos niveles de superdxidos (Yo-Pro-1-/E+) en las diferentes

condiciones experimentales.
4.4.4.4 Evaluacion de los niveles de calcio intracelular

Los cambios en los niveles de calcio intracelular se midieron con la sonda Fluo-4-AM en
combinacidn con ioduro de propidio, para evaluar simultdneamente la viabilidad celular. El
Fluo-4 es un indicador de calcio de alta afinidad, que se vuelve mads fluorescente cuando se
une a este ion, de manera que es detectable por citometria de flujo. El éster AM del colorante
le permite atravesar la membrana plasmatica pasivamente y, una vez dentro de la célula, las
esterasas intracelulares lo eliminan y el colorante queda libre en el interior celular (Paredes et

al., 2008).
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Para determinar los cambios en la concentracion intracelular de calcio en los
espermatozoides de morueco, se incubaron 5 x 108 células/ml en 500 pl de medio MS con
Fluo-4-AM 2 uM (diluido en DMSO) y acido plurdnico al 0,02% durante 15 minutos a 37 °C en
oscuridad (ambos reactivos de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y 7,5 uM de
ioduro de propidio. El acido plurénico ayuda a la dispersidn de la sonda, ya que los grupos AM
unidos a ésta tienen baja solubilidad en medio acuoso. Tras la incubacién, se analizaron las
muestras con el citdmetro de flujo, utilizando el laser de Argén y los filtros FL1-525 nm y FL4-
675 nm. Se monitorizaron los parametros FS log, SS log, FL1 log (Fluo-4-AM), and FL4 log (IP),
y se evalud el porcentaje de espermatozoides viables con altos niveles de calcio (Fluo-4-

AM+/IP-).
4.4.4.5 Evaluacion de la activacion de caspasas

Durante el proceso de apoptosis, se activan determinadas caspasas, entre ellaslas3y 7,
gue son caspasas ejecutoras o efectoras (Scaffidi et al., 1998). La presencia de caspasas activas
3y 7 se detectéd mediante el kit comercial Vybrant™ FAM Caspase-3 and -7 Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU), que esta basado en la metodologia FLICA® (fluorescent
inhibitor of caspases, o inhibidor fluorescente de las caspasas). EIl compuesto inhibidor de
caspasas que emplea este kit se denomina FAM-DEVD-FMK, tiene fluorescencia verde y se une
covalente e irreversiblemente por el péptido DEVD a las cisteinas reactivas de las caspasas 3
y 7 activas, inhibiendo la actividad enzimatica de éstas. El compuesto que reacciona con las
caspasas queda retenido en las células y la sefial fluorescente verde es una medida directa de
la cantidad de caspasas 3 y 7 activas presentes en la célula en el momento que se anadio el
reactivo (Wlodkowic et al., 2011).

Se diluyeron las muestras hasta 6 x 108 células/ml en 300 pl de PBS y se afiadieron 3 pl
del péptido FAM-DEVD-FMK 30x, dejandolas incubar durante 1 hora a 37 °Cy 5% de CO,. Se
realizaron dos lavados con 300 pl del tampdn de lavado proporcionado por el kit mediante
centrifugacién a 600 x g durante 8 minutos a temperatura ambiente (TA), y el precipitado
resultante se resuspendié en 300 ul de este mismo tampdn. Las muestras se analizaron por
citometria de flujo utilizando el filtro FL1-525 nm, y se monitorizaron los parametros FS log,
SS log, y FL1 log (FAM-DEVD-FMK). Se distinguieron asi dos poblaciones, una correspondiente
a los espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas, y otra poblacién de espermatozoides no

apoptadticos, y se evalud el porcentaje de espermatozoides con caspasas activas.
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4.4.4.6 Evaluacion de la fragmentacién del ADN

La fragmentacion del ADN se considera un signo de apoptosis celular tardia, y en esta
tesis se evalud en espermatozoides de morueco mediante la técnica TUNEL (del inglés,
Terminal Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labelling), utilizando el kit comercial In Situ

Cell Death Detection Kit (Roche, Mannheim, Alemania) (Li and Darzynkiewicz, 1995).

Las muestras espermaticas se diluyeron hasta una concentracion de 4 x 107 células/ml
en PBS, y se fijaron con paraformaldehido 4% a TA durante 1 hora. Seguidamente, se lavaron
las células con PBS mediante centrifugacién a 600 x g durante 8 minutos y se permeabilizaron
con Triton X-100 (0,1% (v/v) en citrato de sodio al 0,1%) durante 2 minutos en hielo. Se lavaron
las células dos veces con PBS, y se llevé a cabo la reaccién de elongacion durante 1 hora a 37
°C en oscuridad, mediante la incubacidn del precipitado resultante con 50 pl de solucion de
marcaje proporcionada por el kit, que contiene la enzima TdT (desoxinucleotidil transferasa
terminal) y dUTP unido a fluoresceina para marcar las células positivas. Se incluyé un control
negativo que se prepard sin afiadir TdT a la solucién de marcaje, y un control positivo al que
se afadiod un tratamiento adicional con 10 IU de DNasa | durante 10 minutos a 15-25 °C antes
de la reaccidn de elongacion. La reaccién de elongacion se detuvo tras lavar las muestras con
PBS, mediante centrifugacion a 600 x g durante 10 min a TA. Finalmente, se evaluaron las
muestras por citometria de flujo, utilizando el filtro FL1-525 nm, y se monitorizaron los
pardmetros FS log, SS log, and FL1 log (TUNEL). De esta manera se distinguieron dos
poblaciones de espermatozoides, una con el ADN fragmentado (TUNEL+) y otra con el ADN

intacto (TUNEL-), y se evalud el porcentaje de células con el ADN dafiado (TUNEL-).

4.5 Deteccion y cuantificacion de proteinas por Western blot
4.5.1 Extraccion de las proteinas de los espermatozoides de morueco

Las proteinas espermaticas de las muestras de swim-up y capacitadas in vitro en las
diferentes condiciones se extrajeron siguiendo el método descrito previamente por Colas et
al. (2008). Los espermatozoides, en alicuotas de 1,6 x 108 células/ml, se centrifugaron a 900 x
g durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. El precipitado resultante se resuspendio
en 200 pl de tampon de extraccién de muestras (ESB, Extraction Sample Buffer: Tris—HC| 125
mM pH 6.8 y SDS al 2% (p/v) con inhibidores de proteasas (Protease inhibitors cocktail) al 10

% y se incubd durante 5 minutos a 100 °C en un bafio de arena. Después se centrifugaron las
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muestras a 15.000 x g durante 5 min a 4 °C y se recogio el sobrenadante. Finalmente, a las
muestras de proteinas recuperadas se les afiadid B-mercaptoetanol, glicerol y azul de
bromofenol (en glicerol al 10% p/v) a una concentracion final del 5%, 1% and 0.002 % (v/v),

respectivamente, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

4.5.2 SDS-PAGE y western blot

El protocolo de SDS-PAGE y western blot fue practicamente el mismo para la deteccidn
de todas las proteinas, variando solamente la cantidad de proteinas cargadas en los geles y las

condiciones de transferencia a las membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF).

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE, del inglés Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) al 10%, siguiendo el método descrito por Laemmli (1970). En funcion de la
proteina objeto de estudio, se cargd un volumen determinado en los geles, que oscild entre
25y 50 ul (se detalla en la seccién “material y métodos” de cada articulo). Las condiciones de

electroforesis fueron 130 V durante 1h y 30 minutos a 4 °C en todos los casos.

Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una membrana de PVDF (Immobilon-
P, Millipore, Bedford, MA, USA). Para algunos experimentos (articulo 3), se utilizé un
dispositivo de transferencia humeda (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad,
Hercules, CA, EE.UU) y un tampdon compuesto por Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%
v/v, pH 8,3, durante 20 h a 22 V. En otros experimentos (articulos 2 y 4) se utilizd un sistema
de transferencia semi-seca que permite realizar este proceso en 10 minutos (Trans-Blot Turbo
Transfer System, Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). En ambos casos, tras la transferencia se
bloquearon los sitios de union inespecificos de las membranas con BSA al 5% (p/v) en PBS (pH
7,4) durante 4 h a TA y, a continuacién, se incubaron las membranas con los anticuerpos
primarios diluidos en PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v) y BSA al 1% (p/v) durante toda la noche
a 4 °C. Los anticuerpos primarios, junto con la dilucion y el correspondiente control positivo

utilizados para los experimentos de western blot de esta tesis doctoral se resumen enlaTablal.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios, diluciones y controles positivos utilizados para la identificacion de proteinas

mediante western blot en los distintos experimentos.

Anticuerpo Marca Identificacion Dilucion Control positivo
. Extracto de pulmdn de rata
. Abcam, Cambridge, Cat# ab5589, RRID: 1/500 .
Anti-eNOS . ) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Reino Unido AB_304967 (v/v)
Dallas, TX, EE.UU.)
. Extracto de cerebro de raton
. Abcam, Cambridge, Cat#t b76067, RRID: 1/500 .
Anti-nNOS . . (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Reino Unido AB_2152469 (v/v)
Dallas, TX, EE.UU.)
. Lisado de macréfagos de raton
. Abcam, Cambridge, Cat# ab3523, RRID: 1/500 .
Anti-iNOS . ) activados con IFN/LPS (BD
Reino Unido AB_303872 (v/v) L i
Biosciences, San José, CA, EE.UU)
. Abcam, Cambridge, 1/400 Lisado de células HeLa comercial
Anti-NOX5 ) ) Cat# ab191010 ) , )
Reino Unido (v/v) (Abcam, Cambridge, Reino Unido)
. Millipore; Merck Lisado de células A431
Anti-fosfo-JNK - . -
(Thri83/Tyr185 Millipore, Cat#t 07-175, 1/1000 estimuladas con EGF (Millipore;
r r , -
¥ Darmstadt, RRID:AB_310412 (v/v) Merck Millipore, Darmstadt,
Thr221/Tyr223) . .
Alemania Alemania)
Millipore; Merck Lisado de células A431
Anti-fosfo-p38a Millipore, Cat#t 05-1059, 1/1000 estimuladas con EGF (Millipore;
(Thr180 / Tyr182) Darmstadt, RRID:AB_1977402 (v/v) Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania Alemania)

Para comprobar la especificidad de los anticuerpos frente a las tres isoformas de NOS,
se realizo el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las NOS de la especie ovina,

obtenidas de la base de datos UniProt (UniProtkB, https://www.uniprot.org) , con las

secuencias de los péptidos utilizados por la casa comercial para generar los anticuerpos anti-
NOS (cuando se especificaba) o con la secuencia de las NOS humanas, ya que los anticuerpos
se generaron frente a ellas. El programa utilizado fue Clustal Omega, Multiple Sequence

Alignment (Goujon et al., 2010; Sievers et al., 2011; McWilliam et al., 2013). Se encontrd una
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alta homologia entre secuencias (93.75% para la eNOS, 91.86% para la nNOS y 85.70% para la
iNOS), lo que indicaba que los anticuerpos escogidos eran los adecuados para su uso en la

especie ovina.

La especificidad del anticuerpo anti-NOX5 en la especie ovina se comprobd mediante
el uso de un péptido de bloqueo (ProteoGenix, Schiltigheim, Francia). Asi, el anticuerpo anti-
NOX5 se incubd con el péptido inmundgeno bloqueante a una concentracion de 2,5 pg/ml en
PBS con BSA al 1% (p/v) durante 2 h a TA. Este anticuerpo neutralizado se utilizé en paralelo
con el anticuerpo sin bloquear, en dos membranas de western blot idénticas, y se compararon
los resultados obtenidos. Tras utilizar el anticuerpo bloqueado no se detectd ninguna sefial en
la membrana, lo que indicé que el anticuerpo utilizado tiene alta afinidad por la proteina NOX5

ovina.

Tras la incubacién con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron tres veces en
PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v), durante 15 minutos y se incubaron con el anticuerpo
secundario (IRDye 680RD donkey anti-rabbit 1gG antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-
68073, RRID: AB_10954442) durante 75 minutos a TA, diluido 1/15.000 en PBS con Tween-20
al 0,1% (v/v) y BSA al 1% (p/v).

Ademas, en todos los ensayos de western blot realizados se incluydé un control de carga
para poder cuantificar las sefiales de las proteinas de interés. Para ello, todas las membranas
se incubaron simultdneamente con el anticuerpo primario anti-tubulina producido en ratdn
(Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, EE.UU, Cat# sc-8035, RID:AB_628408), junto con el
anticuerpo primario frente a la proteina de interés. Al anticuerpo secundario previamente
descrito se afiadio el anticuerpo secundario anti-mouse (IRDye 800CW donkey anti-mouse IgG
antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-32212, RRID: AB_621847) diluido 1/15.000 PBS con
Tween-20 al 0,1% (v/v) y BSA al 1% (p/v) para identificar la sefial de tubulina.

Una vez finalizada la incubacidon con los anticuerpos secundarios, y tras lavar las
membranas tres veces durante 15 minutos en PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v), éstas se
escanearon utilizando el sistema Odyssey Clx Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE, EE.UU). Las imagenes obtenidas se cuantificaron con el software Image Studio
v.2.0.38 (Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU) para determinar la intensidad relativa de las

bandas de proteina, normalizadas al control de carga (tubulina).
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4.6 Identificacion y localizacion de proteinas mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFl)

La localizacién de las isoformas de la NOS, de la NOX5 y del receptor de melatonina MT;
se determind por la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Las muestras espermaticas
se diluyeron en PBS y se fijaron con formaldehido al 0,5% (v/v) a TA durante 20 minutos. La
dilucién varié en cada caso para ajustar la concentracidn celular a: 8 x 108 células/ml para las
isoformas de NOS, 2 x 106 células/ml para la NOX5 y 4 x 10° células/ml para el receptor MT».
Después, las células se centrifugaron a 900 x g durante 6 minutos, se retird el sobrenadante y
se resuspendieron en 500 ul de PBS. A continuacion, se depositaron 40 pl de cada suspension
celular en un portaobjetos polilisinado (Superfrost Plus; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE.UU) y se mantuvieron a TA durante 3 h para asegurar la adhesion de las células a la
superficie. En el caso de las NOS y la NOX5, las células se permeabilizaron con Triton X-10 al
0,5% (v/v) en PBS durante 15 minutos y después se fijaron de nuevo con paraformaldehido al
1,25% (v/v) en Tris-HCI 0,5 M durante 5 minutos. Seguidamente se lavaron las muestras con
PBS y se bloquearon los sitios de union inespecificos con BSA al 5% (p/v) en PBS durante 5
horas en una cdmara humeda. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron de nuevo
con PBS y se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche en una cdmara humeda a

4°C.

Para la identificacidon de las isoformas de NOS y la enzima NOX5 se utilizaron los mismos
anticuerpos primarios que se emplearon para los experimentos de western blot, resumidos en
la Tabla 1, diluidos 1/25 en PBS con BSA al 1% (v/v). Como se indica en el apartado 4.5.2, la
especificidad de los anticuerpos anti-NOS se comprobé mediante un alineamiento multiple de
la secuencia de aminoacidos del péptido con el que se habia generado cada anticuerpo con la
proteina ovina a estudiar. La especificidad del anticuerpo anti NOX5 se testé mediante un
péptido de bloqueo, como se explicd anteriormente en el apartado 4.5.2. El anticuerpo
neutralizado con el péptido de blogueo se utilizé en paralelo con el anticuerpo sin bloquear
en dos IFls simultaneas, para poder comparar los resultados. Cuando se utilizé el anticuerpo
neutralizado no se detectd ninguna sefial, lo que indica que el anticuerpo utilizado tiene alta

afinidad por la NOX5 ovina.
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Por ultimo, el receptor de melatonina MT; se detecté utilizando el anticuerpo primario
anti-MT, (Acris Antibodies GmbH, Herford, Alemania, Cat# AP01322PU-N, RRID:
AB_1619198), diluido 1/50 en PBS con 1% de BSA (p/v).

Tras la incubacion con los anticuerpos primarios, a la mafiana siguiente, todas las
muestras se lavaron tres veces con PBS, y se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa
Fluor 488 chicken anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific; Cat#A-21441, RRID: AB_2535859)
diluido 1/600 (v/v) en PBS con 1% de BSA, durante 90 minutos a TA en una cdmara humeda.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se lavaron de nuevo las muestras con PBS, y se
afiadieron 6 pl de trietilendiamina (DABCO) 0,22 M diluida en glicerol:PBS (9:1 v/v) para
potenciar y conservar la florescencia. Seguidamente se cubrieron las muestras con un

cubreobjetos y se sellaron con esmalte de uiias transparente.

La evaluacion de las muestras se realizé con un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon,
Tokyo, Japdn) con iluminacion epifluorescente, utilizando un filtro B2-A y un aumento de

1000x. En todos los casos se evaluaron al menos 150 espermatozoides por muestra.

4.7 Evaluacion de la orientacion espermatica por quimiotaxis

La orientacion de los espermatozoides hacia un gradiente quimico, en este caso el
generado por la melatonina, se evalué mediante el uso de un dispositivo comercial y de un
software especifico. Para estudiar la influencia del estado de capacitacién sobre esta potencial
respuesta quimiotdctica, todos los experimentos se realizaron en muestras seleccionadas por
el método de swim-up/dextrano sin capacitar (muestras swim-up) o capacitadas en ausencia
o presencia de agentes elevadores del AMPc (o medio cocktail) (muestras Cap-TALP y Cap-CK,
respectivamente). Para estudiar la influencia de la estacionalidad sobre la potencial respuesta
guimiotactica, se llevaron a cabo los mismos experimentos en época reproductiva
(septiembre-febrero) y no reproductiva (marzo-julio) para el ganado ovino en esta latitud

(N41°39'21.82").

Los ensayos de quimiotaxis se realizaron con los dispositivos desechables p-Slide
Chemotaxis (ibidi GmbH, Martinsried, Alemania). Este dispositivo incluye tres camaras de
guimiotaxis independientes, lo que permite realizar tres estudios en paralelo. Cada camara
consta de dos reservorios, situados a ambos lados de un drea mas estrecha y conectados a

ésta, denominada area de observacion. Todos los reservorios tienen unos pocillos en los que
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encaja una punta de pipeta, para facilitar el llenado. Para la realizacién de estos ensayos, se
rellenaron todos los reservorios con la muestra espermatica a estudiar en cada caso, a una
concentracién de 2,5 x 108 células/ml (65 pl en los reservorios laterales y 6 ul en el drea de
observacién). A continuacion, se afiadieron 30 pl de la misma muestra espermatica con
melatonina (100 pM y 1 uM), o sin ésta (situacién control), a uno de los reservorios laterales,
evitando asi la dilucidn de la suspensién de espermatozoides cargada en la camara debido a
la aplicacion del potencial quimioatrayente (Figura 16). Seguidamente, se retiraron otros 30
ul del pocillo opuesto del mismo reservorio. Una vez la cdmara de quimiotaxis estaba
completamente cargada, se incubd a 37 °C durante 5 minutos para permitir la formacion de
un gradiente de concentracién de hormona en el reservorio. Finalmente, se grabaron los
espermatozoides situados en el area de observacion a 200 fotogramas por segundo durante
3 segundos, utilizando una cdmara de video (acA1920-155uc, Basler, Exton, PA, EE.UU.)
acoplada a un microscopio (Nikon Eclipse 50i, Nikon, Tokyo, Japon) equipado con un objetivo

de contraste de fases 10x.

Estacion no reproductiva Estacion reproductiva

Muestras swim-up
Muestras swim-up

Control Mel 100 pM Mel 1 M Control Mel 100 pM Mel 1 uM

Muestras Cap-TALP
Muestras Cap-TALP

Control Mel 100 pM Mel 1 uM Control Mel 100 pM Mel 1 uM

Muestras Cap-CK
Muestras Cap-CK

Control Mel 100 pM Mel 1 uM Control Mel 100 pM Mel 1 uM

Figure 16. Esquema grdfico del disefio experimental para el andlisis de quimiotaxis espermdtica. En azul se
representa la suspension espermadatica procedente de las muestras de swim-up, Cap-TALP o Cap-CK, rellenando el
drea central y los dos reservorios laterales. En amarillo y rosa, rayados en azul, la suspension de espermatozoides
con melatonina 100 pM y 1 uM, respectivamente, afiadidas a uno de los reservorios (la cdmara control, sin

melatonina). El experimento se repitié 4 veces en cada época (reproductiva y no reproductiva).
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La quimiotaxis espermatica se analizé mediante el mdédulo de quimiotaxis incluido en el
software libre OpenCASA (Alquezar-Baeta et al., 2019), desarrollado por nuestro grupo de
investigacion. Este software detecta las coordenadas de la trayectoria de cada
espermatozoide individualmente y las normaliza a un mismo punto de referencia. Para el
analisis de la respuesta quimiotdctica se debe determinar una regiéon de influencia, que
denominamos area quimiotactica, donde se establece el gradiente de la hormona, en este
caso de 180° (Figura 17). En base a estos datos, el software calcula el indice SL (del inglés
Straight Line Index) definido como el porcentaje de espermatozoides cuya trayectoria entra

dentro del area quimiotactica, basandose en su posicién inicial y final.

A B
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Figura 17. Imagen del andlisis quimiotdctico proporcionado por el software OpenCASA. La seccidn izquierda de
cada panel corresponde al drea quimiotdctica de 180°
(sombreado en rosa). A. Representacion de las trayectorias de cada espermatozoide de manera individual,
normalizadas a un mismo punto de referencia. B. Poblacion de espermatozoides quimioatraidos hacia la

sustancia quimiotdctica en posicion 180°.

4.8 Analisis estadisticos

Los resultados se representan como la media * el error estandar de la media (S.E.M) del
numero de ensayos indicado en cada caso. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el
software GraphPad Prism, versién 5.03 o 8.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). En

todos los casos, se considera estadisticamente significativo un P valor menor de 0,05.

En primer lugar, para las variables continuas (datos de cuantificacién densitométrica de
las bandas proteicas del western blot y los pardmetros cinéticos de motilidad) se evalué la
distribucién de los datos mediante el test de normalidad de Kolmorogov-Smirnov o el de

Shapiro Wilk, ademas de la homocedasticidad mediante el test de Levene. Cuando superaron
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el test de normalidad (articulos 2 y 3), las diferencias entre los distintos grupos experimentales
se analizaron por ANOVA, seguido de un test post- hoc de Bonferroni o Fisher. Sin embargo,
cuando no lo superaron (perfiles proteicos de la fosfo-JNK y fosfo-p38 en el articulo 4), los
datos se evaluaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de un test post-

hoc de Dunn.

Las diferencias entre el indice de recuperacion celular, los parametros de motilidad, el
estado de capacitacion, los datos obtenidos por citometria de flujo (viabilidad, niveles de NO-,
0;", niveles de calcio intracelular y marcadores apoptéticos), asi como la inmunolocalizacion
de las proteinas, y la respuesta quimiotactica de los espermatozoides se evaluaron mediante

el test de chi-cuadrado al ser variables categoricas.
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Abstract

Sperm orientation mechanisms, such as chemotaxis, are essential for the sperm to reach the
oocyte and fertilize it. Melatonin is secreted by the cumulus cells and is also present in the
follicular fluid in mammals. The presence of membrane receptors for melatonin in ram
spermatozoa, and its proven involvement in the sperm functionality, may suggest a possible
role in the guided movement towards the oocyte. Hence, the objective of the present work
is to study the in vifro potential chemotactic action of melatonin on ram spermatozoa,
analysing the influence of the season (breeding and non-breeding) and the sperm
capacitation state. The first experimental approach consisted in the inclusion of melatonin
in the upper layer of a swim-up selection method. During the non-breeding season, the
presence of melatonin at 100 pM and 1 uM concentrations significantly increased the cell
recovery rate, and induced changes in the sperm location of the M T2 melatonin receptor,
compared with the standard swim-up. Moreover, the selected sperm population with 100
pM melatonin presented a higher percentage of capacitated spermatozoa. The greater
recovery rate obtained with melatonin could be due to the stimulation of sperm movement
in random directions, i.e., a chemokinetic effect, or due to a guided movement (chemotaxis)
towards the gradient of the melatonin. To clarify this issue, together with the study of the
influence of the sperm capacitation status, we performed a second experimental approach

which consisted in the use of chemotaxis chambers and an open-source software (Open-
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CASA) that analyses the sperm trajectories towards the hormone gradient and calculates a
chemotaxis index (SL index). There was a significant difference between the SI. index in
the presence of 1 uM melatonin and the control without hormone. This effect was only
observed in capacitated spermatozoa with cAMP-elevating agents (Cap-CK samples)
obtained during the non-breeding season. These results would point to an in vitro
chemotactic effect of melatonin on ram spermatozoa, opening up the possibility of

including this hormone in the swim-up procedure to enhance the sperm recovery rate.

Keywords: ram spermatozoa, chemotaxis, melatonin, capacitation

1 Background

Sperm orientation towards the oocyte is an essential process for fertilization to take place.
Chemotaxis is one of the postulated mechanisms of sperm guidance and refers to the cell
movement to a gradient of a chemical factor, called thechemoattractant. This process was
first discovered in the mid-1960s in sea animals with external fertilization, such as sea
urching and corals, whose spermatozoa are released into the seawater and swim towards a
chemoattractant secreted by the egg [1, 2]. However, chemotaxis in mammals has been
under debate over the years because it was thought that the number of ¢jaculated
spermatozoa was high enough to reach the oocyte accidentally without an attractive
stimulus from the egg. However, only a few of the millions of ejaculated sperm reach the
oviduct [3], and only capacitated and hyperactivated spermatozoa can penctrate the
cumulus cells surrounding the oocyte [4, 5]. Past studies strongly suggested that
chemotaxis must be involved in the sperm guidance towards the oocyte (reviewed by [1]),
and, although extremely difficult to study, chemotaxis in mammalian sperm has finally

been proved [6, 7].

Chemotaxis requires the sperm to detect the chemotactic signals, and numerous molecules
have been proposed sperm attractors. For example, many authors have pointed to the
follicular fluid, as it contains secretions from the oocyte and its surrounding cells;
moreover, the follicular fluid's in vitro chemotactic effect has been demonstrated in human,
mouse, stallion and boar [8-12] spermatozoa. Nevertheless, the composition of the
follicular fluid changes between species and fellicular phases, and the identity of the
chemoattractants in this fluid remains unknown. One of the most studied chemoattractant
agents has been progesterone, as this hormone is released from the cumulus cells of the

preovulatory follicle near the time of ovulation. Some authors have reported its
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chemoattractant role in human, mouse, pig and rabbit spermatozoa [13-16]. Another
hormone, the estradiol, together with cAMP and ¢cGMP, seems to be essential for the
chemotaxis process in sperm, increasing the intracellular calcium levels [17-20]
responsible for the changes in the flagellar beat and the swimming behaviour of
spermatozoa [18, 21]. Other substances, such as atrial natriuretic peptide [22], heparin,
adrenalin, calcitonin acetylcholine and nitric oxide have also shown chemotactic effects in
spermatozoa (reviewed in [23, 24]). Melatonin is present in the female reproductive fluids
[25-28], and spermatozoa express melatonin receptors M) and MT: [29]; thus, this
hormone could be hypothesized as a chemoattractant for sperm orientation. The role of
melatonin in chemotaxis has already been described in leukocytes [30] and retinal epithelial

cells [31], but, to date, no studies have been made in spermatozoa.

In ovine, the presence of MT: and MT, on sperm plasma membrane has also been
evidenced [32] and the direct effects of melatonin on ram spermatozoa has been reported,
especially in modulating capacitation. This effect depends on the melatonin concentration,
promoting capacitation at 100 pM and diminishing it at 1 pM, and seems to be mediated
by its binding to MT; [33, 34]. In the present study, we intended to study the putative
chemoattractant capacity of melatonin at these two concentrations in ram spermatozoa. For
this purpose, two different approaches were proposed: 1) evaluating the cell recovery rate
in a dextran/swim-up selection method in the presence of melatonin, also analysing the
quality of the recovered spermatozoa; and 2) the recording of the sperm trajectories towards
a melatonin gradient on a commercial device, and their analysis with an open software

(Open-CASA) [35].

2 Methods

Unless otherwise stated, all reagents were purchased from Merck KGaA (Darmstadt,

Germany).

2.1 Sperm collection

The experiments were carried out with fresh semen obtained from eight mature Rasa
Aragonesa rams (2 to 4 years old), using an artificial vagina. All the rams belonged to the
National Association of Rasa Aragonesa Sheep Breeders (Asociacion Nacional de
Criadores de Ganado Ovino Selecto de Raza Rasa Aragonesa, ANGRA) and were housed

under uniform nutritional conditions at the Experimental Farm of the University of
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Zaragoza (Spain). All experimental procedures were performed in compliance with the
requirements of the Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the protection of
animals used for scientific purposes under Project License PI19/17 approved by the Ethics
Committee for Animal Experiments of the University of Zaragoza (approval date: 24 May
2017).

Two successive ejaculates were collected every 2 days, and the second ejaculates from four
ramps per day were pooled and used for each assay to avoid individual differences [36].
The mean time between semen collection and the start of the experiments in the laboratory
was no longer than 15 minutes. In order to determine the effect of seasonality on the results,
seminal samples were obtained during the breeding season (October to February) and non-

breeding season (April to June). Samples were kept at 37 °C until their use.

2.2 Experiment 1

Sperm selection and experimental design

In order to determine the effect of melatonin on sperm selection, the dextran/swim-up
method [37] was used. The medium used in this procedure (swim-up medium, SM) was
composed of 50 mM NaCl, 10 mM KCI, 0.4 mM MgSO4, 0.3 mM K:HPO,, 2.8 mM
glucose, 21 mM HEPES, 0.3 mM sodium pyruvate, 18.6 mM sodium lactate, 200 mM
sucrose, 1.5 Ul/'mL penicillin, and 15 pg/mL streptomycin, at pH 6.5.

For the swim-up method, 0.5 mL of semen were placed in a round-bottomed 15 mm
diameter tube, then carefully overlaid with 0.5 mL of Dx-SM (30 mg dextran/mL SM).
Finally, 1.5 mL of BSA-SM (5 mg bovine serum albumin BSA/ mL. SM) were added on
top. The tubes were kept in a vertical position at 37 °C. After 15 min of incubation, 750 uL,
were collected from the upper layer and replaced with the same volume of BSA-SM added
to the upper layer. The process was repeated three more times. Four supematants were
obtained, but the first was discarded to avoid seminal plasma contamination. The three

remaining ones were pooled and named swim-up (sw) samples.

The melatonin was included in the BSA-SM at two different concentrations, 100 pM and
1 uM [38], and the swim-up recovered samples were named “sw-Mel 100 pM™ and “sw-
Mel 1 pM”, respectively. Melatonin was diluted in DMSO and PBS (final DMSO
concentration 0.01% v/v); thus, 0.01% DMSO was added in the BSA-SM of the control

sample and named “sw-control”. Sperm samples were evaluated before (fresh semen) and
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immediately after the swim-up procedure (sw-control, sw-Mel 100 pM or sw-Mel 1 uM)
by determining the cell recovery rate, motility, viability, phosphatidylserine translocation,

capacitation state and distribution of the melatonin receptor MT2.

Sperm concentration and cell recovery rate determination

The sperm concentration was calculated in duplicate using a Neubauer’s chamber
(Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Germany) and a microscope (Nikon Eclipse 501, Nikon
Instruments Inc, Tokyo, Japan) equipped with a 10x negative phase contrast lens. The
ejaculated sample was diluted at 1:2000 (v/v) with water, whereas 1:100 (v/v) dilution was

applied to the swim-up samples. The cell recovery rate was defined as:

swim — up sample concentration x 3 x 0.75 mL
cell recovery rate = - - x 100
ejaculated sample concentration x 0.5 mL

Sperm metility evaluation

Total and progressive motility and sperm kinematic parameters (curvilinear velocity
(VCL), straight-line velocity (VSL), average path velocity (VAP), percentage of linearity
(LIN), percentage of straightness (STR), wobble coefficient (WOB), mean amplitude of
lateral head displacement (ALH) and beat-cross frequency (BCF)) were evaluated using
the Motility Module of OpenCASA, a free and open-source software for sperm analysis
that we have recently developed [35]. Two drops of 2 ul. of each sample, diluted to a final
concentration of 3 x 107 cells/mL in a medium composed of 0.25 M sucrose, 0.1 mM
EGTA, 10% (v/v) HEPES buffer and 4 mM phosphate buffer, with apH of 7.5, were placed
in a pre-warmed Makler counting chamber (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Isracl) and
maintained at 37 °C during all the analyses by a heated slide holder. Spermatozoa were
recorded with a video camera (Basler acA1920; Basler Vision Components, Ahrensburg,
Germany) mounted on a microscope (Nikon Eclipse 50i, Nikon Instruments Inc, Tokyo,

Japan) equipped with a 10x negative-phase contrast lens.

Recorded videos were evaluated with the following settings: 60 frames per second, 120
frames, 800 x 600 pixels image resolution, 10 um? minimum cell size, 100 wm? maximum
cell size, STR (straightness coefficient) >80% and VAP (mean velocity) >90%, 10 pm/s
minimum VCL (curvilinear velocity), 100 pm/s VCL lower threshold, 200 m/s VCL upper
threshold, 30 frames minimum track length and 20 pum maximum displacement between

frames.
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154  Evaluation of sperm membrane integrity

155  All the analyses were performed on a Beckman Coulter FC 500 (Beckman Coulter Inc.,
156  Brea, CA, USA) with CXP software, equipped with two excitation lasers (air-cooled argon
157  ionlaser 488 nm and solid-state laser 633 nm) and 5 absorbance filters (FL.1-525, FL.2-573,
158  FL3-610, FL4-675 and FL3-755, + 5 nm each bandpass filter). A minimum of 20,000
159  events was recorded in all the experiments. The sperm population was identified for further
160  analysis by the specific forward (FS) and side scatter (SS) properties; thus, other non-sperm

161 events were excluded. A flow rate stabilized at 200-300 cells/sec was used.

162 Cell viability (membrane integrity) was analysed by using double staining with propidium
163 iodide (PT) and carboxyfluorescein diacetate (CFDA) [39]. Sperm samples were loaded
164  with 3 plL of 1 mM carboxyfluorescein diacetate (CFDA), 3 ul. of 1.5 mM propidium
165  iodide (PI) and 5 pL of formaldehyde (0.5% (v/v) in water) to a final concentration of 5 x
166 10° cells/mL in a 300 pL volume, and then incubated at 37 °C in darkness for 15 min.
167  Samples were assessed by flow cytometry using the argon laser and filters F1.1-525 + 5 nm
168  (CFDA) and FL4-675 + 5 nm (PI) to avoid overlapping. The monitored parameters were
169  FS log, SS log, FL1 log (CFDA) and FL4 log (PI), and for the gated sperm cells,
170 percentages of viable spermatozoa (CFDA+/PI-) were evaluated.

171  Assessment of capacitation status by chlortetracycline (CTC) staining

172 Capacitation status was evaluated by a chlortetracycline (CTC) fluorescent assay [40],
173 which was previously validated for ram spermatozoa by our group [41]. A CTC solution
174 (750 uM; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) was prepared daily in a buffer
175  containing 20 mM Tris, 130 mM NaCl and 5 uM cysteine, with a pH of 7.8, and filtered
176  through a 0.22 um filter (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). For each sample, 18 ul.
177 (1.6 x 108 cells/mL) of sperm sample were stained with 20 uL of CTC solution, fixed with
178 5 puL of 1.25% (w/v) paraformaldehyde in 0.5 M Tris-HCI (pH 7.8) and incubated at 4 °C
179  in the dark for 30 min. Six microliters of the stained sample were placed onto a glass slide
180  and mixed with 2 uL of 0.22 M 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO) in glycerol:PBS
181  (9:1 v/v). The samples were covered with 24 x 60 mm coverslips, sealed with transparent
182  enamel and stored in the dark at -20 °C until evaluation with a Nikon Eclipse E-400
183  microscope (Nikon Corporation, Kanagawa, Japan) under epifluorescence illumination
184  with a V-2A filter. Spermatozoa were classified in subtypes following three staining

185  patterns [42]: NC (non-capacitated; fluorescence on all the head), C (capacitated;
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fluorescence in the anterior region of the head) and AR (acrosome-reacted; with
fluorescence only at the equatorial segment or without fluorescence on the head). All

samples were processed in duplicate, and at least 200 spermatozoa were classified per slide.

Indirect Immunoflucrescence

Melatonin receptor (MT>) localization was revealed by indirect immunofluorescence
analyses (IIF), as previously described for ram spermatozoa by Casao et al. (2012) [32].
Sperm samples were diluted (4 x 10° cells/mL) in PBS and fixed in 0.5% (v/v)
formaldehyde at room temperature for 20 min. Then, cells were centrifuged at 900 X g,
and the pellet was resuspended in 500 pl. PBS. Forty microliters of cell suspension were
placed onto Superfrost slides (Superfrost Plus; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and washed three times with PBS. Non-specific binding sites were blocked with 5%
(w/v) BSA in PBS for 5 h in a wet chamber. The slides were rewashed in PBS and incubated
at 4 °C overmnight in a wet chamber with the primary antibody anti-MT> (RRID:
AB 1619198, from Acris Antibodies GmbH, Herford, Germany) diluted 1/50 v/v) in PBS
with 1% (w/v) BSA. The next morning, the samples were washed three times with PBS
and incubated with the secondary antibody (Alexa Fluor 488 chicken anti-rabbit; Thermo
Fisher Scientific; Cat#A-21441, RRID: AB 2535859), diluted 1/600 (v/v) in PBS with 1%
(w/v) BSA for 90 min at room temperature in a wet chamber. The slides were then washed
three times with PBS before the addition of 6 pl. of 0.22 M 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
(DABCO) in glycerol:PBS (9:1 v/v) to enhance and preserve cell fluorescence. The slides
were covered with a coverslip and sealed with transparent enamel. Cells were visualized
with a Nikon Eclipse E400 microscope (Nikon, Tokyo, Japan) under epifluorescence
illumination using a B-2A filter (X 1000). All samples were processed in duplicate, and at

least 150 spermatozoa were scored per slide.

2.3 Experiment 2

2.3.1. In vitro capacitation

In order to investigate the effect of the sperm capacitation status on the chemotactic
potential response to melatonin, swim-up selected (by standard dextran/swim-up)
spermatozoa (1.6 x 10% cells/mL) were incubated for 3 h under capacitating conditions: 39
°C in a humidified incubator with 5% CQO» in air. Incubations were performed in a complete
TALP medium [43] containing 100 mM NaCl, 3.1 mM KCl, 25 mM NaHCOs, 0.3 mM
NaH,PO4, 21.6 mM Na lactate, 3 mM CaCl,, 0.4 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 1 mM Na
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218  pyruvate, 5 mM glucose, and 5 mg/ml bovine serum albumin (BSA), with a pH of 7.2.
219  Ram spermatozoa are difficult to capacitate in vitro, and high levels of intracellular cAMP
220  are required. Thus, a specific cocktail of substances, already proven for triggering ram
221  sperm capacitation [41, 44], was added to the TALP medium. This cocktail was composed
222 of 1 mM dibutyryl (db)-cAMP, 1 mM caffeine, 1 mM theophylline, 0.2 mM okadaic acid
223 and 2.5 mM methyl-b-cyclodextrin. The samples incubated in TALP medium without or

224 with cAMP-elevating agents were named Cap-TALP and Cap-CK samples, respectively.

225  Swim-up samples were evaluated just after the procedure, and in vitro capacitated samples

226  were assessed after 3 h incubation.

227  2.3.2. Influence of melatonin on sperm orientation.

228  As it has been reported that only capacitated spermatozoa can respond to chemotactic
229  stimuli [13, 45-48], all experiments were carried out separately with swim-up selected
230  spermatozoa just after recovery (swim-up samples) or after incubation in capacitating
231  conditions with or without cAMP elevating agents (Cap-CK and Cap-TALP samples,
232 respectively).

233 Chemotaxis assays were performed using the disposable p-Slide Chemotaxis device (ibidi
234 GmbH, Martinsried, Germany). The p-Slide Chemotaxis includes three different chambers
235  for three parallel assays (Figure 1). Each chamber consists of two large reservoirs
236  connected by a narrow observation area. These compartments, the large reservoirs and the
237  narrow one, have two wells each where a pipette tip can be placed for filling them. The
238  chambers were filled as follows: first, 6 uL of sperm sample was injected into the narrow
239  observation area, and immediately afterwards, the large two-sided reservoirs were each
240  filled with 65 pL of the same sample (2.5 x 10° cells/mL) [6]. Once the chamber was
241 completely filled, 30 uL of sperm suspension (2.5 x 10° cells/mL) without (control) or with
242 melatonin (100 pM and 1 uM) was then applied on one of the reservoirs to avoid the
243 diminishing of the cell concentration by the application of the chemoattractant (Figure 1).
244 By the opposite well of the reservoir, 30 ul. were removed. Following loading, the slides
245  were incubated at 37 °C for 5 min to establish a concentration gradient of the hormone.
246  The swimming of the spermatozoa in the observation area was video-recorded at 200
247  frames per second for a total of 3 seconds using a video camera (acA1920-155uc, Basler,
248  Exton, PA) connected to a microscope (Nikon Eclipse 501, Nikon, Tokyo, Japan) equipped

249  with a 10x negative-phase contrast lens.
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Figure 1. Graphic scheme of the experimental design. In blue, the sperm suspension of
swim-up, Cap-TALP or Cap-CK samples, filling the central narrow observation area and
the two lateral reservoirs. In yellow and light red, blue striped, the sperm suspension with
100 pM and 1 uM melatonin, respectively, added to one of the reservoirs. The experiment

was performed 4 times in each season (non-breeding and breeding).

Sperm chemotaxis was analysed through the Chemotaxis Module included in the fiee,
open-source software OpenCASA [35]. This software detects the trajectory coordinates of
each spermatozoon and normalizes them to the same reference point. A region
(chemotactic zone of influence) is selected to determine the hormone gradient region, in
this case, 180°. Based on these data, the software calculates the SL (Straight Line) index,
as the percentage of sperm whose trajectory enters the chemotactic area based on their

initial and final positions.

2.4 Statistical analysis

Differences between the groups in the cell recovery rate, motility, viability, CTC staining,
MT; immunotypes and SL index were analysed by means of the chi-square test.
Difterences in the kinematic parameters were analysed by one-way ANOVA after the
evaluation of normality and homoscedasticity by the Kolmogorov-Smirnov test and
Levene test, respectively. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8

(v. 8.0.1; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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3 Results

3.1.Experiment 1

3.11. Cell recovery rate

The inclusion of melatonin (100 pM and 1 uM) in the upper layer of the dextran/swim-up
did not result in differences during the breeding season. However, a significant (p<0.05)
increase was observed in the sperm recovery rate during the non-breeding season (52.05 %
+ 10.47% in sw-control vs 59.33 % + 6.57 % in sw-Mel 100 pM and 64.83 % + 7.35 % in
sw-Mel 1 pM samples; Figure 2).
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Figure 2. Cell recovery rate after dextran/swim-up procedure without (sw-control) and
with 100 pM and 1 pM melatonin (sw-Mel) in the upper layer during breeding (A) and
non-breeding (B) seasons. Data are shown as mean = SEM (n = 6). Different letters indicate

significant differences (p<0.05).

3.1.2. Motility and membrane integrity

Compared with the fresh sample, the dextran/swim-up procedure improved the total
motility (p<0.05), but only during the non-breeding season (Figure 3). The inclusion of
melatonin in the upper layer during this season resulted in a higher percentage of motile
sperm compared with the control swim-up, especially with melatonin 100 pM (p<0.05)
(Figure 3B). Progressive motility decreased after the dextran/swim-up procedure in all
experimental samples and both seasons, although this decrease was lower when melatonin
100 pM was added during the non-reproductive season (Figure 3B). No significant
differences between treatments were found in the sperm kinematic parameters

(Supplementary material).
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Figure 3. Percentage of total motile and progressive motile spermatozoa before (fresh) and
after the dextran/swim-up procedure, without (sw-control) and with melatonin (sw-Mel
100 pM and sw-Mel 1 uM) during the breeding (A) and non-breeding (B) seasons. Data

are shown as mean + SEM (n=6). Different letters indicate significant differences (p<0.05).

Sperm viability was improved by the dextran/swim-up procedure when performed during
the non-breeding season (p<0.01), in comparison to the fresh sample (Figure 4). However
this method did not improve the viability of samples collected in the breeding season.
Nonetheless, no differences were observed among the three experimental swim-up
procedures, demonstrating that melatonin did not affect sperm viability throughout the

selection process (Figure 4B).
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Figure 4. Percentage of live spermatozoa (CFDA-+/PI-) before (fresh) and after the

dextran/swim-up procedure, without (sw-control) and with melatonin (sw-Mel 100 pM and
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sw-Mel 1 pM) during the breeding (A) and non-breeding (B) seasons. Data are shown as
mean = SEM (n=6). Different letters indicate significant differences (p<0.01).

3.1.3. Capacitation status

The spermatozoa selection by the standard dextran/swim-up procedure (sw-control) did not
modify the capacitation status compared to the fresh ejaculate semen. Also, the addition of
melatonin in the upper layer of the dextran/swim-up procedure during the breeding season
did not alter the capacitation status (Figure 5A). Interestingly, during the non-breeding
season (Figure 5B), the selection of sperm in the presence of melatonin at 100 pM
concentration promoted a significant change in the capacitation state of the recovered cells
(p<0.05). Specifically, an increase in the percentage of capacitated spermatozoa was
detected, along with a concomitant decrease of non-capacitated sperm. However, no
changes in the capacitation state were observed with melatonin 1 pM. Finally, the sperm
selection with melatonin at any concentration did not affect the percentage of acrosome

reacted spermatozoa.
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Figure 5. Assessment of capacitation status, evaluated by CTC, in ram spermatozoa before
(fresh) and after dextran/swim-up selection without (sw-control) and with melatonin (sw-
Mel 100 pM and sw-Mel 1 uM) during the breeding (A) and non-breeding (B) seasons.
Data of non-capacitated (NC), capacitated (C) and acrosome-reacted (AR) spermatozoa in
each sample are shown as mean + SEM (n = 6). Different letters within the same sperm

subtype indicate significant differences between experimental groups (p<0.05).
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3.1.4. Localization of MT; receptor in ram spermatozoa

Since significant differences were observed in sperm capacitation between the difterent
experimental groups during the non-breeding season, and previous works have evidenced
changes in the localization of the melatonin receptor MT; during the capacitation process
[49], we decided to study the distribution of this receptor in both the initial sample as those
selected by swim-up in this season. As shown in Figure 6, three immunotypes were
observed and classified as [49]: Type A, greater staining intensity at the acrosome than the
post-acrosome; Type P, greater staining intensity at the post-acrosome region than the
acrosome; and Type AP, same immunostaining intensity at both the acrosome and post-
acrosome. The selected samples obtained in the presence of low melatonin concentration
(sw-Mel 100 pM) showed a significantly (p<0.01) higher percentage of Type A
spermatozoa. In contrast, the selection with the higher melatonin concentration (sw-Mel 1
uM) decreased this percentage compared to fresh and standard swim-up samples (sw-
control). Opposite results were found in the presence of both melatonin concentrations
when analysing the Type P sperm population, where a significantly lower percentage
(p=<0.05) was observed with melatonin 100 pM compared to the fresh sample. However,

no differences were found in the Type AP subpopulation between treatments.

Non-breeding season
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Figure 6. Percentages of M T2 melatonin receptor immunotypes in ram spermatozoa before
(fresh) and after dextran/swim-up sperm selection without (sw-control) and with melatonin
(sw-Mel 100 pM and sw-Mel 1 uM) during the non-breeding season. Data of Type A sperm
(more intensity of acrosome staining than post-acrosome), Type P sperm (more intense

staining on post-acrosome than acrosome), and Type AP sperm (equal staining on both
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acrosome and post-acrosome) are shown as mean + SEM (n = 4). Different letters indicate

statistical differences between experimental groups within the same immunotype (p<0.05).
3.2 Experiment 2

3.2.1. Evaluation of sperm in vitro capacitation

The induction of in vitro capacitation in ram spermatozoa affected motility, capacitation
status, and cell wviability related to membrane integrity. Viability decreased in the
capacitated samples (p<0.05; Figure 7) in both seasons but remained at suitably high
values. Also, total and progressive motility significantly declined (p<0.05) after in vitro
capacitation in both seasons (Figure 8). The most notable effect (p<0.001) was observed
when incubation was carried out in TALP with cAMP-elevating agents (Cap-CK), with a

decrease of around 20% in total and progressive motility, irrespective of the season.
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Figure 7. Percentage of viable spermatozoa (CFDA+/PI-) before (swim-up) and after in
vitro capacitation without (Cap-TALP) and with cAMP-elevating agents (Cap-CK) in
breeding (A) and non-breeding (B) seasons. Data are shown as mean + SEM (n = 4).

Different letters indicate significant differences (p<0.05).
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367

368  Figure 8. Percentage of total and progressive spermatozoa before (swim-up) and after in
369  vitro capacitation without (Cap-TALP) and with cAMP-elevating agents (Cap-CK) in
370  breeding (A) and non-breeding (B) seasons. Data are shown as mean + SEM (n = 4).
371  Different letters indicate significant differences (p<0.05).

372 In order to test that the in vitro capacitation was correctly induced, the capacitation status
373  was evaluated by chlortetracycline staining (CTC) (Figure 9). During the breeding season,
374  the percentage of non-capacitated spermatozoa was significantly (p<0.03) lower in the
375  Cap-TALP and Cap-CK than in the swim-up samples (69.75% =+ 3.03% in swim-up vs
376 59.25% =+ 4.13% in Cap-TALP and 29.25% =+ 2.53% in Cap-CK; Figure 9A). In
377  concordance with these results, the percentage of capacitated spermatozoa increased after
378  the incubation in capacitating conditions, especially when cAMP-elevating agents were
379  added to the medium (Cap-CK sample), even doubling the rate (p<0.001) in comparison
380  with the swim-up sample (22.75% = 2.17% in swim-up vs 49.50% + 3.80% in Cap-CK).
381  Similar results were observed during the non-breeding season (Figure 9B), except for the
382  lack of statistical significance in the percentage of capacitated spermatozoa in the Cap-
383  TALP compared to the swim-up samples. Conversely, the percentage of non-capacitated
384  spermatozoa decreased after in vifro capacitation in the TALP medium without cAMP-
385  elevating agents (p<0.05). Regarding the acrosome reaction, in vitro capacitation with high
386  cAMP triggered a significantly higher percentage of spermatozoa undergoing this process
387  (p<0.001) than in the swim-up and Cap-TALP samples, in both non-breeding and breeding

388  seasons.
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390  Figure9. Assessment of capacitation status, evaluated by CTC, in ram spermatozoa before
391  (swim-up) and after in vitro capacitation without (Cap-TALP) and with cAMP-elevating
392  agents (Cap-CK) during breeding (A) and non-breeding (B) seasons. Data of non-
393 capacitated (NC), capacitated (C) and acrosome-reacted (AR) spermatozoa in each sample
394  are shown as mean + SEM (n = 4). Different letters within the same sperm subtype indicate

395  significant differences between experimental groups (p<0.05).

396 3.2.2. Influence of melatonin on sperm orientation

397  In regarding the chemotaxis analysis, no changes were detected in the SI index in the
398  presence of melatonin during the breeding season (Figures 10A-C). However, in the non-
399  breeding season, an increment in the SL index was observed when the Cap-CK samples
400  were exposed to the influence of 1 uM melatonin (0.48 £ 0.01 in the control and 0.52 +
401 0.01 with melatonin 1 uM, p<0.01; Figure 10F). No chemotactic behaviour was observed
402 when 100 pM melatonin was added or the cap-TALP samples were tested (Figure 10E).
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Figure 10. Chemotactic response (SL index) in the absence (control) or presence of
melatonin (Mel 100 pM and 1 pM) in the chamber of ram spermatozoa before (swim-up)
and after in vitro capacitation without (Cap-TALP) and with cAMP-¢levating agents (Cap-
CK) during breeding (A-C) and non-breeding (D-F) seasons.. Data are shown as mean +
SEM (n = 4). Different letters indicate significant differences (p<0.05).

4 Discussion

Sperm cells must finish their maturation during their transit across the female reproductive
tract to reach their fertilizing ability [50]. The so-called capacitation process involves
membrane remodelling and motility hyperactivation, among other changes [51-53]. . What
is more, only those spermatozoa that are capacitated and hyperactivated are able to
penetrate the cumulus cells surrounding the cocyte [4]. Thus, there are few possibilities for

the sperm to successfully fertilize the egg, and guidance mechanisms must be involved in
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achieving the sperm-egg fusion. Previous studies have demonstrated the chemoattractant
capacity of the follicular fluid in mammalian spermatozoa [9, 11, 55, 56], but the question
of which substances act in this chemotaxis response remains unresolved. In the present
study, we propose melatonin as a possible candidate to attract ram spermatozoa, since it is
present in the oocyte environment [28] and can exert direct effects on spermatozoa [33,
34]. Our first approach, consisting of the inclusion of melatonin in the upper layer of the
dextran/swim-up procedure (experiment 1), showed a higher sperm recovery rate compared
with the standard method without hormone, but only during the non-breeding season.
Although the presence of melatonin in the recovery medium did not change the percentage
of viability compared to the standard swim-up, taking into account the higher recovery rate
achieved with the addition of hormone, a greater number of viable cells in absolute values
were selected. On the other hand, the sperm sample selected in the presence of 100 pM
melatonin contained a higher percentage of capacitated spermatozoa than other samples.
The doubt that arises from this finding is whether capacitated spermatozoa in the fresh
sample are more stimulated by 100 pM melatonin than non-capacitated ones or if
spermatozoa that swim to the top of the tube become capacitated once they are in the
collecting media with melatonin 100 pM. Previous results of our group demonstrated that
melatonin at 100 pM, unlike 1 uM, enhances ram sperm capacitation under capacitating
conditions [33, 34]. Although the mcubation conditions were different in the present study,
100 pM melatonin could have induced sperm capacitation during the swim-up process.
Moreover, the selected sample obtained in the presence of 100 pM melatonin showed a
higher percentage of the sperm subpopulation exhibiting MT: receptor in the acrosome
region than the other selected samples (standard swim-up or with 1 pM melatonin). This
was in agreement with Gonzalez-Arto et al. (2016) [57], who described a positive

correlation between the acrosome labelling of M T2 and the capacitated sperm rate.

The higher sperm recovery rate in the presence of melatonin at both concentrations means
that more spermatozoa swam from the bottom to the top of the tube. This fact could be due
to the stimulation of movement in random directions, i.e., a chemokinetic effect, or a
guided movement provoked by the chemotactic gradient of melatonin formed between the
bottom and the upper layer. Considering that it is generally accepted that chemokinesis
implies changes in speed or alterations of the amplitude or frequency of the motile character
[58], we compared sperm velocities in the three swim-up samples, and no significant

differences between them were found. So, the higher sperm recovery in the presence of
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449  melatonin could point to a chemoattractant effect of this hormone. To clarify this issue, as
450  well as the influence of the sperm capacitation status, we performed the second set of
451  experiments. Significant differences, although small, were found between the percentage
452  of spermatozoa moving towards 1 uM melatonin and those swimming to the control
453 without hormone, but only in capacitated spermatozoa with high cAMP levels (Cap-CK
454  samples) obtained during the non-breeding season. This finding is in concordance with
455  other studies that demonstrated that chemoattraction oceurs only in capacitated
456  spermatozoa, at least in human, mouse, bull and rabbit samples [13, 45-48]. In our
457  experiments, no sperm chemoattraction was evidenced with the gradient formed by 100
458  pM melatonin in the chamber. Although the experimental approach is very different
459  between experiments 1 and 2, the lack of effect of melatonin 100 pM in the latter would
460  suggest that the increment in the recovery rate in the first experiment was not due to a
461  chemoattractant effect but to the ability of melatonin 100 pM to increase total motility, and
462  probably hyperactivation, linked to the capacitation state so that spermatozoa would swim

463  better towards the upper layer than in the standard swim-up.

464  In contrast, no differences were observed when experiments were carried out in the
465  breeding season. This may be due to the high melatonin levels found in the seminal plasma
466  during the reproductive secason which we reported in a previous work [38]. Melatonin in
467  ram seminal plasma showed monthly variations, with a decrease after the winter solstice
468  and a rise after the summer solstice, reaching maximum levels in October-November, and
469  a marked seasonal variation (P < 0.01) with higher levels in the breeding season. Since the
470  seminal plasma is present together with the spermatozoa at the bottom of the tube during
471  the swim-up procedure, this could prevent establishment of the hormone gradient in the
472  medium and, therefore, the possible chemotaxis events. Another possibility could be that
473 spermatozoa had already been exposed to a high melatonin concentration in the ejaculates
474  obtained during the breeding season, so the melatonin receptors may not perceive the
475  hormone stimuli in the same manner as in the non-breeding season [59]. Also, in
476  experiment 2, sperm samples obtained during the breeding season were not able to respond
477  to melatonin, although i#n vitro capacitation was successful in both seasons. This could be
478  explained by the exposure of spermatozoa to a high melatonin concentration in the seminal
479  plasma during the breeding season, which could mask the in vitro effects, as mentioned

480  above.
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Finally, it is worth noting that the chambers used for the study of chemotaxis are not
specific for sperm, but for slow-moving cells [60]. The use of specific chambers or devices
which allow sperm recovery after the chemotaxis assay in the assessment of sperm

parameters could shed more light on the study of sperm chemotaxis.

5 Conclusions

In conclusion, melatonin at 1 pM seems to exert a light chemotactic attraction on ram
spermatozoa in vitro. The inclusion of melatonin at this concentration in the recovery layer
during the dextran/swim-up procedure leads to a high number of recovered spermatozoa
without affecting their capacitation status or kinematic parameters. The assays using
chemotaxis chambers would point to this chemotactic effect of 1 uM melatonin on ram
spermatozoa obtained in the non-breeding season and after in vitro capacitation with high
cAMP levels. Melatonin at 100 pM concentration also results in an increase of the
recovered spermatozoa during the dextran/swim-up procedure but it seems to be due to a
capacitation-mediated effect. The inclusion of melatonin in the swim-up procedure could
be considered in order to optimize the swim-up-selection protocol depending on whether

more sperm, capacitated or not, are needed for their use in assisted reproductive techniques.
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Reactive oxygen species (ROS) play an essential role in rmammalian sperm capacitation.
NADPH oxidase 5 (NOX5) has been described as the main source of ROS production
in some mammalian spermatozoa, such as human and eguine. On the other hand,
melatonin can decrease cellular ROS levels and regulates NOX activity in somatic cells.
Therefore, the objectives of this work were (1) to identify NOXS in ram spermatozoa
and analyze its possible changes during in vitro capacitation and 2) to investigate the
effect of melatonin on NOXS expression and localization and on superoxide levels in
capacitated ram spermatozoa. Protein bands associated with NOXS were detected by
Western blot analysis. Likewise, indirect immunofluorescence (lIF) revealed six different
immunotypes for NOX5, which varied throughout in vitro capacitation. Superoxide
(O 7), evaluated by DHE/Yo-Pro-1, rose after in vitro capacitation and in the presence
of the calcium ionophore A23187 but decreased in the presence of the NOX inhibitor
GKT136901. GKT also reduced the percentage of capacitated and acrosome-reacted
spermatozoa that had increased during incubation in capacitating conditions. The
presence of melatonin at micromolar concentrations avoided the increrment in O, and
the changes in NOX5 immunotypes provoked by capacitation. In conclusion, NOX5 is
present in ram spermatozoa and the changes in its distribution, associated with sperm
capagcitation, can be prevented by melatonin. To this extent, it could imply that melatonin
exerts its antioxidant role, at least in part, by modulating NOX5 activity during ram
sperm capacitation.

Keywords: ram spermatozoa, capacitation, NADPH oxidase, NOX5, melatonin, reactive oxygen species

INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS), such as superoxide anion (Op ™), are involved in sperm
functionality under physiological conditions. ROS are essential for processes like capacitation,
hyperactivation, acrosome reaction, and sperm-oocyte fusion (Griveau and Le Lannou, 1994; de
Lamirande and Gagnon, 1995; O’Flaherty, 2015), but an excess can be detrimental to the sperm
function (reviewed by Dutta et al., 2019).

It is well known that sperm cells by themselves can generate the superoxide anion (Aitken and
Clarkson, 1987; Alvarez et al., 1987) which spontaneously or enzymatically dismutates to hydrogen
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peroxide (HyOq) (Halliwell and Gutteridge, 1989). The enzymes
responsible for this superoxide production are the NADPH
oxidases (NOX) (Bedard and Krause, 2007; Maghzal et al,
2012) and, more specifically, the NOX5 in mammal spermatozoa
(Ghanbari et al., 2018). This isoform has some characteristics that
differentiate it from other NOX family members (reviewed by
Touyz et al.,, 2019). NOX5 does not need the NADPH oxidase
subunit for its activation, but it is entirely calcium-dependent,
thanks to the calcium-binding sites on its N-terminal. There is
a high-level expression of NOX5 mRNA in the human testis
(Banfi et al., 2001), and the presence of the enzyme has also
been described in human (Musset et al., 2012), canine (Setyawan
et al,, 2016), and equine (Sabeur and Ball, 2007) spermatozoa.
The fact that the addition of a calcium ionophore (A23187) to
spermatozoa induces ROS generation (Aitken et al, 1992; de
Lamirande et al., 1998) suggests that NOX5 is the primary source
of ROS in these cells (Banfi et al., 2001). However, there is no
NOX5 gene or protein in murine spermatozoa, which indicates
that, at least in this species, another source must be involved
in the superoxide generation (Vernet et al., 2001), such as
mitochondria (Koppers et al., 2008) or inflammatory leukocytes
(Whittington et al., 1999).

An increase in the production of ROS [superoxide anion
(O277), hydrogen peroxide (HO2), nitric oxide (NO-), and
peroxynitrite (ONOO7)] is one of the essential events that occur
during sperm capacitation (de Lamirande and Gagnon, 1995;
Herrero et al,, 2003; O’Flaherty et al., 2004b). According to
Ghanbari et al. (2018), the NOX5 enzyme must be involved in
this process, due to its capacity to produce Oy~ . Other authors
also assumed that the superoxide produced by NOX5, and the
peroxides derived from it, activate the adenylyl cyclase, and thus
the cAMP-PKA pathway (Zhang and Zheng, 1996; O’Flaherty,
2015; Moreno-Irusta et al., 2020), which finally leads to the
phosphorylation of the tyrosine residues associated with sperm
capacitation, as described in human and rat (Lewis and Aitken,
2001; O'Flaherty et al., 2004a). This process may also occur in ram
spermatozoa. However, to the best of our knowledge, the NOX5
isoform has not been identified in ram spermatozoa.

Ovine reproduction has a marked seasonality, controlled by
the secretion of melatonin from the pineal gland. This hormone
directly affects the synthesis and secretion of the gonadotropic
hormones via the hypothalamic—pituitary axis (Bittman et al.,
1983). It is also synthesized by the reproductive tract (Gonzalez-
Arto et al,, 2016), and it is present in reproductive fluids, such as
seminal plasma (Casao et al., 2010a) or follicular fluid (Brzezinski
et al., 1987). Thus, as we have demonstrated over recent years,
melatonin directly affects ram sperm functionality and modulates
capacitation, decreasing apoptosis markers and oxidative stress
(Casao et al., 2010b; Gimeno-Martos et al., 2019; Miguel-Jimenez
et al., 2020). The well-known antioxidant capacity of melatonin
may be the reason for its anti-apoptotic action since elevated
ROS levels lead to early cell death (Rao and Gangadharan,
2008; Casao et al., 2010b; du Plessis et al., 2010; Jang et al.,
20105 Espino et al,, 20115 Gimeno-Martos et al,, 2019; Miguel-
Jimenez et al., 2020). Furthermore, a recent study in somatic
cells (Patino et al., 2016) found an antioxidant melatonin effect
throughout NOX regulation.

Considering NOX5 as the principal source of ROS in
mammalian spermatozoa, the involvement of ROS in sperm
capacitation and the effects of melatonin on regulating this
process in ram, we set out to determine whether the effect of this
hormone on ram sperm capacitation is mediated by the reduction
of superoxide levels through NOXS5 activity modulation. For
this purpose, the objectives of this work were to detect the
NOX5 isoform in ram spermatozoa (1), to determine superoxide
and NOX5 involvement in ram sperm capacitation (2), and
finally, to investigate how melatonin affects the expression and
localization of NOX5 and superoxide levels in capacitated ram
spermatozoa (3).

MATERIALS AND METHODS

Unless otherwise stated, all reagents were purchased from Merck
KGaA (Darmstadt, Germany).

Semen Collection and Processing

Semen was collected from nine Rasa Aragonesa rams (2-4 years
old) with the aid of an artificial vagina. All the rams belonged to
the Rasa Aragonesa National Breeding Association (Asociacién
Nacional de Criadores de Ganado Ovino Selecto de Raza
Rasa Aragonesa, ANGRA) and were kept at the Experimental
Farm of the University of Zaragoza Veterinary School under
the same nutritional conditions. All experimental procedures
were performed under the project license PI39/17 approved
by the University of Zaragoza Ethics Committee for Animal
Experiments, following the Spanish Policy for Animal Protection
RD53/2013, which meets the European Union Directive 2010/63
on the protection of animals used for experimental and other
scientific purposes.

After 2 days of abstinence, two successive ejaculates were
collected, and second ejaculates were pooled and processed
together to avoid individual differences (Ollero et al., 1996). The
ejaculates were kept at 37°C until analysis.

In order to obtain a plasma-free sperm population, a
dextran/swim-up procedure (Garcia-Lopez et al, 1996) was
performed in a medium with the following composition: 200 mM
sucrose, 50 mM NaCl, 2.7 mM CaCly, 18.6 mM sodium lactate,
21 mM HEPES, 10 mM KCl, 2.8 mM glucose, 0.4 mM MgSQy,
0.3 mM sodium pyruvate, 0.3 mM KyHPOj4, 5 mg/mL bovine
serum albumin (BSA), 30 mg/mL dextran, 1.5 [U/mL penicillin,
and 1.5 mg/mL streptomycin, pH 6.5.

Sperm concentration was calculated in duplicate using a
Neubauer chamber (Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Germany).

In vitro Capacitation

Swim -up-selected spermatozoa, in aliquots of 1.6 = 10% cells/m1,
were incubated for 3 h at 39°C in a humidified incubator with
5% CO» in the air. Incubations were performed in a complete
TALP medium (Parrish et al., 1988) containing 100 mM NaCl,
3.1 mM KCl, 25 mM NaHCQ3, 0.3 mM NaH,PQy, 21.6 mM Na
lactate, 3 mM CaCly, 04 mM MgCl,, 10 mM HEPES, | mM Na
pyruvate, 5 mM glucose, and 5 mg/mL bovine serum albumin
(BSA), with a pH of 7.3 (TALP samples). Several cAMP-clevating
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agents, already proven for capacitating ram spermatozoa (Grasa
et al., 2006; Colas et al., 2008) and composed of 1 mM dibutyryl
(db)-cAMP, 1 mM caffeine, 1 mM theophylline, 0.2 mM okadaic
acid, and 2.5 mM methyl-b-cyclodextrin, were added to the TALP
medium to induce in vitro capacitation (capacitated-control
samples, Cap-C).

To fturther investigate the role of NOX5 during in vitro
capacitation, the NOX inhibitor 2-(2-chlorophenyl)-4-methyl-5-
(pyridin-2-ylmethyl)-1 H-pyrazolo[4,3-c]pyridine-3,6(2H,5H)-
dione (GKT136901, GKT) was added to the capacitation
medium at final concentrations of 1 wM (Musset et al., 2012;
Altenhofer et al., 2015). Taking into account that the activation
of NOX5 is calcium-dependent (Banfi et al, 2001), 1 pM
calcium ionophore A23187 was added to the sperm samples
to evaluate the effect of NOX5 activation on changes related
to capacitation.

Melatonin was solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO) and
phosphate-buffered saline (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
8.1 mM Na,HPOy, and 1.76 KH,PO4, pH 7.4) and added to
the capacitation medium at a final concentration of 1 WM. The
final concentration of DMSO in all the melatonin samples was
0.1%. To account for the potential adverse effect of DMSO, the
same concentration was included in capacitated-control samples
to which no melatonin had been added.

Thus, the experimental groups in the present study were
swim-up (spermatozoa selected by the dextran/swim-up
method before inducing in vifro capacitation), TALP samples
(spermatozoa incubated under capacitating conditions without
cAMP-elevating agents), and capacitated-control (Cap-C,
spermatozoa incubated under capacitating conditions in
TALP medium with cAMP-elevating agents). Each compound
(GKT136901, calcium ionophore A23187, melatonin or a
combination of them) was added at 1 pM concentration to
samples incubated in TALP and high-cAMP medium samples.

Sperm Motility Evaluation

Total and progressive motility was evaluated using the motility
module of OpenCASA, a free open-source software that we
recently developed (Alquezar-Baeta et al, 2019). Two drops
of 2 pL of each sample, diluted to a final concentration
of 3 x 107 cellsfmL, were placed in a pre-warmed Makler
counting chamber (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel)
and maintained at 37°C during all the analyses by a heated
slide holder. Spermatozoa were recorded with a video camera
(Basler acA1920; Basler Vision Components, Ahrensburg,
Germany) mounted on a microscope (Nikon Eclipse 50i, Nikon
Instruments Int, Tokyo, Japan) equipped with a 10 x negative-
phase contrast lens.

Recorded videos were evaluated with the following settings:
60 frames per second, 120 frames, 800 > 600 pixel image
resolution, 10 pm? minimum cell size, 100 pm? maximum
cell size, STR (straightness coefficient) > 80% and VAP (mean
velocity) > 90%, 10 pm/s minimum VCL (curvilinear velocity),
100 pm/s VCL lower threshold, 200 m/s VCL upper threshold,
30 frames minimum track length, and 20 pm maximum
displacement between frames.

Flow Cytometry Analysis

All the measurements were performed on a Beckman Coulter
FC 500 flow cytometer (Beckman Coulter Inc., Brea, CA,
United States) equipped with two excitation lasers (air-cooled
Argon ion laser 488 nm and Red Solid state laser 633 nm);
five absorbance filters (FL1-525, FL2-575, FL3-610, FL4-675,
and FL5-755; 4+ 5 nm each band pass filter); and CXP
software. A minimum of 20,000 events were evaluated in all the
experiments. The sperm population was identified for further
analysis on the basis of its specific forward (FS) and side-scatter
(SS) properties; thus, other events were excluded. A flow rate
stabilized at 200300 cells/s was used.

Sperm Membrane Integrity

Sperm viability, considered as the integrity of the cell
plasma membrane, was assessed by adding 3 pL of 1 mM
carboxyfluorescein diacetate (CFDA), 1.5 mM propidium iodide
(PI), and 5 pL of formaldehyde (0.5% (v/v) in water) to a final
concentration of 5 » 10° cells/mL in a 300 pL volume, based
on a modification of the procedure described by Harrison and
Vickers (1990). Samples were incubated at 37°C in darkness for
15 min. For the sperm viability analysis, the Argon laser and
filters FL1-525 and F14-675 nm were used to avoid overlapping.
The monitored parameters were FS log, SS log, FL1 log (CFDA),
and FL4 log (PI). The percentage of viable spermatozoa
(PI-/CFDA+) was evaluated.

Superoxide Levels

To detect intracellular superoxide (Oz ) levels in viable
spermatozoa, cells (500 pL at 5 x 10° cells/mL) were loaded
with 4 @M DHE and 40 nM Yo-Pro-1 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, United States) fluorochromes (Guthrie and
Welch, 2006) and incubated at 37°C for 40 min in darkness.
Hydroethidine is permeable to cells, and it is oxidized by
0y~ to the red fluorescent compound ethidium (E), which
was detected with the FL4-675-nm filter in the flow cytometer.
Yo-Pro-1 labels cells with destabilized membrane (non-viable)
with green fluorescence, detectable with the FL1-525-nm filter.
Viable cells with intact membrane do not show fluorescence.
Dot plots showed four different populations: viable cells with
high O, ™ production (Yo-Pro-1-/E+), viable cells with low
0y~ production (Yo-Pro-1-/E-), non-viable cells with low
0y~ production (Yo-Pro-14/E-), and non-viable cells with
high O, ™ production (Yo-Pro-14+/E+). The percentage of
viable spermatozoa with high superoxide levels (Yo-Pro-1-
/E+) was evaluated.

Intracellular Calcium

To assess intracellular calcium levels, aliquots of 500 WL (5 % 106
cells/fml) were incubated with 2 uM Fluo-4-AM and 0.02%
pluronic acid for 15 min at 37°C in darkness (both from Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, United States) and 1.5 mM PI.
After this, a flow cytometer was used to evaluate the stained
samples, as described previously, using the Argon laser and
filters FL1-525 and F14-675 nm. The monitored parameters
were FS log, SS log, FLI log (Fluo-4-AM), and FL4 log (PD).
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The percentage of viable spermatozoa with high calcium levels
(Fluo-4-AM+/PI-) was evaluated.

Determination of Capacitation Status

The sperm capacitation state was evaluated using the
chlortetracycline (CTC) assay (Ward and Storey, 1984) that
we previously validated for the evaluation of capacitation and
acrosome reaction-like changes in ram spermatozoa (Grasa
et al,, 2006). A CTC solution (750 uM; Sigma-Aldrich Corp.,
St. Louis, MO, United States) was prepared daily in a buffer
containing 20 mM Tris, 130 mM NaCl, and 5 p.M cysteine, pH
7.8, and passed through a 0.22-pm filter. After that, 20 pL of
CTC solution was added to 18 pL of each sperm sample, fixed
with 5 pL of 1.25% (w/v) paraformaldehyde in 0.5 M Tris-HCI
(pH 7.8) and incubated at 4°C in the dark for 30 min. Six
microliters of the stained sample was placed onto a glass slide
and mixed with 2 pL of 0.22 M 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
(DABCO) in glycerol:PBS (9:1 v/v). The samples were covered
with 24 > 60 mm coverslips, sealed with transparent enamel,
and stored in the dark at —20°C until evaluation. The samples
were examined using a Nikon Eclipse E-400 microscope
(Nikon Corporation, Kanagawa, Japan) under epifluorescence
illumination with a V-2A filter, and at least 200 spermatozoa
were scored per sample. Three sperm patterns were identified
(Gillan et al,, 1997): non-capacitated (even distribution of
fluorescence on the head, with or without a bright equatorial
band), capacitated (with fluorescence in the acrosome), and
acrosome-reacted cells (showing no fluorescence on the head,
with or without a bright equatorial band).

Indirect Immunofluorescence

NOX5 localization was revealed by indirect immunofluorescence
analyses (IIF). Sperm samples were diluted (2 x 10% cells/mL) in
PBS and fixed in 0.5% (v/v) formaldehyde at room temperature
for 20 min. Then, cells were centrifugated at 900 x g, and the
pellet was resuspended in 500 wL PBS. Forty microliters of cell
suspension was placed onto Superfrost slides (Superfrost Plus;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United States) and
permeabilized with 0.5% (v/v) Triton X-100 in PBS for 15 min.
Afterward, the cells were fixed again with paraformaldehyde
1.25% (w/v) in Tris-HCl 0.5 M for 5 min and washed three times
with PBS. Non-specific binding sites were blocked with 5% (w/v)
BSA in PBS for 5 h in a wet chamber. Slides were rewashed
in PBS and incubated at 4°C overnight in a wet chamber with
the primary antibody anti- NOX5 (Abcam, Cambridge, UK Cat#
ab191010) 1/25 in PBS with 1% (v/v) BSA. The next morning, the
samples were washed three times with PBS and incubated with
the secondary antibody (Alexa Fluor 488 chicken anti-rabbit;
Thermo Fisher Scientific; Cat#A-21441, RRID:AB_2535859),
diluted 1/600 (v/v) in PBS with 1% (v/v) BSA for 90 min at
room temperature in a wet chamber. Slides were then washed
three times with PBS before the addition of 6 pL of 0.22 M 1,4~
diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCQ) in glycerol:PBS (9:1 v/v) to
enhance and preserve cell fluorescence. The slides were covered
with a coverslip and sealed with transparent enamel. Cells were
visualized with a Nikon Eclipse E400 microscope (Nikon, Tokyo,
Japan) under epifluorescence illumination using a B-2A filter

(x1,000). All samples were processed in duplicate, and at least
150 spermatozoa were scored per slide.

The specificity of the anti-NOX5 antibody was tested by the
peptide blocking method. The antibody was neutralized with
the immunizing blocking peptide (ProteoGenix, Schiltigheim,
France) at a final concentration of 2.5 g/mL in PBS with 1%
BSA for 2 h at room temperature. The neutralized antibody was
then used side by side with the antibody alone in two identical
slides, and the results were comparatively analyzed. No signal was
detected when using the neutralized antibody, which means that
the antibody has high affinity for the NOXS5 protein.

Western Blotting

For NOX5 detection, sperm proteins were extracted from
spermatozoa, as previously described by Colas et al. (2008).
Aliquots of 3.2 x 107 cells were centrifuged at 900 x g for 5 min.
The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended
in 200 pL of extraction sample buffer [ESB; 68.6mM Tris—
HCl (pH 6.8), 2% SDS (w/v)] with a 10% protease inhibitor
cocktail. After incubation at 100°C in a sand bath for 5 min, the
samples were centrifuged again at 7,500 x g for 5 min at 4°C.
The supernatant was recovered, and fi-mercaptoethanol, glycerol,
and bromophenol blue (in 10% glycerol) were added to final
concentrations of 5, 1, and 0.002% (v/v), respectively. Lysates
were stored at -20°C.

Sperm extracted proteins (50 1L, 1-2 mg/mL) were separated
in one dimension by 10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) and transferred
onto a PVDF membrane using a transfer unit (Trans-Blot Turbo
Transfer System, Bio-Rad, Hercules, CA, United States). Non-
specific sites on the PVDF membrane were blocked with 5%
BSA (w/v) in PBS for 4 h. The proteins were immunodetected
by incubating overnight at 4°C with a rabbit primary anti-
NOX5 (Abcam, Cambridge, UK Cat# ab191010) diluted 1/400
in 0.1% (v/v) Tween-20 in PBS containing 1% (w/v) BSA.
A mouse anti-tubulin antibody (Santa Cruz Biotechnology
Cat# sc-8035, RRID:AB_628408) was used as a loading control
(dilution 1/1,000). We used the commercial Hela cell lysate
(Abcam, Cambridge, United Kingdom), recommended explicitly
by the antibody manufacturer, as a positive control. After
extensive washing with 0.1% (v/v) Tween-20 PBS, membranes
were incubated for 75 min at room temperature with the
secondary antibodies donkey anti-rabbit (IRDye 680RD Donkey
anti-Rabbit IgG antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-68073,
RRID:AB_10954442) and donkey anti-mouse (RDye 800CW
Donkey anti-Mouse IgG antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-
32212, RRID:AB_621847) diluted 1/15,000 in 0.1% (v/v) Tween-
20 PBS containing 1% (v/v) BSA. After extensive washing, the
membranes were scanned using the Odyssey CLx Imaging System
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, United States).

The specificity of the anti-NOX5 antibody was tested by the
peptide blocking method, as in the IIF assay. The neutralized
antibody was used side by side with the antibody alone in
two identical western blot membranes, and the results were
comparatively analyzed. No signal was detected when using the
neutralized antibody, which means that the antibody has high
affinity for the NOX5 protein.
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Western blot images were quantified using Odyssey Clx
Infrared Imaging System software (Li-COR Biosciences, Lincoln,
NE, United States) to determine the NOX5 protein bands’ relative
intensity, normalized to the tubulin control.

Statistical Analysis

Differences between the groups in motility, superoxide levels,
viability, CTC staining, and NOX5 immunotypes were analyzed
by means of the chi-square test. Differences in NOX5 expression
profiles evaluated by western blot were analyzed by ANOVA
followed by the Bonferroni pest fioc test after evaluation of the
data distribution by the Kolmogorov-Smirnov test. All statistical
analyses were performed using GraphPad Prism 5 (v. 5.03;
GraphPad Software, La Jolla, CA, United States).

RESULTS

All data obtained from the sperm samples capacitated without
cAMP-elevating agents (TALP samples) are shown in the
Supplementary Material, as this treatment had scarce effects
on spermatozoa. The most evident changes were obtained
after capacitating with cAMP-elevating agents, so that we
focused on them.

NOX5 Immunodetection and

Immunolocalization in Ram Spermatozoa
Western blot analysis identified protein bands with a molecular
weight compatible with NOX5 (~85 kDa) in swim-up, TALP
samples, and capacitated control (Cap-C) samples (Figure 1).
The molecular weights of these bands matched those found
in the positive control. Besides, bands at 45 kDa and
30kDa were detected.

Immunofluorescence analysis revealed the presence of
the NOX5 enzyme in ram spermatozoa, and six different
immunotypes were distinguished (Figure 2): immunotype 1,
with labeling only at the midpiece; immunotype 2, with labeled
acrosomal region; immunotype 3, labeling the apical edge;
immunotype 4, labeling the apical edge and postacrosomal
region; immunotype 5, labeling acrosomal and postacrosomal
regions; and immunotype 6, with postacrosomal labeling. Also,
all the immunotypes presented fluorescence at the midpiece.

Influence of NOX5 in Ram Sperm

Capacitation

After demonstrating the presence of NOXS5 in ram spermatozoa,
we wanted to evaluate how the inhibition (by addition of
GKT136901) or activation of NOX5 (by the increase in
intracellular calcium provoked by the addition of calcium
ionophore A23187) influenced some events related with sperm
capacitation, such as changes in motility, CT C staining patterns,
and superoxide levels. However, first, we verified that the addition
of the ionophore was indeed capable of causing the calcium to
enter inside the cell (Supplementary Figure 1).

Influence of NOX5 on Superoxide Intracellular Levels
During Incubation in Capacitating Conditions
Superoxide intracellular levels (O 7), were assessed by flow
cytometry, and the results are shown in Figure 3. In vitro
capacitation with cAMP-elevating agents provoked an increase
in the percentage of live spermatozoa with high O ™ levels
(Yo-Pro-1-/E+), and the incubation with the NOX5 inhibitor
partially limited this increase (p < 0.05). Meanwhile, the
activation of NOX5 by the calcium ionophore trebled the Yo-Pro-
1-/E 4 population (p < 0.0001). When the calcium ionophore
was added in the presence of the GKT, there was still an
increase of Oy~ (p < 0.0001), but to a much lesser extent
(24.53% =+ 3.35%) than when the ionophore alone was added
(45.83% + 5.83%) (Figure 3).

Influence of NOX5 on Capacitation Status During
Incubation in Capacitating Conditions

According to the chlortetracycline analysis (CTC), the
percentage of capacitated spermatozoa significantly increased
after a 3 h incubation under capacitating conditions (Cap-
G, 57.71% + 3.22%) compared to the swim-up samples
(22.66% + 15%, p < 0.05), as shown in Figure 4. The
NOX5 inhibitor partially prevented sperm capacitation
(52.85% =+ 3.68%, p < 0.05). On the other hand, the addition
of the calcium ionophore caused a significant percentage of
acrosome-reacted spermatozoa (p < 0.0001). When GKT
was added together with the calcium ionophore, there was a
significant reduction in the percentage of acrosome-reacted
spermatozoa compared with the same samples in the presence
of the ionophore alone (10.50% + 2.50% vs. 31.50% + 3.80%,
p < 0.0001).

Influence of NOX5 on Sperm Motility During
Incubation in Capacitating Conditions

Total and progressive motility significantly decreased after
in vitro capacitation with cAMP-elevating agents (Figure 5). No
significant effects on total motility were found in the presence of
GKT, but the NOX5 inhibitor was able to increase progressive
motility (15.63% £ 4.45% vs. 22.18% £ 3.77%, p < 0.001).
However, the addition of the calcium ionophore dramatically
compromised total motility (p < 0.0001) and the spermatozoa
were not able to move progressively at all. The presence of GKT
was not able to revert this effect. Viability evaluation revealed that
sperm membrane integrity was not compromised in any of the
experimental conditions (Supplementary Figure 2).

Influence of Melatonin on the NOX5

Action on ram Spermatozoa

Once the existence and localization of the NADPH oxidase 5
in ram spermatozoa and its effects on sperm capacitation and
functionality were confirmed, we continued further to elucidate
whether the action of melatonin on ram sperm capacitation is
mediated by its interaction with NOX5. Previously, we checked
the effectiveness of the incubation in capacitating conditions and
the already described decapacitating action of melatonin at 1
wM concentration on ram spermatozoa (Casao et al, 2010b)
by CTC analysis. Melatonin was able to reduce the percentage
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FIGURE 1 | Western blot analysis revealing the presence of NADPH cxidase 5 in ram spemm protein extracts from swirmn-up selected samples (lane 1) and samples
incubated in capacitating conditions without (TALP, lane 2) or with cAMP elevating agents (Cap-C, lane 3}. Positive control (lane 4): Hela cell lysate.

FIGURE 2 | Indirect immunoflucrescence {IIF} localization of NOX5 evaluated by fluorescence microscopy in ram spermatozoa. Six immunotypes can be seen:
labeling in midpiece (1); in the acrosomal region (2); in the apical edge (3); in the apical edge + postacrosomal region (4); in the acrosomal and postacrosomal regions
{5} and in the postacroscmal region (B). All of them present midpiece labeling. Criginal magnification »1,000. Scale bars =10 um.

s in Cell and Der pmental Bio

108



Resultados

Miguel-Jiménez et al

Ram Sparm NOX5 and Melatonin

-]
T 9

S
i

% viable spermatozoa with high O, levels
(2]
e

201
104
(B
A
fo’é\& < 0*- -0 o‘iQ .o(‘oé\
N x\
&

FIGURE 3 | Percentage of live spermatozoa with high supercxide levels
(Yo-Pro-1-/E+} assessed by flow cylometry before (swimn-up, white bars) and
after in vitro capacitation with cAMP-elevating agents (Cap-C, black bars) and
with GKT136901 (GKT, 1 M) er/and calcium ionophore A23187 (lonophore,
1 M, gray bars). Data are shown as mean £ SE.M. {n = 6). Different letters
indicate significant differences (p = 0.05)

of capacitated spermatozoa in Cap-C samples (44.87% £ 4.58%
vs. 59.13% =+ 4.16%, p < 0.001, Figure 6) in a similar extent
to the NOX5 inhibitor (GKT, 50% £ 2.74%). Moreover, the
incubation with melatonin ameliorated the ionophore effects,
presenting a lower percentage of capacitated and acrosome-
reacted spermatozoa, and more non-capacitated (p < 0.01) than
in the ionophore samples.

Effect of Melatonin on Superoxide Levels

Regarding the production of the superoxides, melatonin
prevented the superoxide production in live spermatozoa to a
significant degree when compared to Cap-C samples (p < 0.01,
Figure 7), cven maintaining the same levels as before the
capacitation induction (swim-up samples). The addition of
calcium jionophore to the melatonin-preincubated sample did not
reach the same superoxide levels as when added alone. Thus,
melatonin prevented the superoxide production at the same level
as the NOX5 inhibitor GK'T136901 did.

Effect of Melatonin on NOX5 Levels and

Immunolocation in Capacitated Samples

In order to better understand the results, and since the
postacrosomal labeling was sometimes diffuse, we grouped those
immunotypes that labeled the acrosomal region (immunotypes
2 and 5) and the apical edge (immunotypes 3 and 1) regardless
of the postacrosomal staining (Figure 8). Before capacitation,
in the swim-up selected samples, the primary localization for
NOX5 was in the acrosomal region (10.85% =+ £.549117%
inmunotypes 2 + 5) and the apical edge (47.9% 4 £ 147%
immunotypes 3 4 4). The induction of in vitro capacitation with
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cAMP-clevaling agents (Cap-C samples) produced a different
redistribution of NOX5 (p < 0.05), with a lesser proportion of
acrosomal immunotypes (2 + 5) and a higher percentage of
immunolype 6 (poslacrosomal region).

The addition of 1 LM melatonin resulted in the spermatozoa
showing different labeling patterns. Thus, melatonin partially
prevented the rise in the percentage of immunotype 6 that
in vilro capacilalion caused (p < 0.05) and led to an inversion
in the proportion of acrosomal (47.41% =+ 5.68%) and apical
(37.74% + 3.97%) immunotypes, compared to the Cap-C samples
(32.140% =+ 5.80% and 19.18% =+ 1.63% respectively).

The incubation with GKT during sperm capacitation or the
final addition of calcium ionophore to the samples did not
provoke significant changes in the percentage of acrosomal
and apical immunotypes comparing to the Cap-C samples.
However, there was a higher proportion of midpiece labeling
in all the samples incubated with ionophore (p < 0.05),
and the combination of melatonin and GKT with calcium
ionophore did not show significant differences compared to the
ionophore samples.

Western blot assays were performed to investigale whether
the melatonin effects on ram sperm-capacitated samples were
mediated by changes in the NOX5 levels (Figure 9). The
quantification of NOX5 bands by densitometry, after their
normalization with the w-tubulin loading control (~50 kDa),
revealed no significant differences between the samples.

DISCUSSION

The discovery of NADPH oxidases clarified the source of
ROS production in several cell types (Panday et al, 2015).
In spermatozoa, the superoxide production was attributed,
until several years ago, solely to leukocytes present in semen
samples and related to pathological processes (Plante et al., 19945
Whiltinglon et al,, 1999). Nowadays, il is commonly assumed
that the genceration of ROS in spermatozoa would be mediated by
autonomous NADPH oxidase activity and that certain levels of
ROS would be necessary for some physiological events (reviewed
in Bedard and Krause, 2007). NOX5 was discovered in 2001 in
human testis, uterus, spleen, and lymph node (Banfi et al., 2001;
Cheng et al, 2001). Some years later, it was found in equine
(Sabeur and Ball, 2007), human (Musset et al., 2012; Ghani et al.,
2013) and canine spermatozoa (Sctyawan ct al., 2016).

In the present study, we have demonstrated, for the first
time, the presence of the NOX5 isoform in ram spermatozoa
by Western blot and by indirect immunofluorescence. The
85-kDa protein band detected on the immunoblot matched
with the protein detected in equine spermatozoa (Sabeur
and Ball, 2007) and similarly with the 75 kDa protein in
human spermatozoa (Musset et al., 2012). Likewise, the lower
molecular weight protein bands also detected in ram sperm
had previously been observed in equine spermatozoa, and the
authors noted that they could correspond to proteolytic processes
(Sabeur and Ball, 2007).

According to NOX5 localization in ram spermatozoa, we
have described six different immunotypes, in contrast with
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FIGURE 4 | Assessment of capacitation status, evaluated by chlortetracycling (GTG), in ram spermatozoa before {swim-up, white bars) and after in vitro capacitation
with cAMP-glevating agents {Cap-C, black bars) and with GKT136901 (GKT, 1 M) or/and calcium ionophore A23187 (icnophore, 1 LM, gray bars). Data of
non-capacitated, capacitated, and acrosome-reacted spermatozoa are mean percentages — SEM (17 = 6). Different letters within the same group indicate significant

Total Motility

% motile spermatozoa

in = €). Different letters indicate significant differences (p = 0.05)

the one or two immunotypes found in human (Musset
et al., 2012) and equine (Sabeur and Ball, 2007) spermatozoa,
respectively. Thus, NOX5 localization in spermatozoa seems
to vary depending on the species. A significant finding of the
present work is the evidence, for the first time, that incubation
in capacitating conditions triggered a redistribution of NOX5
in ram spermatozoa. These findings suggest that the NOX5
could be involved in ram sperm capacitation, probably by
regulating ROS production.

NOX5 product (superoxide anion) increased its levels in
samples incubated under capacitating conditions, as reported
in human, equine, and boar spermatozoa {de Lamirande and
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FIGURE 5 | Percentage of total motile (ieft and progressive {right) spermatozoa before (swim-up, white bars) and after in vitro capacitation with cAMP-glevating
agents (Cap-C, black bars} and with GKT1368901 (GKT, 1 pM) or/and calcium ionophore A23187 (ionophore, 1 1M, gray bars). Data are shown as mean = SEM

Progressive Motility

Gagnon, 1995; O'Tlaherty et al., 2005; Burnaugh et al., 2007).
Activation of NOXS5, by the addition of ionophore A23187,
dramatically increased superoxide levels in ram spermatozoa,
as previously reported in human and equine (Griveau and e
Lannou, 1994; Aitken et al., 1997; Ball et al, 2001; Burnaugh
et al,, 2007). Inhibition of NOX5 by the addition of the NOX
inhibitor (GKT136901) reduced the superoxide generation in
samples incubated in capacitating conditions in the presence of
cAMP-clevating agents,

We have also demonstrated that NOX5 is involved in ram
sperm capacilation, since its inhibition by GKT136901 reduced
the percentage of capacitated and acrosome-reacted spermatozoa
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Resultados

Miguel-Jiménez et al,

1004

% spermatozoa

Ram Sperm NCX5 and Melatonin

Non-capacitated

that had increased during incubation in capacitating conditions.
NOXS5 activation by ionophore led to a high increment in
acrosome-reacted sperm that could be prevented in part by
the addition of GKT136901. It is well known that A23187
induces the acrosome reaction in the sperm of many species
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FIGURE 7 | Parcentage of live sperm with high superoxide levels
(Yo-Pro-1-/E+) assessed by flow cytometry before (swim-up, white bars) and
after in vitro capacitation with cAMP-glevating agents (Cap-C, black bars) and
with melatonin (MEL) 1 nM or/and calcium ionophore AZ22187 (lonophore,
gray bars), plus a GKT136801 with ionophore sample (GKT + icnophore)
Data are shown as mean =+ SEM (n = &), Different lstters indicate significant
differences [p < 0.058).
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Capacitated

FIGURE 6 | Assessment of capacitation status, evaluated by CTC, in ram spermatozoa before (swirn-up, white bars) and after in vitro capacitation with
cAMP-elavating agents (Cap-C, black bars) and with melatonin (MEL, 1 pM), GKT163201 (GKT, 1 wM), calcium ionophore A23187 (ionophore, 1 WM, gray bars),
and a combination of MEL or GKT with ionophore. Data of non-capacitated, capacilated, and acrosome-reacted sparmatozca are mean percentages = SEM

{n = B). Different letters within the same group indicata significant differences (p < 0.08).

Acrosome-reacted

(Yanagimachi, 1975) and can alse immobilize them (Hong et al.,
1985; Visconti et al, 1999). In the present study, we observed
the same ionophore side effect on meotility; however, it did not
affect viability, in concordance with the findings of other authors
(Suarez et al,, 1987). In contrast with different results showing
a reduction of sperm motility and viability as a consequence
of the inhibition of the NOX5 activity (Ghanbari et al.,, 2018),
we observed an increase in the progressive motility in high
cAMP-capacitated samples.

Although other NOX isoforms have been described in
spermatozoa from other species (Sabeur and Ball, 2007; Musset
et al, 2012; Ghani et al., 2013; Setyawan et al., 2016), on the
basis of the results derived from the use of the NOX inhibitor
(GKT'136901) and the calcium induction, we could postulate
that NOX5 is an important source of ROS in ram spermatozoa.
This isoform is the only one that has calcium-binding sites, and
calcium is crucial for NOXS activation (reviewed by Touyz et al.,
2019). Consequently, the superoxide levels reached after calcium-
ionophore addition supported the view that NOX5 is a ROS
source in ram spermatozoa. Other authors concluded the same
for spermatozoa from other species and affirmed that NOX5
regulates numerous redox-dependent processes in spermatozoa
under physiological conditions (Musset et al., 2012; Ghanbari
etal, 2018).

Melatonin plays an important role in sperm functionality
(Jang et al., 2010; Ortiz et al., 2011), and its antioxidant capacity
has been reported in spermatozoa from different species (Succu
et al., 2011; Karimfar et al.,, 2015; Pang et al., 2016; Appiah
etal, 2019). It has been demonstrated that, in ram spermatozoa,
melatonin is involved in the capacitation process and prevents
apoptosis and oxidative stress (Casao et al., 2010b; Gonzalez-
Arto et al., 2016; Gimeno-Martos et al., 2019; Pool et al., 2021).
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FIGURE 8 | Percentages of the immunotypes for NOX5 in swim-up selected and in vitro capacitated ram spermatozoa with cAMP-elevating agents (Cap-Cj, and
with melatonin (MELD 1 1M, GKT163801 (GKT, 1 .M}, calcium ionophore A23187 {lenophore, 1 pnM), and a combination of MEL or GKT with ionophore.
Immunotypes are represented as follows: {1) plain white bars {2 + 5) plain gray bars (3 + 4} plain black bars, and (6) horizontal striped bars, Hesults are shown as
mean = SEM (n = 6 for swim-up, Cap-C and Mel; n = 3 for GKT, ionophore, MEL + ionophare, GKT + lonophore), Different letters indicate statistical differences
between treatments (p < 0.05)
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FIGURE 2 | (A} Western blot analysis of the presence of NADPH oxidase 5 (blue box) in swim-up selected (lane 1) and incubated 3 h in capacitating conditions with
cANMP-elevating agents (Cap-C, lans 2) ram spermatozoa protein exiracts, Effect of melatonin 1 M (MEL 1 M) in capacitated samples with high ¢AMP {lane 3).
(B) Densitometry quantification of NOX5 normalized to «-tubulin {loading control, orange box) (0 = 6)

In previous works, we showed the capacily of melatonin to  has been described. In contrast, du Plessis el al. (2010} reported
prevent ram sperm capacitation at micromolar concentrations no melatonin effect on ROS levels in human spermatozoa,
(Casao et al,, 2010b), in concordance with the present results.  neither did Pool et al. (2021) in frozen-thawed ram spermatozoa,
This effect appears to be due, at least in part, to its antioxidant but interestingly, they concluded that melatonin is specifically
capacity, since a melatonin-mediated decrease in general ROS  able to reduce mitochondrial superoxide production. In this
levels in ram (Gimeno-Martos et al.,, 2019), rabbit (Zhu et al., work, we have shown that the addition of 1 pM melatonin
2019), bull (Ashrafi et al., 2013), or mouse (Chen et al., 2016) to the ram sperm samples specifically prevented the increase
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FIGURE 10 | Hypothetical model to explain the role of NOXS in ram spermatozoa (A) and changes in its localization during sperm capacitation (B}, as well as the
putative effect of melatonin on NOX5 (A,B). Calcium entry from the extracellular media through multiple calcium channels in sperm membrane directly activates
NCX5 throughout the N-terminal calcium-binding domains. NOX5 activation generates supercxide which quickly dismutates in HoOz and other ROS that take part in
nurmerous signaling pathways, including capacitation processes and NOX5 reactivation. Lawis and Aitken (2001) also proposed that superoxides, together with
bicarbonate and calcium, can activate a soluble adeny! cyclase (SAC) which produces cAMP leading to the activation of protein kinase A (PKA). PKA provokes an
increass in tyrosine phosphorylation, a crucial event for the ongoing of the capacitation process. The findings of the present work showing that the NCX inhibitor,
GKT1363901, is akle to reduce the rate of ram-capacitated spermatozoa, will support this postulated mechanism. Regarding NOXE localization, mainly in the
acrosome region and the apical edge, we have demonstrated that it changes during ram sperm capagitation. To explain this redistribution we could hypothesize that
NOX5 could be embedded in lipid rafts, as it has been demonstrated in somatic cells (Anagnostopoulou et al., 2020). During the capacitation process, the
cholesterol efflux from the sperm membzrane allows the reorganization of the lipid rafts {van Gestel et al., 2005), giving new protein distributions, and modulating their
activity iKawano et al., 2011). This lipid raft redistribution was demonstrated to be the mechanism by which NOX& could modulate its activity, in certain somatic cells
(Anagnostopoulou et al., 2020). The cytoskeleton plays a fundamental part in the rearrangement of the membrane during sperm capacitation (Brener et al., 2003),
Qur previous results showed that melatonin modulates ram sperm capacitation and stabilizes the sperm cytoskelston at micromolar concentrations. Considering
these evidences, we postulate that malatenin is able to aveid NOXS changes in localization associated with sperm capacitation by means of eytoskelaton
stabilization, resulting in a lower superoxide production. Panel (&) of the figure is based on a model proposed by Aitken and Baker (2020).

in superoxide levels provoked by in vitro capacitation. This  spermatozoa. Furthermore, the incubation with melatonin prior
evidence points to a possible action of melatonin through to the addition of calcium ionophore limited the superoxide
the NOX5 enzyme, an important source of superoxide in  produclion that the ionophore triggered alone, as did the NOX
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inhibitor (GKT136901). Moreover, we have shown here that
melatonin was able to modify the NOX5 distribution in ram
spermatozoa, preventing the changes in localization provoked by
in vitro capacitation. It is worth mentioning that we have recently
reported the effect of melatonin on cytoskeletal remodeling
during in vifro ram sperm capacitation, concluding that 1
wM melatonin prevents such changes, according to the actin
and a-tubulin distribution (Carvajal-Serna et al., 2020). The
melatonin action on the cytoskeleton has been also reported
in somatic cells (Benitez-King, 2006). Thus, we could postulate
that melatonin could affect NOX5 distribution and modulate its
capacity to produce superoxides through this stabilizing action
on the cytoskeleton, as we proposed in the hypothetical model
shown in Figure 10. On the contrary, the incubation with
the NOX inhibitor or the calcium ionophore addition did not
alter the NOX5 distribution during sperm capacitation, probably
because these compounds have a direct modulating action on the
enzyme and they could not modify its distribution by themselves.
The addition of ionophore after incubation with melatonin
avoided its stabilizing effect on cytoskeleton, probably as a
consequence of the high increment in intracellular calcium. The
fact that NOX5 levels, analyzed by Western blot and quantified
by densitometry, did not significantly change after incubation in
capacitating conditions, with or without melatonin, may support
the previous hypothesis that NOX5 could regulate its action
depending on its cell location.

The results from this work have evidenced, for the first time,
the presence of NADPH oxidase 5 in ram spermatozoa and
the existence of six different immunotypes depending on its
location. NOX5 is active and involved in ram sperm capacitation.
Finally, melatonin modified the NOX5 location and prevented
the oxidative stress deriving from the capacitation process. The
findings of this study can be understood as a new insight into
the action of melatonin on ram sperm capacitation through
NOX5 modulation.
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Abstract: Nitric oxide (NO-), synthesized from L-arginine by nitric oxide synthase (NOS), is involved
in sperm functionality. NOS isoforms have been detected in spermatozoa from different species, and
an increment in NOS activity during capacitation has been reported. This work aims to determine the
presence and localization of NOS isoforms in ram spermatozoa and analyse their possible changes
during in vitro capacitation. Likewise, we investigated the effect of melatonin on the expression
and localization of NOS and NO- levels in capacitated ram spermatozoa. Western blot analysis
revealed protein bands associated with neuronal NOS (nNOS) and epithelial NOS (eNOS) but not with
inducible NOS (iNOS). However, the three isoforms were detected by indirect immunofluorescence
(IFT), and their immunotypes varied over in vitro capacitation with cAMP-elevating agents. NO-
levels (evaluated by DAF-2-DA/PI staining) increased after in vitro capacitation, and the presence of
L-arginine in the capacitating medium raised NO- production and enhanced the acrosome reaction.
Incubation in capacitating conditions with a high-cAMP medium with melatonin modified the NOS
distribution evaluated by IF], but no differences in Western blotting were observed. Melatonin did not
alter NO- levels in capacitating conditions, so we could infer that its role in ram sperm capacitation
would not be mediated through NO- metabolism.

Keywords: ram spermatozoa; capacitation; nitric oxide; melatonin

1. Introduction

Nitric oxide (NO) is a free radical involved in various physiological processes, acting as a signalling
molecule. There has been growing interest in the role of NO- in sperm motility [1], viability [2],
hyperactivation [3,4], capacitation [5-7], acrosome reaction [8,9] and zona pellucida-binding [10].
Moreover, an antiapoptotic role has been attributed to NO- in spermatozoa [11].

Nitric oxide synthase (NOS) is the enzyme responsible for NO- production through the conversion
of L-arginine to L-citrulline. Three isoforms of this enzyme have been identified to date: type I or
neuronal (nNOS), type II or inducible (iNOS) and type III or endothelial (eNOS). Types I and III
arc constitutive isoforms, and their activation is regulated by calcium and calmodulin [12], whereas
type Il is independent of calcium, although in mice, it binds calmodulin tightly [13]. Constitutive
isoforms are responsible for physiological NO- levels (nM levels) in somatic cells, whereas inducible
NOS is involved in the production of higher levels (uM levels) under intracellular or extracellular
inflammatory stimuli [14-16].
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All isoforms of this enzyme have been described in human [17-19], bovine [20,21], murine [22]
and boar [9] spermatozoa, among others. Furthermore, it has been demonstrated that NOS activity
increases during in vitro capacitation in human sperm [5]. However, to the best of our knowledge,
there are no previous studies identifying any NOS isoforms in ram spermatozoa.

In mammals, melatonin is secreted by the pineal gland in response to light stimulus, and, apart
from other functions, it modulates the secretion and synthesis of gonadotropic hormones via the
hypothalamic-pituitary axis [23]. Thus, melatonin regulates reproductive seasonality in some species,
such as ovine. Apart from pineal melatonin, this molecule is synthetized in other tissues and organs,
including those in the male reproductive tract, as we recently demonstrated in ram [24]. Melatonin is
also present in reproductive fluids such as seminal plasma [25] or follicular fluid [26]. This could explain
how melatonin affects ram sperm functionality directly, modulating processes such as capacitation
and decreasing apoptosic markers and oxidative stress [27]. The antioxidant capacity of melatonin in
ram spermatozoa could be the reason for its antiapoptotic action, since high levels of reactive oxygen
species (ROS) lead to cell death [28-31]. The ROS include superoxide anion (Op-), hydrogen peroxide
(HxO»), hydroxyl (OH) and nitric oxide (NO-) (also included in the reactive nitrogen species, RNS).
All these molecules play an important role in sperm capacitation (reviewed by [32]).

Melatonin can modulate NOS activity and, consequently, the nitric oxide in somatic cells [33-35].
Du Plessis et al. [28] concluded that melatonin reduces NO- levels in human spermatozoa in vitro, but they
were not able to determine whether the decrease in NOS activity might be the reason for this reduction.

The main objective of this study was to determine whether the effect of melatonin on ram sperm
capacitation was mediated by an action on NO- metabolism. For this purpose, we first focused on the
detection of nitric oxide synthase isoforms in ram spermatozoa (1). We then analyzed the changes
in the protein expression profile and localization of NOS isoforms during in vitro capacitation (2).
Moreover, we aimed to determine the involvement of nitric oxide in ram sperm capacitation, using
a NO- precursor (L-arginine) and a NOS competitive inhibitor (ING-nitro-L-arginine methyl ester,
L-NAME) (3). Finally, we investigated how melatonin affected the expression and localization of NOS
and NO- levels in capacitated ram spermatozoa (4).

2. Results

2.1. Nitric Oxide Synthase Immunodetection and Immunclocalization

Western blot analysis identified protein bands with a molecular weight corresponding to eNOS
(~100 kDa) and nNOS (~120 kDa) in swim-up and in vitro capacitated samples (control and capacited
control, Cap-C), but no bands associated with iINOS were detected (Figure 1). The molecular weights
of these bands matched those found in the positive controls.
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Figure 1. Western blot analysis of the presence of nitric oxide synthase isoforms eNOS (A), nNOS (B)
and iNOS (C) in swim-up selected (lane 1) and in vitro capacitated without (control, lane 2) or with
cAMP-elevating agents (Cap-C, lane 3) ram sperm protein extracts. Positive controls: rat lung extract
(RLE, lane 4 in A) for eNOS, mouse brain extract (MBE, lane 4 in B) for nNOS and mouse macrophage
activated with IFNy/LPS lysate (LPS-L, lane 4 in C) for iNOS.

Immunofluorescence analysis revealed the presence of the three isoforms in ram spermatozoa.
Two different immunotypes for each isoform were distinguished. Immunotype 1 with labeling at the
postacrosomal region, neck and apical edge, and immunotype 2 with labeled postacrosomal region
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and neck, were distinguished for eNOS (Figure 2A). Inmunotype 3 with labeling at the postacrosomal
region and the apical edge and immunotype 4 labeling the postacrosomal region were distinguished in
nNOS (Figure 2B) and iNOS (Figure 2C). iNOS also showed brighter fluorescence in the flagellum in
both immunotypes 3 and 4 (Figure 2C).

Figure 2. Indirect immunofluorescence (IFI) localization of nitric oxide synthase isoforms eNOS (A),
nNOS (B) and iNOS (C) evaluated by fluorescence microscopy in ram spermatozoa. Two immunotypes
can be seen in each isoform: labeling in postacrosomal region + neck + apical edge (1) or postacrosomal
region + neck (2) in eNOS (A), postacrosomal region + apical edge (3) or postacrosomal region (4) in
nNOS (B) and iNOS (C). Original magnification »x1000.

2.2. Role of Nitric Oxide in Ram Sperm Capacitation

Once the presence of NOS in ram spermatozoa had been demonstrated, we evaluated the changes
in the levels of its product, i.e., nitric oxide (NO-), after incubation in capacitating conditions. To further
investigate the involvement of NO- in ram sperm capacitation, samples were incubated with a nitric
oxide precursor, L-arginine at 10 mM, or with a NOS inhibitor, NG-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) at 100 uM and 1 mM. The capacitation status together with motility and viability were
evaluated. Viability, according to membrane integrity, was not compromised in any of the experimental
conditions (Appendix A, Figure A1).

2.2.1. Changes in Nitric Oxide Levels During Incubation in Capacitating Conditions

Nitric oxide levels were assessed by flow cytometry, and the results are shown in Figure 3.

The percentage of live sperm with high NO- levels (PI/DAF+) significantly increased (p < 0.05) after

in vitro capacitation without (control) and with cAMP-elevating agents (capacitated control, Cap-C).

The addition of 10-mM L-arginine (L-arg) in both the control and Cap-C samples led to a significant
increment (p < 0.05 and p < 0.0001, respectively) in the percentage of live spermatozoa with high
NO:- levels. Additionally, the NOS inhibitor, L-NAME, at 100 uM reduced (p < 0.05) the nitric oxide
production in capacitated sperm (Cap-C), but no effect was appreciated in the control samples.
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Figure 3. Percentage of live sperm with high nitric oxide levels (PI/DAF+) assessed by flow cytometry
before (swim-up, white bars) and after in vitro capacitation without (control, grey bars) and with
cAMP-elevating agents (Cap-C, black bars) and with L-arginine (L-arg, 10 mM) or L-NAME (100 uM or
1 mM). Data are shown as mean + S.EM. (z = 6). Different letters indicate significant differences (p < 0.05).
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2.2.2. Influence of Nitric Oxide on Capacitation Status

The chlortetracycline (CTC) analysis revealed significant differences between samples (Figure 4).
As expected, incubation in capacitating conditions produced a significant (p < 0.001) decrease in
noncapacitated spermatozoa, concomitant with an increase in the percentage of capacitated and
acrosome-reacted cells, which was much more marked in samples with c-AMP-elevating agents
(Cap-C). The increase in NO- levels by the addition of L-arginine (Figure 3) gave rise to a significantly
higher percentage of acrosome-reacted spermatozoa (Figure 4) in the control (25.5% + 4.2% in control
+ L-arg vs. 10.5% + 1.15% in control) and capacitated samples (26.13% + 2.86% in Cap-C + L-arg vs.
14.75% + 1.93% in Cap-C) (p < 0.001). Concomitantly, the percentage of noncapacitated (8.63% + 1.48%})
and capacitated (64.87% + 2.31%) spermatozoa decreased significantly (p < 0.05) in Cap-C samples
with L-arg in comparison with its own control, Cap-C (14.37% + 1.91% noncapacitated and 70.88% +
2.23% capacitated sperm), However, the slight reduction in NO- levels provoked by the addition of
L-NAME (Figure 3) did not exert an effect on sperm samples during capacitation (Figure 4).
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Figure 4. Assessment of capacitation status, evaluated by chlortetracycline(CTC), in ram spermatozoa
before (swim-up, white bars) and after in vitro capacitation without {control, grey bars) and with
cAMP-elevating agents (Cap-C, black bars) and with L-arginine (L-arg, 10 mM) or L-NAME (100 uM or
1 mM). Data of noncapacitated, capacitated and acrosome-reacted spermatozoa are mean percentages
+ S.EM (n =8). Different letters within the same group indicate significant differences (p < 0.05).

2.2.3. Influence of Nitric Oxide on Sperm Motility

Total motility declined significantly after in vitro capacitation, but it was not affected by the
increase or decrease of NO- levels when L-arginine or L-NAME were added, respectively (Figure 5).
Progressive motility did not change in the control samples compared to the swim-up group, but
L-NAME at 100 uM increased significantly (p < 0.05) the percentage of progressive motile spermatozoa
(Figure 5). Samples capacitated in the presence of c-AMP-elevating agents (Cap-C) showed a significant
reduction in progressive motility in comparison with the swim-up and control samples, but incubation
with L-arginine or L-NAME in these conditions did not affect the progressive motility results.

2.3. Effect of Melatonin on the Nitric Oxide Metabolism

After confirming the presence of nitric oxide synthase in ram spermatozoa and the influence of
nitric oxide on in vitro capacitation, the next step was to determine whether the effect of melatonin on
ram sperm capacitation was mediated by the interaction with the nitric oxide metabolism.

CTC staining (Figure 6) showed that melatonin added to capacitated samples (Cap-C) caused
a decrease in the percentage of noncapacitated spermatozoa at 100 pM and, in contrast, an increment
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with a 1-uM concentration (p < 0.05). The percentage of acrosome-reacted sperm was significantly

higher in samples treated with 100-pM melatonin (15.5% * 2.36% vs. 8.83% + 0.79% in Cap-C).
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Figure 5. Percentage of total motile (left) and progressive (right) spermatozoa before {swim-up, white
bars) and after in vitro capacitation without (control, grey bars) and with cAMP-elevating agents
(Cap-C, black bars) and with L-arginine (L-arg, 10 mM) or L-NAME (100 uM or 1 mM). Data are shown
as mean + S.EM. (n =5). Different letters indicate significant differences (p < 0.05).
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Figure 6. Assessment of capacitation status, evaluated by CTC, in ram spermatozoa before (swim-up,
white bars) and after in vitro capacitation without (control, grey bars) and with cAMP-elevating agents
(Cap-C, black bars) and with melatonin (MEL, 100 pM or 1 uM). Data of noncapacitated, capacitated
and acrosome-reacted spermatozoa are mean percentages + S.EM (r =7). Different letters within the
same group indicate significant differences (p < 0.05).

2.3.1. Effect of Melatonin on Nitric Oxide Synthase Levels and Immunolocation

In order to study whether the concentration-dependent effects of melatonin on ram sperm
capacitation were mediated by acting on the nitric oxide synthase, we investigated changes in eNOS
and nNOS levels by Western blot in capacitated (Cap-C) samples incubated with melatonin at 100 pM
and 1 M (Figure 7A,B). Changes in iNOS were not investigated, given that it was not detected by
Western blot. After quantifying NOS bands for each isoform by densitometry, in relation to the «-tubulin
loading control (~50kDa), no significant differences were found between samples (Figure 7C,D).

However, when we analysed the proportion of the different immunotypes for each NOS
isoform, changes associated with in vitro capacitation could be observed (Figure 8). The addition of
cAMP-elevating agents (Cap-C sample) led to a decrease (p < 0.05) in the percentage of spermatozoa
showing labeling on the sperm apical edge in the three isoforms (immunotype 1 for eNOS and 3 for
nNOS and iNOS). This reduction became more pronounced in the presence of melatonin (100 pM
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and 1 uM) for iNOS (56.0% + 12% and 61.67% + 12%, respectively, vs. 72.83% + 1.59% in the Cap-C
sample; p < 0.05; Figure 8C). In contrast, for nNOS, immunotype 3 became predominant again when
capacitated samples were incubated with melatonin (62.67% + 6.3% and 62.00% = 7.01% for 100 pM
and 1 uM, respectively; p < 0.05; Figure 8B). No changes in eNOS immunotypes were observed in the

presence of melatonin (Figure 8A),
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Figure 7. Western blot analysis of the presence of nitric oxide synthase isoforms eNOS (A} and nNOS
(B) in swim-up selected (lane 1) and incubated 3 h in capacitating conditions without (control, lane 2)
or with cAMP-elevating agents (Cap-C, lane 3) ram spermatozoa protein extracts. Effect of melatonin
(MEL) 100 pM and 1 uM in capacitated samples with high cAMP (lanes 4 and 5). Positive controls:
rat lung extract for eNOS (RLE, lane 6 in A) and mouse brain extract for nNOS (MBE, lane 6 in B).
Densitometry quantification of eNOS (C) and nNOS (D) normalized to e-tubulin (loading control)
analyzed by Western blot (2 = 4).
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Figure 8. Percentages of the immunotypes for eNOS (A), nNOS (B) and iNOS (C) in swim-up
selected (white bars) and in vitro capacitated ram spermatozoa without (control, grey bars) or with
cAMP-elevating agents {Cap-C, black bars), and with melatonin (MEL) 100 pM and 1 uM. Plain bars
represent immunotype 1 for eNOS (postacrosomal region + neck + apical edge) and immunotype 3 for
iNOS and nNOS (postacrosomal region + apical edge), whereas striped bars represent immunotype 2
(postacrosomal region + apical edge) for eNOS and immunotype 4 (postacrosomal region) for iNOS
and nNOS. Results are shown as mean + SEM (n = 5). Different letters indicate statistical differences
between treatments (p < 0.05).
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2.3.2. Effect of Melatonin on Nitric Oxide Levels

The presence of melatonin did not significantly modify the percentage of live spermatozoa with
high nitric oxide levels (PI/DAF+) compared to the capacitated control sample (Cap-C), although the
values obtained were similar to the control sample without cAMP-elevating agents (Figure 9).
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Figure 9. Percentage of live sperm with high nitric oxide levels (PI-/DAF+) assessed by flow cytometry
before (swim-up, white bars) and after in vitro capacitation without (control, grey bars) and with
cAMP-elevating agents (Cap-C, black bars) and with L-arginine (L-arg, 10 mM) or L-NAME (100 uM
or 1 mM). Data are shown as mean = S.EM (1 = 7). Different letters indicate significant differences
(p < 0.05).

3. Discussion

The role of nitric oxide in sperm physiology has been widely investigated. It affects sperm
motility [1,3], capacitation [5,6] and the acrosome reaction [8]; acts as a chemoattractant and enhances
zona pellucida-binding [10]. These actions are regulated by the active nitric oxide synthase (NOS),
which generates nitric oxide from L-arginine.

In the present study, we have demonstrated, for the first time, the presence of the three isoforms
of NOS in ram spermatozoa and their capacity to produce nitric oxide. Constitutive isoforms, neural
(nNOS) and endothelial (eNOS), were detected by Western blotting but not the inducible form (iNOS).
Both nNOS and eNOS had previously been identified in spermatozoa from other species, such as
human, mouse, bull, boar, stallion and cat, but the inducible form (iNOS) was only detected in some
of them (reviewed by [36]). Atleastin somatic cells, the iNOS should not be expressed without the
presence of a stimulus such as inflammation, lipopolysaccharides or cytokines [35,37-39]. If iNOS is
present in low quantities under normal conditions, this would explain why it was not possible to detect
it by Western blotting in the current work. Moreover, although eNOS and nNOS were evidenced by
Woestern blot, densitometric quantification did not reveal any significant change in their levels after
in vitro capacitation. Other techniques to measure NOS activity should be addressed in future studies.

However, the three NOS isoforms were detected by IF], all being located mainly in the sperm
head, with similar labeling patterns. We described two immunotypes for each isoform (immunotypes
1 and 2 for eNOS and immunotypes 3 and 4 for nINOS and iNOS) related to the presence or absence of
fluorescence in the apical edge. Meiser and Schulz [20] localized the nINOS isoform in the apical region
of the head and tail of bull spermatozoa, whereas the eNOS was located only in the apical region.
In ejaculated boar spermatozoa, eNOS and nNOS were identified in the acrosome and iNOS in the whole
head, neck and flagellum [40]. However, no immunotypes or changes in NOS localization after in vitro
capacitation were reported for bull or boar spermatozoa. In the current work, capacitation induced
by the addition of cAMP-elevating agents led to a decrease in the percentage of ram spermatozoa
showing labeling on the apical edge for all three isoforms. This would be in concordance with the
results reported for mice spermatozoa [22], where NOS disappeared off the head when spermatozoa
were incubated under capacitating conditions, although the NOS isoforms were not identified in that
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work. Thus, these findings suggest that nitric oxide synthase may change its localization in the sperm
cell so as to modulate its activity and, consequently, the nitric oxide production in ram spermatozoa.

After demonstrating the presence of NOS in ram spermatozoa and its distribution changes after
in vitro capacitation, we investigated how its product, nitric oxide, fluctuates during incubation in
capacitating conditions. Our results showed a significant increase in NO- levels, which has also been
reported for other species such as human [8] and boar [41]. The addition of L-arginine raised NO-
sharply, as expected for a NO- precursor. This extra amount of NO. led to a major percentage of
acrosome-reacted sperm, as described for other species [19,42-44].

Ambiguous results have been reported about the role of NO- in sperm motility. Some studies
claimed the beneficial effect of NO- in sperm motility [1,45], while others concluded that the induction
of NO, for example by L-arg, was detrimental to progressive motility [21,46-48]. In our study, the
increment in NO- induced by the addition of L-arginine had no effect on sperm motility, probably due
to how the samples were capacitated and, therefore, hyperactivated, which could mask the putative
effect of L-arginine.

Incubation with a NOS inhibitor, L-NAME, was able to reduce the nitric oxide levels only in ram
sperm samples incubated with cAMP-elevating agents, but this slight decrease did not provoke changes
in sperm motility or the capacitation state. Reported effects of L-NAME on sperm from different
species are contradictory. Whereas some authors did not observe any action of this compound [5,49],
others clearly found effects on sperm physiology [5,7,43,44,49,50]. These conflicting results could be
due to the different responses of spermatozoa from different species to the L-NAME and also the varied
protocols used to evaluate its actions. In any case, the small decrease in NO- levels that L-NAME
induced in ram spermatozoa was not able to inhibit capacitation or the acrosome reaction, probably
because the process had already been triggered.

Melatonin is a well-known antioxidant that also plays an important role in sperm functionality [30,51],
especially in ram spermatozoa [24,25]. Qur group have previously reported the bimodal action of
melatonin on ram sperm in in vitro capacitation, as well as its protective role against apoptosis
and oxidative stress [27,52]. The results in this study supported our previous findings, confirming
that melatonin at micromolar concentrations prevents sperm capacitation, whereas at picomolar
concentrations, it increases the percentage of acrosome-reacted, and decreases noncapacitated,
spermatozoa. We further investigated whether this melatonin effect was mediated by its interaction
with NOS and/or nitric oxide metabolism. Qur results showed that melatonin was able to induce
changes in NOS distribution in capacitated ram sperm. Thus, the presence of melatonin prevented
changes in nNOS immunetypes during capacitation with high-cAMP agents. We might postulate
that the nNOS moves out of the acrosomal region due to the membrane reorganization, which occurs
during the capacitation process, and that melatonin modifies the nNOS location in the same way that
it modulates ram sperm capacitation. On the other hand, melatonin enhanced the effect of capacitation
with high-cAMP agents on the iNOS distribution, further decreasing the apical-edge labeling. This
behavior could be explained by the different roles of the NOS isoforms. Staicu et al. [40] postulated
that the constitutive isoforms (eNOS and nNOS) could be involved in sperm capacitation and that
iNOS could be related to inflammation or stress, so the changes observed in iNOS during in vitro
capacitation with melatonin could not exactly be related to this process. Taking into account the
bimodal role that melatonin has on ram sperm in in vitro capacitation, stimulating this process at low
concentrations (100 pM) and preventing it at high doses (1 uM) [27], it is quite surprising that both
melatonin concentrations have similar effects on iNOS and nNOS distribution. Finally, no changes
in eNOS location were detected after capacitation in high-cAMP conditions or with the presence of
melatonin. Likewise, no significant changes were observed in the levels of these enzymes analyzed
by Western blot after densitometric quantification. To further confirm these results, enzymatic assays
should be carried out in future studies.

Finally, the addition of melatonin to the high-cAMF capacitated samples did not affect the nitric
oxide production, as L-arginine or L-NAME did. Therefore, we could postulate that the action of
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melatonin on ram sperm capacitation is not mediated through the NO- pathway. Du Plessis et al. [28]
described a scavenging effect of melatonin in human spermatozoa after the evaluation of DAF2-DA
fluorescence, but, contrary to our previous publications [52], they did not see any effect on the reactive
oxygen species (ROS). This might be due to species-specific differences or, more likely, to the fact that
they used raw semen, and we studied the melatonin effects in capacitated samples. Nonetheless,
it could still be postulated that there is some effect of melatonin on nitric oxide production, because the
percentage of spermatozoa with high NO- levels in samples capacitated with melatonin went down to
values similar to those in the control sample (without cAMP-elevating agents).

Considering the results obtained from this work taken together, we have evidenced, for the first
time, the presence of the nitric oxide synthase isoforms in ram spermatozoa. Moreover, we have proved
that nitric oxide plays a role in ram sperm capacitation, given that the location of some NOS isoforms
changed and the levels of NC-increased after in vitro capacitation. Furthermore, the induction of NO-
synthesis by the addition of L-arginine caused an increment in the percentage of acrosome-reacted
spermatozoa. Melatonin modified the location of NOS isoforms but not their protein expression profile
or the NO- levels. Thus, the effect produced by this hormone on ram sperm capacitation does not seem
to take place through the nitric oxide pathway.

4, Materials and Methods

4.1, Semen Collection and Processing

Semen was collected from nine Rasa Aragonesa rams (2—4 years old) using an artificial vagina.
All the rams belonged to the National Association of Rasa Aragonesa Breeding (ANGRA) and were kept
at the Experimental Farm of the University of Zaragoza Veterinary School under uniform nutritional
conditions. After a period of two days” abstinence, two successive ejaculates were collected, and
second ejaculates were pooled and processed together to avoid individual differences [53]. Ejaculates
were kept at 37° until analysis.

All experimental procedures were performed under the project license ’I34/11 approved by the
University of Zaragoza Ethics Committee for Animal Experiments.

A seminal plasma-free sperm population was obtained using a dextran swim-up procedure [54]
performed in a medium with the following composition: 200 mM sucrose, 50 mM NaCl, 18.6 mM
sodium lactate, 21 mM HEPES, 10 mM KCl, 2.8 mM glucose, 0.4 mM MgSQy, 0.3 mM sodium pyruvate,
0.3 mM Ky HPQy, 5 mg/mL bovine serum albumin (BSA), 30 mg/mL dextran, 1.5 IU/mL penicillin and
1.5 mg/mL streptomycin, pH 6.5.

The sperm concentration was calculated in duplicate using a Neubauer chamber (Marienfeld,
Lauda-Konigshofen, Germany). Initial concentration of spermatozoa in the collected ejaculates was
34 % 10° cellsfmL and 34 x 10® cells/mL after the swim-up procedure.

4.2. In Vitro Capacitation

Swim-up-selected spermatozoa, in aliquots of 1.6 x 10% cells/ml., were incubated for 3 h at 39 °C
in a humidified incubator with 5% CO; in the air. Incubations were performed in a complete TALP
medium [55] containing 100 mM NaCl, 3.1 mM KCl, 25 mM NaHCOj3, 0.3 mM NaH; POy, 21.6 mM
Na lactate, 3 mM CaCly, 0.4 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 1 mM Na pyruvate, 5 mM glucose and
5 mg/mL bovine serum albumin (BSA), witha pH of 7.2. A high-cAMP medium already proven for
capacitating ram spermatozoa [56,57] composed of 1 mM dibutyryl (db)-cAMF, 1 mM caffeine, 1 mM
theophylline, 0.2 mM okadaic acid and 2.5 mM methyl-b-cyclodextrin was added to the TALP medium
to induce in vitro capacitation (capacitated control sample). Another control sample incubated in
a TALP medium alone without the addition of cAMP-elevating agents was maintainted under the
same incubation conditions (control sample).

To further investigate the role of nitric oxide during in vitro capacitation, NG-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), a nonselective nitric oxide synthase inhibitor, was added to the TALF (control)
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and high-cAMP samples at final concentrations of 100 uM and 1 mM, whereas L-arginine (L-arg),
a NOS substrate, was used in both media at a 10 mM concentration, based on the previous work of
Hassanpour et al. [46].

Melatonin was solubilized in dimethyl sulphoxide (DMSO) and phosphate-buffered saline (PBS,
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Nap,HPO, and 1.76 KI>POy, pH 7.4) and added to the high-cAMP
capacitated samples at a final concentration of 1 uM or 100 pM. The final concentration of DMSQ in all
the melatonin samples was 0.1%. The same DMSQO concentration was included in the control samples
incubated in capacitating conditions.

The experimental groups were defined as follows: swim-up, for the spermatozoa selected by the
dextran swim-up method before inducing in vitro capacitation, control, for the spermatozoa incubated
under capacitating conditions (3 h at 39 °C in 100% humidity and 5% COj in the air) in TALP medium
and capacitated control (Cap-C), for spermatozoa incubated under capacitating conditions in TALP
medium with the cAMP-elevating agents. The concentrations of each treatment (L-arg, L-NAME or
melatonin) added to each condition were indicated when necessary.

4.3. Sperm Motility Evaluation

Motility kinematic parameters, total motility and progressive motility were evaluated using
a computer-assisted sperm analysis (CASA) system, the OpenCASA motility module, a free and
open-source software that we recently developed (Alquezar-Baeta et al., 2019). Two drops of 2 uL. of
each sample, diluted to a final concentration of 3 % 107 cells/ml, were placed in a Makler counting
chamber (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel) prewarmed and maintained at 37 °C during all
the analyses by a heated slide holder. The spermatozoa were recorded with a video camera (Basler
acA1920; Basler Vision Components, Ahrensburg, Germany) mounted on a microscope (Nikon Eclipse
501, Nikon Instruments Int, Tokyo, Japan) equipped with a 10x negative-phase contrast lens.

Recorded videos were evaluated with the following settings: 60 frames per second, 120 frames,
800 > 600 pixel image resolution, 10 um? minimum cell size, 100 pm? maximum cell size, progressive
motility, STR (straightness coefficient) >80% and VAP (mean velocity)>90%, 10 um/s minimum VCL
(curvilinear velocity), 100 um/s VCL lower threshold, 200 um/s VCL upper threshold, 30 frames
minimum track length and 20 um maximum displacement between frames.

4.4. Western Blotting

For NOS detection, sperm proteins were extracted from swim-up-selected and capacitated
spermatozoa, as previously described by Colas et al. [56]. Semen was diluted in PBS (1.6 10° cells/mL)
and centrifuged at 900x ¢ for 5 min. The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended
in 200 uL of extraction sample buffer (ESB; 125 mM Tris—HCI (pH 6.8) and 2% 5DS (w/v)) with a 10%
protease inhibitor’s cocktail (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA). After incubation at 100 °C
in a sand bath for 5 min, samples were centrifuged again at 7500 g for 5 min at 4 *C. The supernatant
was recovered, and -mercaptoethancl, glycerol and bromophenol blue (in 10 % glycerol) were added to
final concentrations of 5%, 1% and 0.002 % (v/v), respectively. Lysates were stored at —20 °C.

Sperm extracted proteins (40 pL) were separated in one dimension on 10% sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) [58] and transferred during 20 h at 22 V
onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Immobilon-F, Millipore, Bedford, MA, USA)
using a wet transfer unit (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Nonspecific sites on the PVDF membrane were blocked with 5% BSA (v/v) in PBS for 4 h. The proteins
were immunodetected by incubating with rabbit primary anti-eNOS (Abcam Cat# ab5589, RRID:
AB_304967), anti-nNOS (Abcam Catf# ab76067, RRID: AB_2152469) or anti-INOS (Abcam Cat#f ab3523,
RRID: AB_303872) antibodies, whereas a mouse anti-tubulin antibody (Santa Cruz Biotechnology Cat#
sc-8035, RRID: AB_628408) was used as a loading control. The anti-nNOS, anti-INOS and anti-eNOS
antibodies were diluted 1/500, and the anti-tubulin antibody was diluted 1/1000 in 0.1% (v/v) Tween-20
in PBS containing 1% (w/v) BSA overnight at 4 °C. To check the specificity of the antibodies, the amino
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acid sequences from ovine eNOS, iNOS and nNOS, obtained from UniProt Knowled gebase (UniProtKB,
at https://www.uniprot.org), were aligned (Clustal Omega, Multiple Sequence Alignment programy)
with the peptide sequences used by the manufacturer to raise the anti-NOS antibodies (when available)
or with the human NOS sequences. The high homology found between the sequencies (93.75% for
eNQ5, 91.86% for nNOS and 85.70% for iINOS) suggests that these antibodies can be suitable for
their use in ovine, We used the commercial cell lysates recommended explicitly by the antibody
manufacturer as positives controls: rat lung extract for eNOS, mouse brain extract for nNOS (both from
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) and mouse macrophage activated with [FNy/LPS
lysate for iNOS (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). After extensive washing with 0.1% (v/v) Tween-20
PBS, membranes were incubated for 75 min at room temperature with the secondary antibodies
donkey anti-rabbit (IRDye 680RD donkey anti-rabbit IgG antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-68073,
RRID: AB_10954442) and donkey anti-mouse (RDye 800CW donkey anti-mouse IgG antibody, LI-COR
Biosciences Cat# 926-32212, RRID: AB_621847) diluted 1/15,000 in 0.1% (v/v) Tween-20 PBS containing
1% (v/v) BSA. After extensive washing, the membranes were scanned using the OdisseyCLx Imaging
System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA).

Western blot images were quantified using Odyssey Clx Infrared Imaging Systemn software
(Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) to determine the relative intensity of the NOS protein bands
normalized to the tubulin control.

4.5. Indirect Immunofiuorescence

The localization of the three isoforms of NOS in ram spermatozoa was investigated by indirect
immunofluorescence analyses. Sperm samples were diluted (8 x 106 cells/mL) in PBS and fixed in
0.5% formaldehyde at room temperature for 20 min. After that, cells were centrifugated at 900x g,
and the pellet was resuspended in 500-uL. PBS. Forty microliters of cell suspension were placed onto
Superfrost slides (Superfrost Plus; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and permeabilized with
0.5% (vv) Triton X-100 in PBS for 15 min. The cells were then fixed again with paraformaldehyde 1.25%
in Tris-HCI 0.5 M for 5 min and washed three times with PBS; after which, the nonspecific binding
sites were blocked with 5% (w/) BSA in PBS for 5 h in a wet chamber. The slides were rewashed in
PBS and incubated at 4 °C overnight in a wet chamber with the primary antibody anti-eNOS (Abcam
Cat# ab5589, RRID: AB 304967), anti-nNOS (Abcam Cat# ab76067, RRID: AB 2152469) or anti-iNOS
(Abcam Cat# ab3523, RRID: AB_303872), all diluted 1/25 in PBS with 1% (2/0) BSA. As indicated for
the Western blotting experiments (4.4), the specifity of these antibodies was reviewed by multiple
aminoacid sequence alignment. Next morning, samples were washed three times with PBS and
incubated with the secondary antibody (Alexa Fluor 488 chicken anti-rabbit; Thermo Fisher Scientific;
Cat#A-21441, RRID: AB_2535859) and diluted 1/800 (v/) in PBS with 1% (/v) BSA for 90 min at room
temperature in a wet chamber. The slides were then washed three times with PBS before the addition
of 6 uL of 0.22 M 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA) in glycerol:PBS (9:1 9%) to enhance and preserve cell fluorescence. The slides were then covered
with a coverslip and sealed with transparent enamel. Cells were visualized with a Nikon Eclipse
E400 microscope (Nikon, Tokyo, Japan) under epifluorescence illumination using a B-2A filter (:<1000).
All samples were processed in duplicate, and at least 150 spermatozoa were scored per slide.

4.6. Flow Cytometry Analysis

All the measurements were performed on a Beckman Coulter FC 500 flow cytometer (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA) equipped with two excitation lasers (air-cooled Argon ion laser 488 nm
and Red Solid state laser 633 nm); five absorbance filters (FL1-525, FL.2-575, FL3-610, FL4-675 and
FL5-755; +£5 nm each band pass filter) and CXP software. A minimum of 20,000 events were evaluated
in all the experiments. The sperm population was identified for further analysis on the basis of its
specific forward (F5) and side-scatter (55) properties; thus, other events were excluded. A flow rate
stabilized at 200-300 cells/s was used.
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4.6.1. Evaluation of Sperm Membrane Integrity

Sperm viability, considered as the integrity of the cell plasma membrane, was assessed by adding
3 ul of 1 mM carboxyfluorescein diacetate (CFDA; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), 1.5 mM
propidium iodide (PI; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) and 5 uL of formaldehyde (0.5% (v/v)
in water) to a final concentration of 5 x 108 cells/mL in a 300-uL volume [59]. Samples were incubated
at 37 °C in darkness for 15 min. For the sperm viability analysis, the Argon laser and filters FL1-525
and FL4-675 nm were used to avoid overlapping. The monitored parameters were FS log, SSlog, FL1
log (CFDA) and FL4 log (PI). The percentage of viable spermatozoa (CFDA+/PI-) was evaluated.

4.6.2. Intracellular Nitric Oxide Levels

Intracellular levels of nitric oxide (NO-) were determined using 4,5-diaminofluorescein diacetate
(DAE-2; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). DAF-2 is a cell-permeable probe that in the presence
of NO- is metabolized to the highly fluorescent triazolofluorescein (DAF-2T) [60]. Samples of 5 =
108 cells/mL were stained with 10 uM DAF-2 and 1.5 mM PI, incubated at 37 °C in darkness for
15 min and analyzed by flow cytometry using the argon laser and filters FL1-525 and FL4-675 nm.
The monitored parameters were FSlog, SSlog, FL1 log (DAF-2) and FL4 log (PI). Three populations
were distinguished: viable cells with high NO- production (PI/DAF-2+), viable cells with low NO-
production (PI/DAF2-) and nonviable cells with low NO- production (PI+/DAEF).

4.7. Determination of Capacitation Status

Capacitation status was determined by chlortetracycline (CTC) staining, a fluorescence assay for
the evaluation of capacitation and acrosome reaction-like changes that we previously validated in
ram sperm [57]. A CTC solution (750 uM; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) was prepared
daily in a buffer containing 20 mM Tris, 130 mM NaCl and 5 uM cysteine, pH 7.8, and passed through
a 0.22-pm filter (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). After that, 20 uL of CTC solution was
added to 18 uL of sperm sample, fixed with 5 uL of 1.25% (w/) paraformaldehyde in 0.5 M Tris-HCl
(pH 7.8) and incubated at 4 °C in the dark for 30 min. Six microliters of the stained sample was placed
onto a glass slide and mixed with 2 uL of 0.22 M triethylenediamine (DABCO; Sigma-Aldrich Corp.,
5t. Louis, MO, USA) in glycerol:PBS (9:1 v/v). The samples were covered with 24 < 60-mm coverslips,
sealed with transparent enamel and stored in the dark at —20 °C until evaluation. The samples were
examined using a Nikon Eclipse E-400 microscope (Nikon Corporation, Kanagawa, Japan) under
epifluorescence illumination with a V-2A filter, and at least 200 spermatozoa were scored per sample.
Three sperm patterns were identified [61]: noncapacitated (even distribution of fluorescence on the
head, with or without a bright equatorial band), capacitated (with fluorescence in the acrosome) and
acrosome-reacted cells (showing no fluorescence on the head, with or without a bright equatorial
band).

4.8. Statistical Analysis

Differences between the groups in motility, nitric oxide levels, viability, CTC staining and NOS
immunotypes were analyzed by means of the chi-square test. Differences in NOS expression profiles
evaluated by Western blot were analyzed by ANOVA, followed by the Bonferroni post hoc test after
evaluation of the data distribution by the Kolmogorov—Smirnov test. All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 5 (v. 5.03; GraphlPad Software, La Jolla, CA, USA).
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Appendix A

Sperm viability, evaluated by CFDA/PI staining and assessed by flow cytometry. No significant

differences between groups were found.
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Figure A1l. Percentage of viable spermatozoa before (swim-up, white bars) and after in vitro capacitation
without (control, grey bars) and with cAMP-elevating agents (Cap-C, black bars) and with L-arginine
(L-arg, 10 mM) or L-NAME (100 uM or 1 mM) (n =7).

References

1. Hellstrom, WJ].G.; Bell, M.; Wang, R ; Sikka, S.C. Effects of sodium nitroprusside on sperm motility, viability
and lipid peroxidation. Ferfil. Steril. 1994, 61, 1117-1122. [CrossRef]

2. Buzadzic, B.; Vucetic, M.; Jankovic, A.; Stancic, A.; Korac, A.; Korac, B.; Otasevic, V. New insights into male
(in)fertility: The importance of NO. Br. J. Pharmacol. 2015, 172, 1455-1467. [CrossRef] [PubMed]

3. Lewis, S.E.; Donnelly, E.T.; Sterling, E.S.; Kennedy, M.S.; Thompson, W.; Chakravarthy, U. Nitric oxide
synthase and nitrite production in human spermatozoa: Evidence that endogenous nitric oxide is beneficial
to sperm motility. Mol. Hum. Reprod. 1996, 2, 873-878. [CrossRef] [PubMed]

4. Yeoman, R.R.; Jones, W.D.; Rizk, B.M. Evidence for nitric oxide regulation of hamster sperm hyperactivation.
J. Androl. 1998, 19, 58-64. [PubMed]

5. De Lamirande, E.; Lamothe, G. Reactive oxygen-induced reactive oxygen formation during human sperm
capacitation. Free Radic. Biol. Med. 2009, 46, 502-510. [CrossRef]

6. Zini, A; De Lamirande, E.; Gagnon, C. Low levels of nitric oxide promote human sperm capacitation in vitro.
| Androl. 1995, 16, 424-431.

7. Leal, A.C.; Caldas-Bussiere, M.C.; Carvalho, C.S.; Viana, K.S.; Quirino, C.R. Role of nitric oxide on quality of
freshly ejaculated bull spermatozoa during heparin-induced in vitro capacitation. Anim. Reprod. Sci. 2009,
116, 38-49. [CrossRef]

8. Herrero, M.B.; De Lamirande, E.; Gagnon, C. Nitric oxide regulates human sperm capacitation and
protein-tyrosine phosphorylation in vitro. Biol. Reprod. 1999, 61, 575-581. [CrossRef]

9. Agquila, 5.; Giordano, F; Guido, C.; Rago, V.; Carpino, A. Nitric oxide involvement in the acrosome reaction
triggered by leptin in pig sperm. Reprod. Biol. Endocrinol. 2011, 9, 133. [CrossRef]

10. Herrero, M.B.; Gagnon, C. Nitric oxide: A novel mediator of sperm function. [. Androl. 2001, 22, 349-356.

11.  Roessner, C.; Paasch, U,; Glander, I].; Grunewald, S. Activity of nitric oxide synthase in mature and
immature human spermatozoa. Andrologin 2010, 42, 132-137. [CrossRef] [PubMed]

12.  Bérstermann, U.; Gorsky, L.D.; Pollock, |.S.; Ishii, K; Schmidt, H.-H.; Heller, M.; Murad, F. Hormone-induced

biosynthesis of endothelium-derived relaxing factor/nitric oxide-like material in N1E-115 neuroblastoma
cells requires calcium and calmodulin. Mol. Pharmacol. 1990, 38, 7-13. [PubMed]

131



Resultados

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 2093 14 of 16

13. Cho, HJ.; Xie, Q.W.; Calaycay, |.; Mumford, R.A,; Swiderek, KM.; Lee, T.D.; Nathan, C. Calmodulin is
a subunit of nitric oxice synthase from macrophages. J. Exp. Med. 1992, 176, 599-604. [CrossRef] [PubMed]

14. Alderton, WK.; Cooper, C.E.; Knowles, R.G. Nitric oxide synthases: Structure, function and inhibition.
Biochem. . 2001, 357, 593-615. [CrossRef] [PubMed]

15.  Buzadzic, B.; Korac, A.; Petrovic, V.; Korac, B. Redox regulation of brown adipocytes: Molecular and cellular
targets in tissue remodeling. Acta Physiol. Pharamacol. Serb. 2006, 42, 141-159.

16. Moncada, S.; Higgs, E.A. Endogenous nitric oxide: Physiology, pathology and clinical relevance. Eur. |.
Clin. Investig. 1991, 21, 361-374. [CrossRef]

17. Francavilla, F; Santucei, R.; Macerola, B.; Ruvolo, G.; Romano, R. Nitric oxide synthase inhibition in human
sperm affects sperm-oocyte fusion but not zona pellucida binding. Biol. Reprod. 2000, 63, 425-429. [CrossRef]

18.  O’Bryan, MK.; Zini, A.; Cheng, C.Y,; Schlegel, PN. Human sperm endothelial nitric oxide synthase expression:
Correlation with sperm motility. Fertil. Steril. 1998, 70, 1143-1147. [CrossRef]

19. Revelli, A,; Soldati, G,; Costamagna, C.; Pellerey, O.; Aldieri, E.; Massobrio, M.; Bosia, A,; Ghigo, D. Follicular
fluid proteins stimulate nitric oxide (NO) synthesis in human sperm: A possible role for NO in acrosomal
reaction. . Cell. Physiol. 1999, 178, 85-92. [CrossRef]

20. Meiser, H.; Schulz, R. Detection and localization of two constitutive NOS isoforms in bull spermatozoa.
Anat. Histol. Embryol. 2003, 32, 321-325. [CrossRef]

21. O’Flaherty, C,; Rodriguez, P; Srivastava, 5. 1-Arginine promotes capacitation and acrosome reaction in
cryopreserved bovine spermatozoa. Biochim. Biophys. Acta (BBA) Gen. Subj. 2004, 1674, 215-221. [CrossRef]
[PubMed]

22. Herrero, M.B.; Perez Martinez, S.; Viggiano, ].M.; Polak, ] M.; De Gimeno, M.F. Localization by indirect
immunofluorescence of nitric oxide synthase in mouse and human spermatezoa. Reprod. Fertil, Dev. 1996, 8,
931-934. [CrossRef] [PubMed]

23, Bittman, E.L.; Dempsey, R.].; Karsch, E]. Pineal melatonin secretion drives the reproductive response to
daylength in the ewe. Endocrinology 1983, 113, 2276-2283. [CrossRef]

24. Gonzalez-Arto, M.; Hamilton, T.R.; Gallego, M.; Gaspar-Torrubia, E.; Aguilar, D.; Serrano-Blesa, E.;
Abecia, ].A.; Perez-Pe, R.; Muino-Blanco, T.; Cebrian-Perez, ] A; et al. Evidence of melatonin synthesis in the
ram reproductive tract. Andrology 2016, 4, 163-171. [CrossRef] [PubMed]

25. Casao, A,; Cebrian, I.; Asumpcao, M.E; Perez-Pe, R.; Abecia, J.A.; Forcada, F,; Cebrian-Perez, J.A.;
Muino-Blanco, T. Seasonal variations of melatonin in ram seminal plasma are correlated to those of
testosterone and antioxidant enzymes. Reprod. Biol. Endocrinol. 2010, 8, 59. [CrossRef]

26. Brzezinski, A.; Seibel, M.M.; Lynch, H.J.; Deng, M.-H.; Wurtman, R.]. Melatonin in human precvulatory
follicular fluid. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1987, 64, 865-867. [CrossRef]

27. Casao, A.; Mendoza, N.; Perez-Pe, R.; Grasa, P.; Abecia, ].A.; Forcada, F.; Cebrian-Perez, | A.; Muino-Blanco, T.
Melatonin prevents capacitation and apoptotic-like changes of ram spermatozoa and increases fertility rate.
J. Pineal Res. 2010, 48, 39-46. [CrossRef]

28. Du Plessis, 5.5.; Hagenaar, K.; Lampiao, F. The in vitro effects of melatonin on human sperm function and its
scavenging activities on NO and ROS. Andrologin 2010, 42, 112-116. [CrossRef]

29. Espino, |.; Ortiz, A.; Bejarano, [; Lozano, G.M.; Monllor, F; Garcia, ].F; Rodriguez, A.B.; Pariente, ].A.
Melatonin protects human spermatozoa from apoptosis via melatonin receptor- and extracellular
signal-regulated kinase-mediated pathways. Fertil. Steril. 2011, 95, 2290-2296. [CrossRef]

30. Jang, HY. Kim, Y.H.; Kim, B.W, Park, I.C.; Checng, H.T.; Kim, ].T,; Park, C.K;; Kong, H.S.; Lee, HK.;
Yang, B.K. Ameliorative effects of melatonin against hydrogen peroxide-induced oxidative stress on boar
sperm characteristics and subsequent in vitro embryo development. Reprod. Domest. Anim. 2010, 45, 943-950.
[CrossRef]

31. Rao, M.V, Gangadharan, B. Antioxidative potential of melatonin against mercury induced intoxication in
spermatozoa in vitro. Toxicol. In Vitro 2008, 22, 935-942. [CrossRef]

32.  Aitken, RJ. Reactive oxygen species as mediators of sperm capacitation and patholegical damage. Mol. Reprod.
Dew. 2017, 84,1039-1052. [CrossRef] [PubMed]

33. Aydogan, S; Yerer, M.B.; Goktas, A. Melatonin and nitric oxide. [. Endocrinol. Investig. 2006, 29, 281-287.
[CrossRef] [PubMed]

132



Resultados

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 2093 15 of 16

4.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Kim, J.T; Jang, H.Y.; Park, C K.; Cheong, H.T.; Park, L.C.; Yang, B.K. Melatonin attenuates nitric oxide induced
oxidative stress on viability and gene expression in bovine oviduct epithelial cells, and subsequently increases
development of bovine IVM/IVF embryos. Asian Australas |. Anim. Sci. 2011, 24, 190-197. [CrossRef]
Zhang, S.; Li, W.; Gao, Q.; Wei, T. Effect of melatonin on the generation of nitric oxide in murine macrophages.
Eur. J. Pharmacol. 2004, 501, 25-30. [CrossRef]

Staicu, F.D.; Carmen, M.P. Nitric oxide: Key features in spermatozoa. In Nitric Oxide Synthase—Simple
Lnzyme-Complex Roles; Saravi, 5., Ed.; IntechOpen: Rijeka, Croatia, 2017; pp. 137-154.

Heeba, G H.; Hamza, A.A. Rosuvastatin ameliorates diabetes-induced reproductive damage via suppression
of oxidative stress, inflammatory and apoptotic pathways in male rats. Life Sci. 2015, 141, 13-19. [CrossRef]
Nathan, C.F; Hibbs, ].B., Jr. Role of nitric oxide synthesis in macrophage antimicrobial activity. Curr. Opin.
Immunol. 1991, 3, 65-70. [CrossRef]

Rochette, L.; Zeller, M.; Cottin, Y,; Vergely, C. Diabetes, oxidative stress and therapeutic strategies. Biochim.
Biophys. Acta 2014, 1840, 2709-2729. [CrossRef]

Staicu, FD.; Lopez-Ubeda, R.; Romero-Aguirregomezcorta, |.; Martinez-Soto, ].C.; Matas Parra, C. Regulation
of boar sperm functionality by the nitric oxide synthase/nitric oxide system. J. Assist. Reprod. Genet. 2019, 36,
1721-1736. [CrossRef]

Hou, M.-L.; Huang, S-Y.; Lai, Y-K,; Lee, W.-C. Geldanamycin augments nitric oxide production and promotes
capacitation in boar spermatozoa. Anim. Reprod. Sci. 2008, 104, 56-68. [CrossRef]

Funahashi, H. Induction of capacitation and the acrosome reaction of boar spermatozoa by L-arginine and
nitric oxide synthesis associated with the anion transport system. Reproduction 2002, 124, 857-864. [CrossRef]
[PubMed]

Rodriguez, P.C.; O’Flaherty, C.M.; Beconi, M.T,; Beorlegui, N.B. Nitric oxide induces acrosome reaction in
cryopreserved bovine spermatozoa. Andrologia 2005, 37, 166-172. [CrossRef] [PubMed]

Roy, 8.C.; Atreja, S.K. Tyrosine phosphorylation of a 38-kDa capacitation-associated buffalo (Bubaius bubalis)
sperm protein is induced by L-arginine and regulated through a cAMP/PKA-independent pathway. Int. J.
Androl, 2008, 31, 12-24. [CrossRef] [PubMed]

Keller, D.W.,; Polakoski, K.L. L-arginine stimulation of human sperm motility in vitro. Biol. Reprod. 1975, 13,
154-157. [CrossRef] [PubMed]

Hassanpour, H.; Mirshokrai, P,; Shirazi, A.; Aminian, A. Effect of nitric oxide on ram sperm motility in vitro.
Pak. T. Biol. Sci. 2007, 10, 2374-2378. [CrossRef]

Ratnasooriya, W.D.; Dharmasiri, M.G. L-arginine, the substrate of nitric oxide synthase, inhibits fertility of
male rats. Asian J. Androl. 2001, 3, 97-103.

Rosselli, M.; Dubey, R K.; Imthurn, B.; Macas, E.; Keller, P.]. Effects of nitric oxide on human spermatozoa:
Evidence that nitric oxide decreases sperm motility and induces sperm toxicity. Hum. Repred. 1995, 10,
1786-1790. [CrossRef]

De Andrade, AFEC.; Arruda, R.P; Torres, M.A; Pieri, N.C.G,; Leite, T.G,; Celeghini, H.C.C.; Oliveira, L.Z.;
Gardes, T.P.; Bussiere, M.C.C,; Silva, D.F. Nitric oxide in frozen-thawed equine sperm: Effects on motility,
membrane integrity and sperm capacitation. Anim. Reprod. Sci. 2018, 195, 176-184. [CrossRef]
Kameshwari, D.B,; Siva, A.B.; Shivaji, 5. Inhibition of in vitro capacitation of hamster spermatozoa by nitric
oxide synthase inhibitors. Cell. Mol. Biol. (Noisy-le-Grand) 2003, 49, 421-428.

Ortiz, A,; Espino, |.; Bejarano, I; Lozano, G.M.; Menllor, E; Garcia, |.E; Pariente, ].A.; Rodriguez, A.B. High
endogenous melatonin concentrations enhance sperm quality and short-term in vitro exposure to melatonin
improves aspects of sperm motility. J. Pineal Res. 2011, 50, 132-139. [CrossRef]

Gimeno-Martos, S.; Casao, A.; Yeste, M,; Cebrian-Perez, ].A.; Muino-Blanco, T.; Perez-Pe, R. Melatonin
reduces cAMP-stimulated capacitation of ram spermatozoa. Reprod. Fertil. Dev. 2019, 31, 420-431. [CrossRef]
[PubMed]

Ollerc, M.; Muino-Blanco, T.; Lopez-Perez, M.].; Cebrian-Perez, | .A. Viability of ram spermatozoa in relation
to the abstinence period and successive ejaculations. Int. J. Andrel. 1996, 19, 287-292. [CrossRef] [PubMed]
Garcia-Lopez, N.; Ollero, M.; Muino-Blanco, T.; Cebrian-Pérez, ].A. A dextran swim-up procedure for
separation of highly motile and viable ram spermatozoa from seminal plasma. Theriogenology 1996, 46,
141-151. [CrossRef]

Parrish, I.].; Susko-Parrish, J.; Winer, M.A,; First, N.L. Capacitation of bovine sperm by heparin. Biol. Reprod.
1988, 38, 1171-1180. [CrossRef] [PubMed]

133



Resultados

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 2093 16 of 16

56. Colas, C.; James, P.; Howes, L.; Jones, R.; Cebrian-Perez, ] A,; Muino-Blanco, T. Cyclic-AMP initiates protein
tyrosine phosphorylation independent of cholesterol efflux during ram sperm capacitation. Reprod. Fertil.
Dew. 2008, 20, 649-658. [CrossRef] [PubMed]

57. Grasa, P; Cebrian-Perez, ].A; Muino-Blanco, T. Signal transduction mechanisms involved in in vitro ram
sperm capacitation. Reproduction 2006, 132, 721-732. [CrossRef] [PubMed]

58. Laemmli, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature
1970, 227, 680-685. [CrossRef]

59. Harrison, R.A.; Vickers, S.E. Use of fluorescent probes to assess membrane integrity in mammalian
spermatozoa. |. Reprod. Fertil. 1990, 88, 343-352. [CrossRef]

60. Lampiao, F; StrijJdom, H.; Du Plessis, 5.5. Direct nitric oxide measurement in human spermatozoa: Flow
cytometric analysis using the fluorescent probe, diaminofluorescein. Int. . Androl. 2006, 29, 564-567.
[CrossRef]

61. Gillan, L.; Evans, G.; Maxwell, WM. Capacitation status and fertility of fresh and frozen-thawed ram
spermatozoa. Reprod. Fertil. Dev. 1997, 9, 481-487. [CrossRef]

® © 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution
BY

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

134



5.4.ARTICULO 4

Effect of melatonin and nitric oxide on capacitation

and apoptotic changes induced by EGF in ram sperm

J

135



136



Resultados

10
11
12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Effect of melatonin and nitric oxide on capacitation and
apoptotic changes induced by EGF in ram sperm

1 1

Sara Miguel-Jiménez!, Melissa Carvajal-Serna!, Victoria Pefia-Delgado!, Adriana

Casao', Rosaura Pérez-Pel*.

'Department of Biochemistry and Molecular and Cell Biology, Faculty of Veterinary
Sciences, Institute of Environmental Sciences of Aragon (IUCA), University of Zaragoza;
saramiguel{@unizar.es (S.M.-1); mearvajals@unal.edu.co (M.C.-8.);
vpdelgado@unizar.es (V. P-D.); adriana@unizar.es (A.C.); rosperez@unizar.es (R. P-P.)

*Corresponding author:

Rosaura Pérez-Pe. rosperezi@unizar.es

Miguel Servet 177, 50013 Zaragoza, Spain

Abstract

Context: Apart from the canonical cAMP-PKA pathway, ram sperm capacitation can be
achieved by the MAPK ERK1/2 signalling cascade, activated by the epidermal growth

factor (EGF).

Aims: This study aims to investigate the effect of melatonin and nitric oxide (NO-) on

capacitation and apoptotic-like changes in EGF-capacitated ram spermatozoa.

Methods: In vitro capacitation was induced by EGF in absence or presence of melatonin
(100 pM or 1 uM). Also, a NO- precursor, L-arginine, or a NOS inhibitor, L-NAME,
were added to capacitation media to study the interaction of NO- and melatonin during
EGF-capacitation. Sperm functionality parameters (motility, viability, capacitation state),
apoptotic markers (caspase activation and DNA damage), NO- levels, and phosphorylated
JNK and p38 (assessed by Western blot), were evaluated in swim-up and capacitated

samples with EGF.
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Key results: Nitric oxide levels and the apoptotic-related markers raised after EGF
incubation. Melatonin had a bimodal role on sperm EGF-capacitation, preventing it at
high concentration and promoting acrosome reaction at low concentration, but neither of
the two concentrations avoided the increase in apoptotic-like markers or NO- levels.

However, melatonin at 1 pM prevented the activation of INK.

Conclusions: Nitric oxide metabolism does not seem to modulate the apoptosis-like
events in ram spermatozoa. Melatonin at 1 uM prevents ram sperm capacitation induced
by EGF, independently from nitric oxide metabolism, and it could be exerted by limiting

the INK MAPK activation.

Implications: This study should improve our understanding of the biochemical

mechanisms involved in sperm capacitation, and ultimately, fertility.

Keywords: ram spermatozoa, sperm capacitation, apoptosis, melatonin, epidermal
growth factor, nitric oxide, oxidative stress, MAP kinases

1. Introduction

In vitro ram sperm capacitation, apart from the canonical cAMP/PKA pathway (Grasa et
al. 2006; Colas et al. 2008), can be achieved by the binding of the epidermal growth factor
to its receptor (EGF/EGFR pathway) (Luna ef al. 2012). This pathway activates the
mitogen-activated protein kinase (MAPK ERK1/2) signalling cascade and seems to share
molecular signalling pathways with apoptosis through the activation of JNK and p38

MAPKSs (Luna et al. 2017).

Our previous studies have reported a bimodal action of melatonin on ram sperm in vitro
capacitation, promoting it at picomolar concentration and preventing it at micromolar

level, as well as its protective role against apoptosis and oxidative stress (Casao et al.
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2010, Gimeno-Martos et al. 2019; Miguel-Jiménez ef al. 2021). Du Plessis et al. (2010)
already proved the scavenging effects of melatonin on nitric oxide (NO-) and other
oxygen species in human spermatozoa, and a recent study proved its modulating effect
on sperm capacitation and oxidative stress in bull spermatozoa (Fernandez-Alegre et al.
2020). However, there are no studies about the effect of melatonin on EGF-induced ram

sperm capacitation.

Nitric oxide is shown to have an antiapoptotic role in spermatozoa to NO- (Roessner et
al. 2010), along with effects on sperm motility (Hellstrom et al. 1994; Donnelly et al
1997, O’Bryan et al. 1998), viability (Buzadzic et al. 2015), hyperactivation (Lewis et al.
1996; Yeoman ef al. 1998), capacitation (Zini et al. 1995; de Lamirande and Lamothe
2009; Tosti and Ménézo 2016), acrosome reaction (Revelli ef al. 2001; Herrero ef al.
2003) and zona pellucida-binding (Sengoku er al. 1998). One of the possible mechanisms
of action proposed for NO- on spermatozoa is the interaction with other signalling
molecules, such as MAPK, through the extracellular signal-regulated kinase (ERK)

pathway (reviewed by (Staicu and Matas 2017)).

We recently demonstrated the presence in ram spermatozoa of the three isoforms of the
enzyme nitric oxide synthase (NOS), which catalyses NO- production (Miguel-Jimenez
et al. 2020). Furthermore, these previous results also proved that NO- plays a role in the
ram sperm capacitation induced by cAMP-elevating agents (cAMP/PK A pathway), given
that the localisation of some NOS isoforms changes and the levels of NO- increase after
this process. Also, the induction of NO- synthesis by adding L-arginine causes an
increment in the percentage of acrosome-reacted spermatozoa. However, although
melatonin modifies the localisation of NOS isoforms in capacitating conditions with high-
¢AMP in ram sperm, it does not alter NO- levels. Thus, the effect produced by this

hormone on ram sperm capacitation induced by cAMP does not seem to be mediated
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through NO- metabolism. However, we do not know if melatonin could modulate the

EGF-induced capacitation on ram spermatozoa through nitric oxide.

Considering all this background, we aimed to determine the influence of melatonin at two
concentrations, due to the dose-dependent effects that it has on ram spermatozoa, and
NO- on EGF-mediated ram sperm capacitation and their effect on apoptotic markers and

p38 and JNK kinases activation during this process.

2. Materials and Methods

Otherwise stated, all reagents were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany).

2.1. Semen Collection and Processing
Semen from nine Rasa Aragonesa rams (2—4 years old) was collected with the aid of an
artificial vagina. All the rams belonged to the Rasa Aragonesa National Breeding
Association (ANGRA, Zaragoza, Spain) and were kept at the Experimental Farm of the
Veterinary School of the University of Zaragoza under the same nutritional conditions.
All experimental procedures were performed under the project license PI39/17 approved
by the University of Zaragoza Ethics Committee for Animal Experiments (approval date:
24 May 2017), following the Spanish Policy for Animal Protection RD53/2013, which
meets the European Union Directive 2010/63 on the protection of animals used for

experimental and other scientific purposes.

Two successive gjaculates were collected every two days, and second ejaculates from 4
or 5 rams were pooled and processed together to avoid individual differences (Ollero et

al. 1996). Ejaculates were kept at 37 °C until analysis.

In order to obtain a plasma-free sperm population, a dextran/swim-up procedure (Garcia-

Lopez et al. 1996) was performed in a medium with the following composition: 200 mM
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sucrose, 50 mM NaCl, 2.7 mM CaClz, 18.6 mM sodium lactate, 21 mM HEPES, 10 mM
KCl, 2.8 mM glucose, 0.4 mM MgSQO4, 0.3 mM sodium pyruvate, 0.3 mM K:HPO4, 5
mg/mL bovine serum albumin (BSA), 30 mg/ml, dextran, 1.5 IU/mL penicillin and 1.5
mg/ml. streptomycin, pH 6.5. Four supernatants were obtained, the first one was
discarded to avoid seminal plasma contamination, and the three remaining ones were

pooled and named “swim-up samples”.

Sperm concentration was calculated in duplicate using a Neubauer chamber (Marienfeld,

Lauda-Kénigshofen, Germany).

2.2. In Vitro Capacitation
Swim-up-selected spermatozoa, in aliquots of 1.6 x 103 cells/mL, were incubated for 3 h
at 39 °C in a humidified incubator with 5% COz in the air. Incubations were performed
in complete TALP medium (Parrish et al., 1988) (100 mM NaCl, 3.1 mM KCl, 25 mM
NaHCOs, 0.3 mM NaHzPO4, 21.6 mM Na lactate, 3 mM CaClz, 0.4 mM MgClz, 10 mM
HEPES, 1 mM Na pyruvate, 3 mM glucose and 5 mg/mL BSA, pH 7.3) supplemented
with epidermal growth factor (EGF) (Abcam, Cambridge, UK) at 100 nM (Cap-EGF

samples) (Luna ef al. 2012).

To further investigate the role of NO- during in vitro capacitation, NG-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), a nonselective NO- synthase inhibitor, was added to the Cap-
EGF samples at 1 mM, whereas L-arginine (L.-arg), a NOS substrate, was used at 10 mM
concentration, based on the previous work of Hasanpour (2007) and our previous results

in ram spermatozoa (Miguel-Jimenez ef al. 2020).

Melatonin was solubilized in dimethyl sulphoxide (DMSQO) and phosphate-buffered
saline (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, 8.1 mM NayHPO4 and 1.76 KH2PO4, pH 7.4)

and added to capacitation media at a final concentration of 1 uM or 100 pM on the basis
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of our previous studies (Casao ef al. 2010; Gimeno-Martos et af. 2019; Miguel-Jimenez
et al. 2020). The final concentration of DMSO in all melatonin samples was 0.1%. Same
DMSO concentration was included in the control samples (without melatonin) incubated

in capacitating conditions.

The experimental groups were defined as follows: swim-up (spermatozoa selected by the
dextran/swim-up method before inducing in vitro capacitation) and Cap-EGF
(spermatozoa incubated under capacitating conditions in TALP medium with 100 nM
EGF when no compounds were added). The addition of L-arginine, L-NAME or/and
melatonin to the Cap-EGF samples was indicated when necessary. Each experimental set

was replicated 5 times.

2.3. Sperm Motility Evaluation
Total and progressive motility were evaluated using the motility module of the
OpenCASA, afree and open-source software that we recently developed (Alquezar-Baeta
et al. 2019). Two drops of 2 uL of each sample, diluted to a final concentration of 3 x 10’
cells/mL, were placed in a Makler counting chamber (Sefi-Medical Instruments, Haifa,
Israel) pre-warmed and maintained at 37 °C during all the analyses by a heated slide
holder. Spermatozoa were recorded with a video camera (Basler acA1920; Basler Vision
Components, Ahrensburg, Germany) mounted on a microscope (Nikon Eclipse 50i,
Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan) equipped with a 10x negative-phase contrast lens.
Four different ficlds were recorded in each drop, and the recorded videos were evaluated
with the following settings: 60 frames per second, 120 frames, 800 x 600 pixel image
resolution, 10 um’ minimum eell size, 100 um? maximum cell size, STR (straightness
coefficient) >80% and VAP (mean velocity) >90%, 10 pm/s minimum VCL (curvilinear
velocity), 100 pm/s VCL lower threshold, 200 m/s VCL upper threshold, 30 frames

minimum track length and 20 pm maximum displacement between frames.
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2.4. Determination of Capacitation Status
Sperm capacitation state was evaluated by the chlortetracycline (CTC) assay (Ward and
Storey 1984), previously validated in ram spermatozoa (Grasa et al. 2006). A CTC
solution (750 pM; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) was prepared in a buffer
containing 20 mM Tris, 130 mM NaCl and 5 pM cysteine, pH 7.8, and passed through a
0.22 pum filter. After that, 20 pl. of CTC solution was added to 18 pl. of each sperm
sample, fixed with 5 pl. of 1.25% (w/v) paraformaldehyde in 0.5 M Tris-HCI (pH 7.8)
and incubated at 4 °C in the dark for 30 min. Six microliters of the stained sample were
placed onto a glass slide and mixed with 2 ul. of 0.22 M 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
(DABCO) in glycerol:PBS (9:1 v/v). The samples were covered with 24 » 60 mm
coverslips, sealed with transparent enamel and stored in the dark at -20 °C until
evaluation. The samples were examined using a Nikon Eclipse E-400 microscope (Nikon
Corporation, Kanagawa, Japan) under epifluorescence illumination with a V-2A filter,
and at least 200 spermatozoa were scored per sample. Three sperm patterns were
identified (Gillan et al. 1997): non-capacitated (even distribution of fluorescence on the
head, with or without a bright equatorial band), capacitated (with fluorescence in the
acrosome) and acrosome-reacted cells (showing no fluorescence on the head, with or

without a bright equatorial band).

2.5 Flow Cytometry Analysis
All the measurements were performed on a Beckman Coulter FC 500 flow cytometer
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) equipped with two excitation lasers (488 nm air-
cooled Argon ion laser and 633 nm Red Solid-state laser); five absorbance filters (FI1.1-
525, FL.2-575, FL3-610, FL4-675 and FL5-755; +5 nm bandpass filters) and CXP
software. A minimum of 20,000 events were evaluated in each sample. The sperm

population was identified for further analysis on the basis of its specific forward (FS) and
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side-scatter (S8) properties; thus, other events were excluded. A flow rate stabilized at

200-300 cells/s was used.

2.5.1. Sperm Membrane Integrity
Sperm viability, considered the integrity of the cell plasma membrane, was assessed by
adding 3 ul. of 1 mM carboxyfluorescein diacetate (CFDA), 1.5 mM propidium iodide
(PD) and 5 uL of formaldehyde (0.5% (v/v) in water) to a {inal concentration of 5 x 10°
cells/mL in a 300 pul. volume, based on a modification of the procedure described by
Harrison and Vickers (Harrison and Vickers 1990). Samples were incubated at 37 °C in
darkness for 15 min. For the sperm viability analysis, the Argon laser and filters FL.1-525
and FL4-675 nm were used to avoid overlapping. The monitored parameters were FS log
and S8 log (for sperm identification), FL1 log (CFDA) and FL4 log (PI). The percentage

of viable spermatozoa (PI-/CFDA+) was evaluated.

2.5.2. Inmtracellular Nitric Oxide Levels
Intracellular NO- levels were determined using 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-
2; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). DAF-2 is a cell-permeable probe that, in
the presence of NO-, is metabolized to the highly fluorescent triazolofluorescein (DAF-
2T) (Lampiao et al. 2006). Samples of 5 x 10° cells/mL were stained with 10 uM DAF-
2 and 1.5 mM PL incubated at 37 °C in darkness for 15 min and analysed by flow
cytometry using the argon laser and filters F1.1-525 and FL4-675 nm. The monitored
parameters were FS log, SS log, FL1 log (DAF-2) and F1.4 log (PI). Three populations
were distinguished: viable cells with high NO- production (PI-/DAF-2+), viable cells with

low NO- production (PI-/DAF-2-) and nonviable cells (PI+/DAF-2-).

2.5.3. Caspases activation
Active caspase-3 and -7 were detected with the Vybrant™ FAM Caspase-3 and -7 Assay

Kit for flow cytometry (Thermo Fisher Scientific, Waltham, M A, United States). Samples
8
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of 300 puL (6 x 10° cells) were loaded with 3 uL of the 30x FAM-Peptide-FMK and were
incubated at 37°C and 5% CQO» in the dark for 60 min. After washing twice with 300 pl
of washing buffer (supplied with the kit) by centrifuging at 600 < g for 8 min at RT, the
obtained pellet was resuspended with 300 ul of washing buffer, and cells were evaluated
by flow cytometry. Monitored parameters were FS log and SS log to identify sperm cells,

and FL1 (FITC-VADFMK). Percentages of caspase+ spermatozoa were represented.

2.5.4. DNA fragmentation
Apoptotic-like DNA fragmentation in ram spermatozoa was evaluated by the TUNEL
(terminal transferase-mediated dUDP nick end-labelling) assay using an In Situ Cell
Death Detection Kit with fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled dUTP (Roche,
Mannheim, Germany) (Li and Darzynkiewicz 1995). After fixation of sperm samples (4
% 107 cells/ml) with 4% paraformaldehyde in PBS at room temperature (RT) for 1 h, cells
were washed with 100 ul of PBS and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in 0.1%
sodium citrate. After washing with PBS, the ¢longation reaction was performed by
incubating the obtained pellet with 50 pl of labelling solution that contained the TdT
enzyme and dUTP for 1 h at 37 °C in the dark. For each experimental set, a negative
control was prepared by omitting TdT from the reaction mixture. T'wo subsequent washes
with PBS at 600 = g for 10 min at RT were performed to stop the reaction, and flow
cytometry analysis was carried out. Positive controls were simultaneously prepared by an
additional treatment with 10 IU DNase I for 10 min at 15 °C-25 °C before the elongation
reaction. Monitored parameters were FS log, SS log, and FLL1 (TUNEL). Percentages of

DNA-damaged spermatozoa (TUNEL+) were represented.

145



Resultados

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

146

2.6.5SDS-PAGE and immunoblotting
To investigate the role of melatonin in the activation of certain MAPKs, Western blot
analysis were performed to detect the active (phosphorylated) forms of JNK and p38
proteins. Sperm proteins were extracted from swim-up-selected and EGF-capacitated
spermatozoa, as previously described by Colas et al. (Colas ef al. 2008). Semen was
diluted in PBS (1.6 x 10% cells/mL) and centrifuged at 900 x g for 5 min. The supernatant
was discarded, and the pellet was resuspended in 200 pL of extraction sample buffer (125
mM Tris—HCI (pH 6.8) and 2% SDS (w/v)) with a 10% protease inhibitors cocktail
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany; reference P8340). After incubation at 100 °C in a
sand bath for 5 min, samples were centrifuged again at 7500 x g for 5 min at 4 °C. The
supernatant was recovered, and B-mercaptoethanol, glycerol and bromophenol blue (in

10% glycerol) were added to final concentrations of 3%, 1% and 0.002 % (v/v),

respectively. Lysates were stored at -20 °C.

Sperm extracted proteins (25 uL, 0.5-1 mg/mL) were separated in one dimension by 10%
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli
1970) and transferred onto a PVDF membrane using a transfer unit (Trans-Blot Turbo
Transfer System, Bio-Rad, Hercules, CA, United States). A positive antigen control
consisting of 10 pg of an EGF-stimulated A431 cell lysate (Millipore; Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) was added. Nonspecific sites on the PVDF membrane were
blocked with 5% BSA (w/v) in PBS for 4 h. To identify the phosphorylated forms of INK
and p38 MAPKs, membranes were incubated overnight at 4 °C with anti-phospho-JNK
(Thr183/Tyr185, Thr221/Tyr223) (Millipore Cat¥ 07-175, RRID:AB_310412), and anti-
phospho-p38a (Thr180/Tyr182) (Millipore Cat# 05-1059, RRID:AB 1977402) rabbit
primary antibodies, respectively, whereas a mouse anti-tubulin antibody (Santa Cruz

Biotechnology, Dallas, TX, USA, Cat#sc-8035, RRID: AB 628408) was used as a
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loading control. All antibodies were diluted 1/1000 in 0.1% (v/v) Tween-20 in PBS
containing 1% (w/v) BSA. After extensive washing with 0.1% (v/v) Tween-20 PBS,
membranes were incubated for 75 min at room temperature with the secondary antibodies
donkey anti-rabbit (IRDye 680RD donkey anti-rabbit IgG antibody, LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, USA, Cat# 926-68073, RRID: AB 10954442) and donkey
anti-mouse (RDye 800CW donkey anti-mouse IgG antibody, LI-COR Biosciences Cat#
926-32212, RRID: AB 621847) diluted 1/15,000 in 0.1% (v/v) Tween-20 PBS
containing 1% (v/v) BSA. After extensive washing, membranes were scanned using the
OdisseyCLx Imaging System (LI-COR Biosciences). Western blot images were
quantified using Odyssey Clx Infrared Imaging System software (Li-COR Biosciences)
to determine the relative intensity of the JNK and p38 protein bands normalized to the

tubulin control.

2.7. Statistical Analysis
Differences between the groups in motility, viability, CTC staining, NO- levels, and
apoptotic-like markers (caspase activation and DNA damage) were analysed by means of
the chi-square test. After evaluating the data distribution of MAPKs expression profiles
by the Shapiro-Wilk test, differences in phospho-JNK and phospho-p38 were analysed
by Kruskal-Wallis non-parametric test, followed by Dunn’s post hoc test. A p value of <
0.05 was considered statistically significant. All statistical analyses were performed using

GraphPad Prism 8 (v. 8.01; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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3. Results

3.1. Effect of L-arginine, L-NAMFE and melatonin on sperm motility during in vitro
capacitation

Sperm motility, total and progressive, was not affected by capacitation with EGF (Figure
1). At any of the studied concentrations, melatonin did not cause any significant changes
in terms of total or progressive motility. The addition of L-arginine to EGF capacitated
samples decreased total motility (p < 0.03), and combination with melatonin did not
prevent it. However, L-arginine did not alter progressive motility (Figure 1 right). The
presence of L-NAME did not significantly affect total motility, but sperm progressivity
was higher than in Cap-EGF samples (p < 0.05), and the combination with melatonin 1
uM kept the high progressivity values. Nevertheless, combination of 100 pM melatonin
did not cause any significant effect. After evaluating other sperm kinematic parameters,

no significant differences between treatments were found (Supplementary material).

3.2. Effect of L-arginine, L-NAME and melatonin on sperm viability during in vitro
capacitation

Sperm viability, according to membrane integrity, slightly decreased after EGF-induced

in vitro capacitation (p < 0.05) (Figure 2). The combination of melatonin 100 pM with L-

arginine resulted in the largest decline in sperm viability (p < 0.03).

3.3. Effect of L-arginine, L-NAMEFE and melatonin on the capacitation status
The assessment of ram sperm capacitation by CTC staining revealed an increment (p <
0.05) in the percentage of capacitated and acrosome-reacted spermatozoa under

capacitating conditions (Cap-EGF), in comparison to swim-up samples (Figure 3).

The presence of melatonin at 1 pM concentration in the EGF capacitation medium

significantly reduced (p < 0.01) sperm capacitation rate, consequently maintaining a
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higher percentage of non-capacitated spermatozoa, similar to that existing in the swim-
up samples. The NOS inhibitor, L-NAME, had similar effects to melatonin 1 uM, but the
combination of both treatments did not boost their individual effects. In contrast, the
addition of L-arginine raised significantly (p < 0.01) the percentage of acrosome-reacted
spermatozoa compared to Cap-EGF samples. When L-arginine was combined with
melatonin 1 pM, acrosome reaction was significantly lower (p < 0.01) than in samples
with L-arginine only. On the other hand, the addition of melatonin 100 pM to the EGF-
capacitation media caused a significant (p < 0.01) increment in the percentage of
acrosome-reacted spermatozoa, reaching similar values to those provoked by L-arginine.

This effect was not altered by combining melatonin 100 pM with L-arginine or L-NAME.

3.4. Effect of L-arginine, L-NAME and melatonin on nitric oxide levels during EGF-
induced capacitation

Nitric oxide levels were assessed by flow cytometry before and after in vitro capacitation,
and results are shown in Figure 4. The percentage of live spermatozoa with high NO-
levels (DAF+/PI-) increased after in vitro capacitation induced by EGF (p <0.01, Figure
4). The presence of melatonin 1 uM did not significantly alter NO- levels, nor did the
NOS inhibitor, L-NAME. However, the addition of L-arginine to the capacitation media
sharply increased the percentage of spermatozoa with high NO- levels compared to Cap-
EGF samples (p < 0.05, Figure 4). When L-arginine was combined with melatonin 1 uM,
the oxidative effect of L-arginine was diminished to a certain extent (21 + 1.69% in L-
arg vs 16.10 + 2.07% in Mel 100 pM + L-arg, p = 0.07, Figure 4), and differences with
Cap-EGF sample also disappeared. However, when L-arginine was combined with

melatonin at 100 pM, NO- values were not decreased.
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3.5. Effect of L-arginine, L-NAME and melatonin on apoptotic markers in EGF-
capacitated samples
3.5.1. Caspases activation
Spermatozoa with active caspases-3 and 7 were detected by flow cytometry, and the
results showed a significant increase (p < 0.001) of caspase activation after in vitro
capacitation by EGF addition (Figure 5). No remarkable effects were caused by any of

the treatments in comparison to Cap-EGF samples (p > 0.05).

3.5.2. DNA fragmentation
Damaged DNA is another indication of apoptotic-like changes, so we evaluated DNA
fragmentation in ram spermatozoa by the TUNEL assay evaluated with flow cytometry.
Higher percentages (p <0.05) of spermatozoa with fragmented DNA were observed after
in vitro capacitation with EGF (Figure 6). However, neither the presence of melatonin

nor the NOS inhibitor or the activator did affect the DNA integrity (p = 0.05).

3.6. Effect of L-Arginine, L-NAME and melatonin on activation of JNK and p38 in
EGF- capacitated samples

To determine the effect of melatonin and NO- on activation of INK and p38 MAPKSs in
EGF-capacitated samples, Western blot analysis of the phosphorylated (active) forms of
both proteins (Figure 7) were performed. A band of approximately 50 kDa compatible
with the predicted molecular weight for phospho-JNK was revealed (Figure 7A). Levels
of phospho-JNK sharply increased after 3 h incubation in capacitating conditions with
EGF (p <0.01, Figure 7C). The addition of 1 uM melatonin to EGF capacitation media
resulted in a significant (p < 0.03) reduction of the phospho-JNK signal intensity

compared with Cap-EGF and L-arginine samples.

14



Resultados

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

Regarding phospho-p38 MAPK, a band of approximately 40 kDa, compatible with the
predicted molecular weight was observed in all samples (Figure 7B). Also, p38

phosphorylation levels remained unchanged during in vitro capacitation.

4, Discussion

Qur previous studies showed that melatonin has a dual effect on ram sperm capacitation,
promoting this process at picomolar concentration and avoiding it at micromolar
concentration. This bimodal role of melatonin was observed when ram spermatozoa were
in vitro capacitated in a basal medium with calcium and bicarbonate (Casao et al. 2010)
and by cAMP-elevating agents (Gimeno-Martos et al 2019). The evidence of an
alternative way to induce capacitation in ram spermatozoa, involving EGF/EGFR and
MAPK pathways (Luna et al. 2012; Luna et al. 2017), made us investigate whether
melatonin may also have a modulating effect in these conditions. In the present study, the
presence of 100 nM EGF in capacitation media successfully led to sperm capacitation,
as Luna et al. (2012) had previously demonstrated. Under these conditions, we showed
that the addition of melatonin at micromolar concentration prevented the capacitating
effect of EGF, while at picomolar concentration, acrosome reaction was promoted and
non-capacitated spermatozoa decreased. One possible mechanism by which melatonin

modulates ram sperm capacitation induced by EGF could be a direct action on NO- levels.

In spermatozoa, there must be a balance in the reactive oxygen species (ROS) levels, as
they are essential for sperm functionality, but an excess can be detrimental (reviewed by
(Aitken 2017; Dutta er al. 2019)). ROS comprises not only oxygen radicals but also a
subclass of nitrogen-containing compounds collectively known as reactive nitrogen
species (RNS), where NO- is included. Nitric oxide is involved in sperm function,

including motility (Hellstrom ef al. 1994; Lewis et al. 1996; O’Bryan et al. 1998),
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capacitation (de Lamirande and Lamothe 2009, Tosti and Ménézo 2016), acrosome
reaction (Revelli ef al. 2001; Herrero et al. 2003) chemotaxis (Miraglia et al. 2007) and
apoptosis (Roessner ef afl. 2010). We had already observed that NO-levels increase during
canonical ram sperm capacitation induced by cAMP-elevating agents (Miguel-Jimenez
et al. 2020). In the present study, we showed that NO- production was also increased
during sperm capacitation mediated by EGF. In addition, the stimulation with L-arginine
raised NO- levels and promoted acrosome reaction in EGF-capacitated ram spermatozoa,
as we had already observed in canonical cAMP/PKA-mediated capacitation (Miguel-
Jimenez et al. 2020). However, the NOS inhibitor, L-NAME, did not prevent NO-
generation as expected. Previously, we had observed this lack of effect when ram sperm
capacitation was induced in TALP media, but an increment in NO- levels was detected
when TALP was supplemented with cAMP-elevating agents (Miguel-Jimenez et al.
2020). A possible explanation could be that cAMP-elevating agents, which promote ram
sperm capacitation more efficiently, raised NO- levels to a greater extent than the addition
of EGF or the TALP medium alone; thus, the L-NAME preventive effects would be more
evident. Surprisingly, although L-NAME did not apparently reduce NO- levels in the
present study, it prevented the decrease in the percentage of non-capacitated spermatozoa
provoked by EGF, maintaining similar values than before capacitation induction, and
enhanced sperm progressive motility. Contradictory effects of L-NAME have been
reported in different species. The preventive effect of NOS inhibitors in sperm
capacitation and acrosome reaction has been described in human (Herrero et al. 1999; de
Lamirande and Lamothe 2009), mice (Kameshwari et al. 2003), boar (Aquila et al. 2011),
buffalo (Roy and Atreja 2008) and bull (O'Flaherty et al. 2004), whereas other authors
did not observe any action of this compound on capacitation (Zini et al. 1995; de Andrade

et al. 2018). Similarly, differing results have been published about the effects of NO- on
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sperm motility. While some authors state the beneficial effects of NO- at low
concentration (Hellstrom et al. 1994, Zini ef al. 1995, Lewis ef al. 1996, Donnelly et al.
1997), others point to the detrimental effect on sperm movement at higher concentrations
(Rosselli er al. 1995, Weinberg et ol 1995; Ratnasooriya and Dharmasiri 2001;
Hassanpour et al. 2007). Our results agreed with those statements, as higher levels of
NO-, promoted by L-arginine, reduced total motility although without affecting

progressivity.

Among the effects attributed to melatonin in sperm function, it is noteworthy its
antioxidant role (Jang et al. 2010; Ortiz et al. 2011; Pool et al. 2021; Bhalothia et al
2022; Shayestehyekta et al. 2022). Particularly in ram spermatozoa, melatonin has a
protective role against oxidative stress, at least reducing ROS and superoxide levels
(Gimeno-Martos ef al. 2019; Miguel-Jiménez ef al. 2021; Pool et al. 2021; Bhalothia et
al. 2022). However, melatonin has no scavenging effects on NO- levels in ram
spermatozoa capacitated with cAMP-elevating agents, despite being able to change the
NOS location (Miguel-Jimenez et al. 2020). In this work, we have demonstrated the same
lack of effect of melatonin on NO- levels when ram spermatozoa are capacitated with
EGF. Nonetheless, melatonin at 1 uM tended to reduce the NO- levels raised by L-
arginine to similar values than in control capacitated samples. This slight antioxidant
effect was not observed when combining L-arginine with melatonin at 100 pM since NO-
levels remained as high as those provoked by L-arginine alone. These contrasting results
may be a consequence of the observed bimodal role of this hormone on ram sperm
capacitation. Thus, melatonin at micromolar concentrations, which had a decapacitating
effect, was even able to inhibit the promoting effect of L-arginine on acrosome reaction,
together with a reduction of the NO- levels. Conversely, 100 pM melatonin promoted

acrosome reaction in the same way as L-arginine did, and its presence did not modify the
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effects of the L-Arginine, except for a slight decrease in viability. The combination of
100 pM melatonin with L-NAME avoided the decapacitating effect of the latter, reducing
the percentage of non-capacitated spermatozoa and leading to a high rate of acrosome
reaction. However, although acting in the same way that L-NAME, the higher
concentration of melatonin did not show a synergic effect in combination with it.
Considering these results, it seems that melatonin could modulate EGF-mediated ram
sperm capacitation by a direct action on NO- levels because melatonin at high
concentration provoked the same effect as the NOS inhibitor, maintaining sperm in a non-
capacitated status. On the contrary, melatonin at low concentration acts similarly to the
NO- generator, promoting acrosome reaction. The fact that melatonin did not show a
scavenging effect of NO- levels may be due to the technical limitations of the
measurement, as NO- is a short half-life molecule, which makes it difficult to detect
(Donnelly et al. 1997) except when high NO- production was forced through L-arginine.
Yet, changes in the sperm capacitation state were avoided when L-arginine was combined

with 1pM melatonin.

One possible mechanism of action for NO- in spermatozoa (reviewed by (Lopez-Ubeda
and Matas 2015; Staicu and Matas 2017) could be the modulation of the extracellular
signal-regulated kinase (ERK) pathway (reviewed by (Staicu and Matas 2017), through
the interaction with signalling molecules such as MAPK. JNK and p38 MAPKs are
activated during in vitro ram sperm capacitation with EFG and are also involved in sperm
apoptotic-like changes (Luna et al. 2017). Thus, the effect of NO- and melatonin on
apoptotic-like markers and JNK and p38 MAPKSs activation would be of great interest. In
the present study, the analysis of apoptotic-like markers revealed an increase in the
caspases activation and DNA damage after EGF mediated-capacitation, as well as the

activation of INK evidenced by Western blotting, in concordance with Luna et al. (2017).
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However, p38 MAPK phosphorylation showed no changes after capacitation. Concerning
the role that would play NO- on apoptosis-like events, the sharp increase in NO- levels
by L-arginine addition did not provoke any change in neither apoptosis markers nor JINK
and p38 phosphorylation. Previous studies have reported contradictory effects of NO-.
Incremented caspase-3 activation was detected in the presence of a NO- donor in boar
(Moran et al. 2008) and human spermatozoa (Lampiao et al. 2014), whereas Roessner et
al. (Roessner et al. 2010) correlated NOS activity negatively to caspase activation and

DNA fragmentation in human.

Melatonin did not cause any significant effect in caspase activation or DNA
fragmentation triggered by EGF-capacitation; however, at 1 pM concentration it was able
toreduce JNK activation. Other studies have reported an antiapoptotic action of melatonin
in somatic cells (Sainz et al. 2003, Jou et al. 2007), rat testes (Guneli et al. 2008; Huang
et al. 2009) and spermatozoa from rabbit (Zhu ef al. 2019), human (Zhao ef al. 2021) and
ram (Casao et al. 2010; Pool et al. 2020; Pool et al. 2021). However, differences in the
treatments and incubations that lead to apoptosis in those studies (cold-shock, heat-stress
or different capacitating conditions), together with the species specificity, could influence

the melatonin ability to prevent apoptotic-like changes.

Summarizing the results in this paper, we have evidenced the modulating role of
melatonin on EGF-mediated ram sperm capacitation, preventing it at high concentration
and promoting acrosome reaction at low concentration. Also, we have demonstrated that
NO- is involved in EGF-mediated capacitation since it was increased after this process,
and a greater rate of acrosome-reacted spermatozoa was observed after enhancing NO-
production by L-arginine. Although melatonin at high concentration does not
significantly reduce the increment in the NO- levels provoked by a NO- generator (L-

arginine), it is able to avoid its effect on acrosome reaction. However, NO- does not seem

19

155



Resultados

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479
480
481
482
483
484
485

486

156

to be involved in the apoptosis-like events nor in the activation of JNK or p38 MAPKSs in
ram spermatozoa. Nonetheless, melatonin at high concentration is able to reduce JNK
activation, which seems to be more related to its decapacitating action than to an

antiapoptotic effect since no changes in apoptotic-like markers were observed.
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Figure 1. Percentage of total motile spermatozoa (left) and progressive spermatozoa
(right) before (swim-up, white bars) and after EGF-mediated in vitro capacitation without
(Cap-EGF) or with L-arginine 10 mM (L-arg), L-NAME 100 uM (light grey bars) or
melatonin (Mel) at 100 pM (dark grey bars) and 1 pM concentrations (black bars) alone
or in combination with L-arg or L-NAME. Data are represented as mean+ S.E.M (n = 5).

Difterent letters indicate significant statistical differences (p <0.05).
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Figure 2. Percentage of viable spermatozoa before (swim-up, white bars) and after in
vitro capacitation with EGF without (Cap-EGF) or with L-arginine 10 mM (L-arg), L-
NAME 100 uM (light grey bars), or melatonin (Mel) at 100 pM (dark grey bars) and 1
UM concentrations (black bars) alone or in combination with L-arg or L-NAME. Data are
represented as mean + S.EM (n = 5). Different letters indicate significant statistical

differences (p < 0.05).
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Figure 3. Percentage of non-capacitated, capacitated and acrosome-reacted ram
spermatozoa, evaluated by CTC, before (swim-up, white bars) and after in vitro
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capacitation with EGF (Cap-EGF) and with L-arginine 10 mM (L-arg), L-NAME 100
uM (light grey bars), or melatonin (Mel) at 100 pM (dark grey bars) and 1 uM
concentrations (black bars) alone or in combination with L.-arg or L-NAME. Data are

represented as mean + SEM (n = 5). Different letters indicate significant statistical

differences (p < 0.03).
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Figure 4. Percentage of live spermatozoa with high NO- levels (DAF-+/PI-) before (swim-
up, white bars) and after in vitro capacitation with EGF without (Cap-EGF) or with L-
arginine 10 mM (L-arg), L-NAME 100 pM (light grey bars), or melatonin (Mel) at 100
pM (dark grey bars) and 1 uM concentrations (black bars) alone or in combination with
L-arg or L-NAME. Data are represented as mean + S EM (n = 5). Different letters

indicate significant statistical differences (p < 0.05).
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Figure 5. Percentage spermatozoa with active caspases-3 and 7 (Caspasest), before
(swim-up, white bars) and after in vitro capacitation with EGF without (Cap-EGF) or
with L-arginine 10 mM (L-arg), L-NAME 100 uM (light grey bars), or melatonin (Mel)
at 100 pM (dark grey bars) and 1 uM concentrations (black bars) alone or in combination
with L-arg or L-NAME. Data are represented as mean = S.E.M (n = 5). Different letters

indicate significant statistical differences (p < 0.05).
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Figure 6. Percentage spermatozoa with damaged DNA (TUNEL+), before (swim-up,
white bars) and after in vitro capacitation with EGF without (Cap-EGF) or with L-

arginine 10 mM (L-arg), L-NAME 100 pM (light grey bars), or melatonin (Mel) at 100
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778  pM (dark grey bars) and 1 M concentrations (black bars) alone or in combination with
779  L-arg or L-NAME. Data are represented as mean + SE.M (n = 5). Different letters

780 indicate significant statistical differences (p < 0.05).
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781

782  Figure 7. Representative image of western blot analysis of the phosphorylated forms of
783  JNK (A)and p38 (B) MAPKs in ram spermatozoa protein extracts before (swim-up, lane
784 1) and after in vitro capacitation with EGF without (Cap-EGF, lane 2) or with L-arginine
785 10 mM (lane 3), L-NAME 100 uM (lane 4), or melatonin (Mel) at 100 pM (lane 5)and 1
786  uM concentrations (lane 8) alone or in combination with L-arg (lanes 6 and 9,
787  respectively) or L-NAME (lane 7 and 10, respectively). Positive control (EGE-stimulated
788  A431 cell lysate, lane 11). Densitometric quantification of JNK (C) and p38 (D)
789  normalized to g-tubulin (loading control, cropped lanes in panels A, B) before (swim-up,

790  white bars) and after in vitro capacitation with EGF without (Cap-EGF) or with T-
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791  arginine 10 mM (L-arg), L-NAME 100 pM (light grey bars), or melatonin (Mel) at 100
792  pM (dark grey bars) and 1 uM concentrations (black bars) alone or in combination with
793  L-arg or L-NAME. Data represented as mean + S.E.M (n = 5). Different letters indicate

794 significant statistical differences (p < 0.05).
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6.1. Efecto quimiotactico de la melatonina sobre la orientacidon espermatica

en la especie ovina

Los espermatozoides eyaculados deben completar su maduracién a lo largo de su
transito por el tracto reproductor femenino, para finalmente adquirir la capacidad fecundante
(Austin, 1951; Chang, 1951). El proceso de capacitacion, como se ha explicado anteriormente,
implica una serie de cambios a nivel de membranay en su patron de movimiento (denominado
hiperactivacién flagelar), entre otros (Yanagimachi and Noda, 1970; Gadella and Harrison,
2000; Puga Molina et al., 2018). Durante este transito, se produce una seleccién espermatica
y sélo unos pocos llegan al entorno del ovocito (Barratt and Cooke, 1991; Williams et al.,
1993). Alli, en la mayoria de las especies, solo los espermatozoides capacitados e
hiperactivados son capaces de atravesar las células del cumulus (Jaiswal et al., 1998;
Gakamsky et al., 2009). Asi pues, para llegar con éxito hasta el ovocito parece fundamental la
existencia mecanismos de orientacién espermatica, como la quimiotaxis. Estudios previos han
demostrado la capacidad quimioatrayente del fluido folicular sobre espermatozoides de
algunos mamiferos (Giojalas and Rovasio, 1998; Oliveira et al., 1999; Sun et al., 2005; Vieira
et al., 2021), pero la cuestién principal es cual o cudles de todos sus componentes son los que

provocan dicha respuesta.

Dado que la melatonina esta presente en el entorno del ovocito (Xiao et al., 2019) y es
capaz de ejercer efectos directos sobre los espermatozoides ovinos (Casao et al., 2010b;
Gimeno-Martos et al., 2019), en esta tesis se planted la hipdtesis de que la melatonina podria
ser una sustancia con capacidad quimioatrayente para el espermatozoide ovino, y su
demostracién constituyé el primer objetivo de la presente tesis doctoral. El primer abordaje
para lograr este objetivo consistid en la inclusién de melatonina a diferentes concentraciones
en la capa superior o medio de recogida utilizado en la técnica de selecciéon espermatica swim-
up/dextrano. En esta técnica el eyaculado es depositado en el fondo de un tubo y los
espermatozoides son capaces de nadar hacia este medio de recogida. Una capa intermedia,
enriguecida en dextrano y depositada entre el eyaculado y el medio de recogida, constituye
una barrera fisica que impide el paso de espermatozoides sin buena motilidad, y ademas
retiene en parte a los espermatozoides con su membrana alterada. Por tanto, al cabo de un

tiempo de incubacién, en el medio de recogida se obtiene una poblacidon espermatica libre de
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plasma seminal, ademas de enriquecida en espermatozoides con buena motilidad y viabilidad.
La inclusion de melatonina a concentracion 100 pM o 1 uM en el medio de recogida dio lugar
a un mayor porcentaje de recuperacion de espermatozoides que en el grupo control, es
decir, sin melatonina en la capa superior, pero solamente durante la época no reproductiva
(articulo-manuscrito 1). A pesar de que la presencia de melatonina en la capa superior del
swim-up/dextrano no aumenté el porcentaje de células viables, como el porcentaje de células
recuperadas fue mayor en presencia de hormona, se puede decir que también se obtuvo un
mayor numero de espermatozoides viables en la capa superior en comparacion con el grupo
control sin hormona. Por otro lado, la poblacién espermatica seleccionada en presencia de
melatonina a concentracion 100 pM en la capa de recogida presenté un mayor porcentaje
de espermatozoides capacitados que las otras muestras. Esto sugirié dos posibles
explicaciones: o bien los espermatozoides que ya estaban capacitados en el eyaculado son los
que mayoritariamente respondieron a ese gradiente hormonal, como ocurre en otras especies
(Cohen-Dayagetal., 1995; Fabro et al., 2002), o bien que los espermatozoides que llegan hasta
la capa superior se capacitan al entrar en contacto con la melatonina. Aunque las condiciones
de incubacidn fueron diferentes a las del presente estudio, trabajos previos en nuestro grupo
de investigacion demostraron que una concentracion de melatonina 100 pM tiene efecto
capacitante en la especie ovina (Casao et al., 2010b; Gimeno-Martos et al., 2019), por lo que
también podria tener el mismo efecto durante el proceso de swim-up. Ademas, los
espermatozoides seleccionados con melatonina 100 pM mostraron una mayor intensidad de
marcaje para el receptor MT, en el acrosoma (inmunotipo A, evaluado por
inmunofluorescencia indirecta), en comparacion con el grupo control o con melatonina 1 uM.
Estos resultados concuerdan con los de Gonzalez-Arto et al. (2016b), que describieron una
correlacién positiva entre el inmunotipo A para MT, y el porcentaje de espermatozoides

capacitados.

El mayor porcentaje de recuperacion celular obtenido en presencia de melatonina a
las dos concentraciones ensayadas implica que una mayor cantidad de espermatozoides
nadan desde el fondo del tubo hasta el medio de recogida. Esto podria deberse bien a un
estimulo del movimiento espermdtico en direcciones aleatorias, es decir, a un efecto de
guimioquinesis, o bien al movimiento dirigido hacia el gradiente de melatonina que se

establece entre el fondo del tubo y la capa de recogida del swim-up, lo que seria un efecto
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quimiotdactico. Teniendo en cuenta que la quimoquinesis se define como el aumento o
disminucion de la velocidad, o las alteraciones de los caracteres de frecuencia o amplitud y de
la direccién de las células en respuesta a un estimulo quimico (Ralt et al., 1994), se decidid
comparar las velocidades de los espermatozoides seleccionados en los tres swim-up. La falta
de diferencias significativas entre ellos apuntaria a que el mayor porcentaje de recuperacion
celular obtenido en los swim-up que incluyen melatonina en el medio de recogida se podria

deber un efecto quimiotactico de esta hormona.

Para dilucidar esta cuestién y comprobar el posible efecto quimiotactico de la
melatonina, se llevé a cabo un segundo abordaje utilizando cdmaras comerciales para el
estudio de la quimiotaxis en otros tipos celulares y un software capaz de analizar las
trayectorias de los espermatozoides. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron
gue, Unicamente en la época no reproductiva, sélo los espermatozoides previamente
capacitados en un medio con agentes elevadores del AMPc fueron capaces de responder y
moverse hacia el gradiente de melatonina generado por la concentraciéon de 1 uM (articulo-
manuscrito 1) y, si bien, las diferencias entre tratamientos fueron pequefas, eran
estadisticamente significativas. Estos resultados coinciden con otros estudios que afirman que
solamente los espermatozoides capacitados responden a estimulos de quimioatraccion, al
menos en humano (Cohen-Dayag et al., 1995; Gatica et al., 2013), ratén (Guidobaldi et al.,
2017), toro (Dominguez et al., 2018) y conejo (Fabro et al., 2002). Sin embargo, no se observé
respuesta quimiotactica de los espermatozoides ovinos con el gradiente de melatonina
generado por la concentracién de 100 pM, como si apuntaban los resultados del primer
abordaje experimental. Aunque el disefio experimental es diferente en ambos casos, el hecho
de que la melatonina 100 pM no ejerza efecto al ensayarla en las camaras de quimiotaxis,
sugiere que el incremento en el porcentaje de recuperacion usando esta concentracion en
el primer experimento no se debe a un efecto quimiotactico. Este incremento podria
deberse a la capacidad de la melatonina 100 pM de promover la motilidad total vy,
probablemente, la hiperactivacion flagelar asociada al estado de capacitacion (Ho and
Suarez, 2001), por lo que los espermatozoides podrian nadar mejor hacia la capa superior que

en el swim-up control.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas cuando ambos abordajes

experimentales se llevaron a cabo durante la época reproductiva, lo que podria deberse a

173



Discusién general

los altos niveles de melatonina presentes en el plasma seminal durante esta época. Cabe
recordar que los niveles de melatonina en el plasma seminal del morueco varian
significativamente entre estaciones, con una disminucién a partir del solsticio de invierno, y
un aumento tras el solsticio de verano, alcanzando los niveles maximos durante los meses de
octubre y noviembre (Casao et al., 2010a). En el primer abordaje experimental, es importante
tener en cuenta que en el fondo del tubo se deposita el eyaculado completo, es decir, los
espermatozoides junto con el plasma seminal, y ese plasma seminal contiene melatonina. Si
existe una menor concentraciéon de melatonina en el plasma seminal que en la capa superior,
se establecerd un gradiente de concentracién, que es la base de la quimiotraccién. Sin
embargo, la concentracién de melatonina en el plasma seminal en la época reproductiva es
incluso superior al 1 uM (Casao et al., 2010a). Esto puede implicar que no se establezca un
gradiente de concentracién entre el fondo del tubo y la capa de recogida donde se ha incluido
la melatonina, lo que explicaria la falta de diferencias con el grupo control en época
reproductiva. Otra explicacion seria que los espermatozoides ya han sido expuestos a altas
concentraciones de melatonina en el momento de la eyaculacién durante la época
reproductiva, por lo que los receptores de melatonina podrian estar parcialmente saturados
y no responder a los estimulos hormonales del mismo modo que en la época no reproductiva

(Witt-Enderby et al., 2000).

En el segundo abordaje experimental tampoco se observoé una respuesta quimiotdctica
de los espermatozoides obtenidos en época reproductiva, a pesar de que la capacitacion in
vitro se indujo con éxito en ambas épocas. Esto podria explicarse, como ya se ha mencionado
anteriormente, por la exposicion previa de los espermatozoides a las altas concentraciones de
melatonina presentes en el plasma seminal durante la época reproductiva, que enmascararia

los efectos in vitro de esta hormona.

Es importante mencionar que las cdmaras de quimiotaxis empleadas en esta tesis
doctoral no estan especialmente disefiadas para espermatozoides, sino para células de
movimiento lento (Tomasova et al., 2019). Seguramente, el uso de camaras especificas que
permitan la recuperacion de los espermatozoides la exposicion al quimioatrayente, facilitando
la evaluacion de los pardmetros de calidad a posteriori, podrian arrojar mas luz en el estudio

de la quimotaxis espermatica.
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En resumen, los resultados obtenidos correspondientes al primer objetivo de esta tesis
doctoral, sugieren que la melatonina a concentracion 1 uM parece ejercer cierto efecto
quimiotactico in vitro sobre los espermatozoides ovinos, en base al mayor porcentaje de
recuperacion celular obtenido al incluirla en la capa de recogida del swim-up y al mayor indice
guimiotdctico observado en las cdmaras de quimiotaxis con espermatozoides capacitados con
AMPc, si bien, este efecto solo fue evidente cuando se utilizaron espermatozoides obtenidos
en la época no reproductiva. Ademas, la presencia de melatonina 100 pM en la capa de
recogida del swim-up también aumenté la proporcion de espermatozoides recuperados en
comparacidon con el control, aunque este efecto parece estar mediado por su efecto

capacitante, mas que por la quimioatraccion.

Por tanto, se podria considerar la inclusién de melatonina en el protocolo de swim-
up/dextrano para la optimizacidén de este procedimiento de seleccidén espermatica, usando
distintas concentraciones en funcidn de si se necesitan mds espermatozoides capacitados o

no capacitados, para su uso en técnicas de reproduccion asistida.

6.2. Estudio de los mecanismos moleculares de respuesta de los
espermatozoides ovinos a la melatonina en los procesos de capacitacion

y apoptosis

Previo al estudio del efecto de la melatonina en estos procesos, y teniendo en cuenta
su papel antioxidante, se hizo necesario evaluar en el espermatozoide ovino los niveles de
especies oxigeno y nitrégeno reactivas, asi como la presencia de las enzimas que los generan,

y la implicacién de los mismos en la capacitacidn y la apoptosis.

6.2.1. Identificacion y localizacion de la NADPH oxidasa 5 (NOX5) en el

espermatozoide ovino

El descubrimiento de las NADPH oxidasas ayudé a comprender la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en numerosos tipos celulares (Panday et al., 2015). Hasta
hace unos cuantos afios, se creia que la generacién de superdxidos en los espermatozoides
procedia exclusivamente de los leucocitos presentes en el semen, por lo que esta produccion
de ROS estaba relacionada con causas patoldgicas (Plante et al., 1994; Whittington et al.,

1999). Sin embargo, hoy en dia se acepta que los espermatozoides por si solos son capaces de
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generar ROS, que son necesarias para mantener la funcionalidad espermatica, y que esta
produccién estaria mediada por la actividad de la NADPH oxidasa 5 (NOX5) (Bedard and
Krause, 2007). En 2001 se describid la presencia de esta enzima en tejidos de érganos como
el testiculo, el Utero, el bazo y en los nddulos linfaticos (Banfi et al., 2001; Cheng et al., 2001).
Posteriormente se detectd en espermatozoides de caballo (Sabeur and Ball, 2007), humano
(Musset et al., 2012; Ghani et al., 2013) y perro (Setyawan et al., 2016), lo que sustento la
hipdtesis de la generacion auténoma de superdxidos en las células espermaticas. Por este
motivo, dentro del segundo objetivo general de esta tesis, se planteé primeramente

identificar y localizar la NOX5 en espermatozoides ovinos (objetivo 2.1).

Los resultados de los andlisis por western blot e inmunofluorescencia indirecta
revelaron, por primera vez, la presencia de la enzima NOX5 en espermatozoides ovinos
(articulo 2). Asi, mediante western blot se detectd una banda de una proteina de 85 kDa, que
coincidia con la observada en espermatozoides de caballo (Sabeur and Ball, 2007), y se
aproximaba al peso molecular de la proteina identificada en humano (Musset et al., 2012).
Ademas, nuestros resultados revelaron otras bandas de menor peso molecular (45 y 30 kDa),
gue también han sido descritas por otros autores en muestras equinas (Sabeur and Ball, 2007),

y que podrian deberse a procesos proteoliticos.

En relacion a la localizacidn de la NOX5 en los espermatozoides ovinos, en base a los
resultados de inmunofluorescencia indirecta pudimos describir seis inmunotipos diferentes,
lo que contrasta con la Unica localizaciéon o los dos inmunotipos que habian sido descritos
previamente en humano (Musset et al.,, 2012) y caballo (Sabeur and Ball, 2007),
respectivamente. Por tanto, estos resultados sugieren que la localizacién de esta enzima

podria ser variable en funcién de la especie.

Ademas, nuestros resultados revelaron, por primera vez, que la NOX5 sufre una
redistribucion en los espermatozoides ovinos tras ser incubados en condiciones
capacitantes, lo que hace suponer que la NOX5 estaria implicada en la capacitacién
espermatica en la especie ovina, seguramente regulando la produccién de ROS, como se

discutird a continuacion.
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6.2.2. Implicacion de la NOX5 y del anidn superdxido en la capacitacion

espermatica ovina

Una vez confirmada la presencia de la NOX5 en los espermatozoides de morueco vy la
evaluacidn de su distribuciéon durante la capacitacion in vitro, se planted como siguiente
objetivo determinar la implicacion de la NOX5 y del anién superdxido en la capacitacion

espermatica ovina (objetivo 2.1).

En la mayoria de las especies, la capacitacién espermatica se puede inducir in vitro
incubando los espermatozoides en un medio con alto contenido de calcio y bicarbonato, como
es el medio TALP. No obstante, en la especie ovina, ademas de calcio y bicarbonato (Pérez-Pé
et al., 2002) se requieren sustancias que mantengan unos niveles intracelulares altos de AMPc

(Grasa et al., 2006).

En espermatozoides humanos, equinos y porcinos ya se habia demostrado
previamente que los niveles de superdxidos aumentan tras la incubacion en condiciones
capacitantes (de Lamirande and Gagnon, 1995; O'Flaherty et al., 2005; Burnaugh et al., 2007).
En este trabajo, la capacitacion in vitro de espermatozoides ovinos, usando un medio con
agentes elevadores del AMPc, también dio lugar a un incremento en los niveles de
superdxidos. Ademas, la induccion de la activacién de NOX5, que es una enzima calcio-
dependiente, con iondforo de calcio A23187 dispard los niveles de superdxidos en los
espermatozoides ovinos incubados en condiciones capacitantes, del mismo modo que se
habia observado previamente en humano (Griveau et al., 1995; Aitken et al., 1997) y caballo
(Ball et al., 2001; Burnaugh et al., 2007). Y al contrario, la inhibicién de la NOX5 con el
compuesto GKT136901 redujo la produccién de superéxidos en las muestras capacitadas con
agentes elevadores del AMPc (articulo 2). La NOX5 es la Unica isoforma de esta enzima cuya
activacion depende exclusivamente del calcio, gracias a que posee sitios de unién a este ion
(revisado por Touyz et al. (2019)). Por consiguiente, el aumento en los niveles de superéxidos
genera tras la adicidn del ionéforo de calcio, junto con la disminucién observada al utilizar el
inhibidor de NOX5 (GKT136901), demuestran que la NOX5 es una importante fuente de ROS

en el espermatozoide ovino.

De igual forma, la NOX5 estaria implicada en el proceso de capacitacion, ya que al

afadir su inhibidor, el GKT136901, al medio de capacitacion in vitro, se observé una
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disminucion del porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados, evaluados
mediante la tinciéon con CTC. Por otro lado, la activacion de NOX5 con iond6foro A23187
también incrementd considerablemente el porcentaje de espermatozoides reaccionados. Este
resultado podria ser debido a un efecto directo del ion6foro de calcio sobre la reaccion
acrosémica (Yanagimachi, 1975; Marti et al., 2000), pero la combinacidn del inhibidor de NOX5
con el ionéforo de calcio previno la reaccién acrosdmica a la vez que limitaba la produccion
de superéxidos, lo que se demuestra que este efecto sobre la reaccién acrosémica también

estaria mediado por la NOX5.

Algunos autores habian descrito que la adicion de ionéforo de calcio podria dar lugar
a una inhibicion de la motilidad en espermatozoides de distintas especies (Hong et al., 1985;
Visconti et al., 1999b). Nuestros resultados también revelaron este efecto secundario del
ionoforo sobre la motilidad espermatica, pero sin afectar a la viabilidad, igual que habian visto
otros autores (Suarez et al., 1987). Por otra parte, la inhibicion de NOX5 con GKT136901
incremento la motilidad progresiva en los espermatozoides de morueco capacitados con alto
AMPc, al contrario de lo observado en otros estudios que vinculaban la inhibicién de NOX5

con una menor motilidad y viabilidad espermaticas (Ghanbari et al., 2018).

6.2.3. Deteccidon vy localizacion de la o6xido nitrico sintasa (NOS) en el

espermatozoide ovino

Ademads de la relevancia de los superéxidos generados por la NOX5 en la capacitacion
espermatica, en esta tesis doctoral también quisimos estudiar la implicacion en este proceso
de otra especie reactiva, en este caso de nitrégeno: el éxido nitrico (NO:). El papel del éxido
nitrico en la fisiologia espermatica se ha estudiado ampliamente en varias especies,
demostrandose su implicacidon en la motilidad (Hellstrom et al., 1994; Lewis et al., 1996), la
capacitacién (Zini et al., 1995; de Lamirande and Lamothe, 2009), la reaccién acrosémica
(Herrero et al., 1999),y ala unién ala zona peltcida (Herrero and Gagnon, 2001). Sin embargo,
antes de estudiar la implicacion del éxido nitrico en la funcionalidad espermatica en la especie
ovina, se hizo necesario identificar y localizar la enzima responsable de la produccién del

oxido nitrico, la 6xido nitrico sintasa (NOS) en el espermatozoide de morueco (objetivo 2.1).

La NOS tiene tres isoformas, dos constitutivas, la neuronal (nNOS) y la endotelial

(eNOS), y una inducible (iNOS). Las dos primeras se han identificado en espermatozoides de
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humano, ratdn, toro, cerdo, caballo y gato, pero la forma inducible (iNOS) solo se ha detectado
en algunos de ellos (revisado por Staicu y Matas (2017)). En esta tesis doctoral se ha
demostrado, por primera vez, la presencia de las tres isoformas de NOS en espermatozoides
de morueco, asi como su capacidad para producir 6xido nitrico (articulo 3). Las isoformas
eNOS y nNOS se evidenciaron mediante western blot, pero no se pudo identificar por este
método la isoforma iNOS. Al menos en células somaticas, la iINOS sélo se expresa si existe un
estimulo, como la inflamacién (Nathan and Hibbs, 1991), o la presencia de lipopolisaracaridos
o citoquinas (Zhang et al., 2004; Heeba and Hamza, 2015). Por lo tanto, es légico pensar que
en condiciones fisiolégicas esta isoforma se encuentre en cantidades tan pequeiias que, en

determinados tipos celulares, sea imposible detectarla por western blot.

Sin embargo, al estudiar la localizacion de NOS por inmunofluorescencia directa, se
identificaron las tres isoformas de NOS, localizadas principalmente en la cabeza del
espermatozoide. Asi, describimos dos inmunotipos para cada isoforma (inmunotipo 1y 2 para
eNOS, e inmunotipos 3 y 4 para nNOS e iNOS), en relacién con su presencia o ausencia en el
borde apical de la cabeza. En espermatozoides de toro, Meiser y Schulz (2003) identificaron la
nNOS en la zona apical de la cabeza y en el flagelo, mientras que la eNOS se presentaba solo
en la regidn apical. En espermatozoides porcinos se identificaron ambas eNOS y nNOS en el
acrosoma, e iNOS en cabeza, cuello y flagelo (Staicu et al., 2019). No obstante, la distribucion
de estas isoformas no se modificaba durante la capacitacién espermatica ni en toro ni en
cerdo. Nuestros resultados, sin embargo, demostraron que la capacitacion inducida por
adicion de elevadores del AMPc producia un descenso en el porcentaje de espermatozoides
ovinos con marcaje en el borde apical en las tres isoformas (articulo 3). Este hallazgo estd en
concordancia con lo observado previamente en espermatozoides de ratén (Herrero et al.,
1996), ya que el marcaje de NOS desaparecia de la cabeza en condiciones capacitantes. Sin
embargo, no se apreciaron cambios significativos en sus niveles estudiados por western blot

tras la induccién de la capacitacién in vitro.

Por tanto, los resultados de nuestra investigacion sugieren que las isoformas de la
Oxido nitrico sintasa cambiarian su localizacion en el espermatozoide para modular su

actividad y, consecuentemente, la produccion de 6xido nitrico en el espermatozoide ovino.
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6.2.4. Implicacidon del éxido nitrico en la capacitacién espermatica ovina

Tras demostrar que las tres isoformas de NOS estdn presentes en los espermatozoides
de morueco, y que su localizacién varia tras la incubacion de éstos en condiciones
capacitantes, tratamos de averiguar si su producto, el 6xido nitrico, esta implicado en el

proceso de capacitacion espermatica ovina (objetivo 2.1).

Como se ha comentado anteriormente, para lograr exitosamente la capacitacion in
vitro, los espermatozoide ovinos requieren altos niveles de AMPc en el medio de capacitacién
(Grasa et al., 2006), ademas de calcio y bicarbonato (Pérez-Pé et al., 2002). Asimismo, se ha
descrito que, aunque en menor medida, también el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
estimula la capacitacion en los espermatozoides de morueco (Luna et al., 2012). Nuestros
resultados mostraron un aumento en los niveles intracelulares de dxido nitrico al incubar
los espermatozoides ovinos en condiciones capacitantes, tanto en medio TALP sélo como
en presencia de agentes elevadores del AMPc (medio cocktail) (articulo 3) o de EGF (articulo
4). Este aumento de NO- asociado a la capacitacion ya se habia observado en la especie
humana (Herrero et al., 1999) y porcina (Hou et al., 2008). Asimismo, la adicién de L-arginina,
un precursor del éxido nitrico, al medio de capacitacion aumentd muy significativamente los
niveles de dxido nitrico en los espermatozoides, como era de esperar. Estos altos niveles de
Oxido nitrico provocaron a su vez un incremento en el porcentaje de espermatozoides
reaccionados en esas muestras incubadas en condiciones capacitantes (articulos 3y 4), como
ya se habia descrito en otras especies (Revelli et al., 1999; Funahashi, 2002; Rodriguez et al.,

2005; Roy and Atreja, 2008).

En relacion a la motilidad, al inducir la capacitacion espermdatica de los
espermatozoides ovinos en medio TALP y en medio cocktail (articulo 3), el incremento de los
niveles de éxido nitrico por la L-arginina no dio lugar a ningun efecto sobre este parametro.
Sin embargo, cuando la capacitacion espermatica se indujo con el EGF, la presencia de L-
arginina si que afectd a la motilidad espermatica total, que se redujo, pero sin disminuir la
progresividad (articulo 4). Estudios previos de la accidn del éxido nitrico sobre la motilidad
espermatica, habian arrojado resultados contradictorios. Por un lado, algunos autores
consideran que este compuesto mantiene o estimula la motilidad espermatica (Keller and
Polakoski, 1975; Hellstrom et al., 1994; de Andrade et al., 2018), mientras otros consideran
que la perjudica (Rosselli et al., 1995; Ratnasooriya and Dharmasiri, 2001; O'Flaherty et al.,
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2004b; Hassanpour et al., 2007), como hemos visto en los espermatozoides ovinos
capacitados con EGF. En esta tesis doctoral también se ha observado un efecto diferente de
la L-arginina sobre la motilidad en funcién de cémo se ha inducido la capacitacidn in vitro,
independientemente del efecto que tuvo sobre el estado de capacitacion o de los niveles de

oxido nitrico generados en cada caso.

La incubacion de las muestras con L-NAME, el inhibidor de la enzima NOS, disminuyé
los niveles de 6xido nitrico en los espermatozoides ovinos capacitados en un medio con
elevadores del AMPc (art 3), pero no cuando se indujo la capacitacion Unicamente en medio
TALP (articulo 3) o con EGF (articulo 4). Esto podria deberse a que el cocktail de sustancias
elevadoras de AMPc aumenta de manera mas acusada la produccién de éxido nitrico que los
otros dos medios de capacitacion, por lo que los efectos del L-NAME podrian ser mas
evidentes. No obstante, en estas condiciones de capacitacién con agentes elevadores del
AMPc, la reduccion de los niveles de éxido nitrico por el inhibidor de la NOS no tuvo efectos
significativos ni en la motilidad, ni en el estado de capacitacién y reaccidon acrosdmica,
probablemente porque la induccion de la capacitacidn esta tan forzada en estas condiciones
gue no se puede frenar. Sin embargo, en el caso de la capacitacién con EGF, a pesar de que el
L-NAME no afectd a los niveles de dxido nitrico, si que limité la capacitacidn espermatica,
manteniéndose en valores similares a los observados antes de inducir la capacitacion, y
mejord la motilidad progresiva. Los efectos descritos de este inhibidor en espermatozoides de
otras especies son contradictorios. Algunos autores no observan ninguna accién al incubar los
espermatozoides con L-NAME (de Lamirande and Lamothe, 2009; de Andrade et al., 2018),
pero otros ven un claro efecto sobre la fisiologia espermatica (Kameshwari et al., 2003;
Rodriguez et al., 2005; Roy and Atreja, 2008; Leal et al., 2009). Estas diferencias pueden
deberse a la distinta respuesta de los espermatozoides de diferentes especies al L-NAME, asi

como a los diferentes protocolos utilizados para evaluar sus efectos.

En resumen, la induccidn in vitro de la capacitacidon en espermatozoides ovinos tanto
en medio TALP solo, como con elevadores de AMPc y con EGF produjo un aumento en los
niveles de 6xido nitrico intracelular. Ademas, la induccidon de la sintesis de 6xido nitrico
mediante la adicion de su precursor, la L-arginina, incrementé el porcentaje de
espermatozoides reaccionados, mientras que el inhibidor de la NOS, el L-NAME, fue capaz de

reducir el porcentaje de espermatozoides capacitados in vitro en presencia de EGF, lo que

181



Discusién general

refuerza la hipdtesis de la implicacion de la NOS y el NO- en la capacitaciéon espermatica

ovina.

6.2.5. Efecto de la melatonina sobre los niveles de oxido nitrico y superéxidos

durante la capacitacion in vitro en el espermatozoide ovino

La funcidén antioxidante de la melatonina ha sido ampliamente demostrada en
espermatozoides de distintas especies (Succu et al., 2011; Karimfar et al., 2015; Pang et al.,
2016; Appiah et al., 2019), asi como el importante papel que juega en la funcionalidad
espermatica (Jang et al., 2010; Ortiz et al., 2011). Concretamente en la especie ovina, algunos
trabajos describen que la melatonina esta involucrada en la regulacién de la capacitaciéon
espermatica (Gonzalez-Arto et al., 2016b), y disminuye el estrés oxidativo (Pool et al., 2021;
Bhalothia et al., 2022; Shayestehyekta et al., 2022) y los marcadores apoptéticos (Casao et al.,
2010b; Gimeno-Martos et al., 2019)

Los estudios llevados a cabo en esta tesis doctoral han confirmado, una vez mas, el
efecto bimodal que tiene la melatonina sobre la capacitacion espermatica ovina,
promoviéndola, junto con la reaccidn acrosdmica, a concentraciones picomolares y
previniéndola a concentraciones micromolares (articulos 2, 3 y 4). El efecto descapacitante
parece estar mediado, al menos en parte, por su capacidad de disminuir las ROS, como se ha
descrito en conejo (Zhu et al., 2019), toro (Ashrafi et al., 2013) o ratén (Chen et al., 2016). Por
el contrario, du Plessis et al. (2010) no observaron ningun efecto sobre los niveles de ROS en
espermatozoides humanos. Tampoco Pool et al. (2021) reportaron un efecto de la melatonina
sobre los niveles de ROS en espermatozoides ovinos congelados, aunque concluyeron que la

melatonina es capaz de reducir especificamente la produccidon mitocondrial de superoxidos.

En esta tesis doctoral se ha demostrado que la presencia de melatonina a
concentraciéon 1 uM en un medio de capacitacidon con agentes elevadores del AMPc es capaz
de prevenir el aumento de superoxidos generados por los espermatozoides ovinos
capacitados in vitro (articulo 2). Es mas, la incubacidon con melatonina, previamente a la
adicion del iondforo de calcio a la muestra espermatica, fue capaz de limitar la producciéon
desmesurada de superdxidos desencadenada por este compuesto, reduciéndolos hasta el

mismo nivel que cuando se afiade el inhibidor de NOX5 (GKT136901). Estas evidencias
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apuntan a la posible accion antioxidante de la melatonina mediante la regulacion de la enzima

NOX5.

Esta idea se corrobord cuando demostramos que la melatonina era capaz de modificar
la distribucion de la NOX5 en los espermatozoides ovinos, previniendo los cambios en su
localizacién asociados a la capacitacidon in vitro (articulo 2). Es importante mencionar que
nuestro grupo habia descrito previamente el efecto de la melatonina sobre el citoesqueleto
en espermatozoides ovinos, limitando los cambios en la distribucidon de la actina y la a-
tubulina asociados a la capacitacién in vitro (Carvajal-Serna et al., 2020c). Esta accién de la
melatonina sobre el citoesqueleto ya se habia observado en células somaticas (Benitez-King,
2006). Los resultados de esta tesis sugieren que la melatonina podria afectar a la distribucién
de la NOX5 y modular su capacidad para producir superdxidos mediante la estabilizacién del
citoesqueleto durante la capacitacion in vitro, como se muestra en el modelo propuesto en la
figura 10 del articulo 2. Por el contrario, ni la incubacion con el inhibidor de NOX5 (GKT136901)
ni con el iondforo de calcio modificaron la distribucion de la enzima durante la capacitacion,
probablemente porque estos compuestos modulan su actividad de manera directa, y no
afectan a su distribucion en la célula. No obstante, la adicion de iondforo de calcio podria
evitar el efecto estabilizador de la melatonina sobre el citoesqueleto, probablemente como
consecuencia del alto incremento de calcio intracelular (Finkelstein et al., 2010; Breitbart and
Finkelstein, 2018). Finalmente, el hecho de que los niveles de NOX5 analizados por western
blot no cambiasen durante la incubacion de los espermatozoides en condiciones capacitantes,
refuerza la idea de que la NOX5 podria regular su actividad en funcion de su localizacion

celular.

En cuanto a la produccidon de 6xido nitrico, los resultados obtenidos en esta tesis
doctoral han demostrado que la melatonina es capaz de producir cambios en la distribucién
de algunas isoformas de la NOS asociados a la capacitacion in vitro de los espermatozoides
ovinos, al igual que ocurria con la NOX5. Asi, la melatonina impidié los cambios en los
inmunotipos descritos para la nNOS observados en muestras capacitadas con AMPc.
Probablemente, la presencia de la nNOS en la regién acrosomal disminuya debido a la
reorganizacion de membrana que se da durante el proceso de capacitacién, y la melatonina,
igual que modula este proceso, seria capaz de evitar la redistribucién de la enzima. Esto podria

estar mediado por el efecto estabilizador de la melatonina sobre el citoesqueleto en los
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espermatozoides ovinos, como se ha mencionado anteriormente. Por el contrario, la
melatonina potencid el efecto en la distribucién de iNOS que se observé tras la capacitacion
espermatica, disminuyendo el marcaje en la regidn apical. Este comportamiento se podria
explicar en base a las distintas funciones que tiene cada isoforma de la NOS. Se sospecha que
las formas constitutivas (eNOS y nNOS) pueden estar involucradas en la capacitacion
espermatica, mientras que la isoforma inducible (iNOS) estaria mas relacionada con procesos
inflamatorios o de respuesta a estrés (Staicu et al., 2019). Resulta curioso que las dos
concentraciones de melatonina ensayadas, 100 pM y 1 uM, provocasen efectos similares en
la distribucion de iNOS y nNOS, ya que dichas concentraciones ejercieron efectos contrarios
sobre la capacitacidon: la concentracion picomolar disminuyéd el porcentaje de
espermatozoides no capacitados, mientras que la micromolar, lo aumentd. En cuanto a la
isoforma eNOS, no se apreciaron cambios significativos en su localizacion en los
espermatozoides incubados en condiciones capacitantes con y sin melatonina. Tampoco se
observaron cambios en los niveles de ninguna isoforma de NOS cuando se cuantificaron

densitométricamente tras el western blot.

Dado que la melatonina modificd la distribucidon de dos de las isoformas de NOS (nNOS
e iNOS) durante la capacitacion in vitro, podria esperarse que también tuviera un efecto final
sobre los niveles de éxido nitrico. Sin embargo, la presencia de melatonina durante la
capacitacion in vitro, tanto en medio TALP como con elevadores del AMPc, no redujo
significativamente la produccion de éxido nitrico en los espermatozoides ovinos, como si
hicieron la L-arginina o el L-NAME. No obstante, el hecho de que esta hormona disminuyera,
aunque no de forma estadisticamente significativa (p = 0,06), el porcentaje de
espermatozoides con altos niveles de NO- en muestras capacitadas con agentes elevadores
del AMPc a niveles similares a la muestra control (articulo 3), apoya una posible implicacion

de esta hormona en la regulacién de la produccidon de NO- durante la capacitacion.

Al inducir la capacitacion espermatica con EGF (como se explicara con mas detalle en
el siguiente apartado) la melatonina a concentracién 1 uM disminuyd, aunque no de manera
significativa (p = 0,07), los niveles de NO- disparados por la L-arginina hasta niveles similares a
los de las muestras control (articulo 4). Del mismo modo, la melatonina a concentracion
micromolar fue capaz de inhibir el efecto de la L-arginina sobre el estado de capacitacion y

la reaccion acrosémica. Por el contrario, la combinacién de melatonina 100 pM con L-arginina
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no mostré ese leve papel antioxidante, y ademas promovié la reaccidn acrosdmica al mismo
nivel que la L-arginina por si sola, sin potenciar su efecto, pero dando lugar a un leve descenso
de la viabilidad. Estos efectos opuestos de la melatonina sobre los niveles de éxido nitrico
podrian ser una consecuencia, una vez mas, del efecto bimodal de esta hormona sobre la
capacitacién espermatica en el morueco. Por otro lado, cuando se combiné melatonina 100
pM con el inhibidor de las NOS, el L-NAME, en los espermatozoides ovinos capacitados con
EGF, el efecto descapacitante de este ultimo (explicado en 6.2.4) desaparecid, y ademas
aumento el porcentaje de espermatozoides que experimentaron la reacciéon acrosdmica a
niveles similares de los de las muestras sin L-NAME. Por otra parte, la melatonina empleada a
la concentracion descapacitante (1 uM) no produjo un efecto sinérgico cuando se combiné

con el L-NAME.

Teniendo en cuenta estos resultados, parece que la melatonina también podria
participar de alguna manera en la regulacion de los niveles de 6xido nitrico durante la
capacitacion in vitro con EGF, ya que provoca el mismo efecto que el inhibidor de las NOS, el
L-NAME, manteniendo los espermatozoides en un estado descapacitado. Por el contrario, la
melatonina a bajas concentraciones actia de manera similar al precursor del NO., la L-
arginina, promoviendo la reaccidn acrosémica. El hecho de que no se observara una
disminucion de los niveles NO- por el efecto de la melatonina durante la capacitacion
espermatica in vitro, podria deberse a las limitaciones técnicas para evaluar los niveles de este
compuesto, pues es una molécula de corta vida media (Donnelly et al., 1997), y esto dificulta
su deteccidn, excepto cuando se forzd su producciéon con L-arginina. Aun asi, la melatonina a
concentracion 1 pM si que fue capaz de mitigar los efectos de la L-arginina, reduciendo
parcialmente la produccion de NO- provocada por este aminoacido, asi como la reaccion

acrosomica.

6.2.6. Implicacion del 6xido nitrico y la melatonina sobre la apoptosis durante la
capacitacion in vitro inducida por EGF
Hace ya varios afios, nuestro grupo de investigacion evidencié que, ademas de la via
clasica mediada por el AMPc (via AMPc/PKA), la capacitacion in vitro en los espermatozoides

ovinos se podia llevar a tras la union del factor de crecimiento epidérmico (EGF) a su receptor

(EGFR) y la posterior activacion de la ruta de las MAPKs (Luna et al., 2012; Luna et al., 2017).
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Esto hizo plantearnos si la melatonina, igual que es capaz de regular la capacitacién
espermatica inducida por altos niveles de AMPc (Gimeno-Martos et al., 2019), modularia la

capacitacion inducida por la unién del EGF a su receptor (via EGF/EGFR).

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral confirmaron el efecto
capacitante del EGF a concentracion 100 nM cuando se incubaron in vitro los

espermatozoides ovinos, como habia descrito Luna et al. (2012) previamente.

En cuanto a la accidon de la melatonina, al igual que ocurre en la via clasica, a
concentracion 1 uM fue capaz de prevenir el efecto capacitante del EGF, mientras que a la
concentracion picomolar se potencid la reaccidon acrosémica y se redujo el porcentaje de
espermatozoides no capacitados. Asi, estos resultados demostraron que la melatonina
también ejerce un efecto bimodal sobre la capacitacién espermatica ovina inducida por el
EGF in vitro. La melatonina podria ejercer este papel regulador a través del dxido nitrico, ya
gue, como se ha mencionado en el apartado anterior (6.2.5), tras la incubacién en estas

condiciones, disminuye los niveles de 6xido nitrico inducidos por la L-arginina (articulo 4).

Uno de los mecanismos de accién del éxido nitrico en los espermatozoides podria ser
mediante su interaccidon con moléculas de sefializacion como las MAPK (revisado en (Lopez,
2015; Staicu and Matas, 2017)). Entre estas MAPK se encuentran las quinasas JNK y p38, que
se activan durante la capacitacion in vitro de los espermatozoides ovinos mediada por el EGF
(Luna et al., 2012). Pero, ademas, estas quinasas estan involucradas en procesos apoptoéticos
en los espermatozoides (Luna et al., 2017), por lo que capacitacidon y apoptosis comparten
rutas de sefalizacion celular. Este hecho resulta logico ya que la desestabilizacion,
principalmente a nivel de las membranas plasmatica y acrosomal, provocada por el proceso
de capacitacidn, o bien culmina con la fecundacién, en el caso de resultar exitosa, o con la
muerte celular sin provocar respuesta inflamatoria, en el caso de no serlo. Por otro lado, la
capacidad antiapoptotica de la melatonina descrita en estudios previos (Casao et al., 2010b;
Balao da Silva et al., 2011), estaria relacionada con su efecto antioxidante a través la ruta las
MAPKs (Kimball et al., 2008; Espino et al., 2011). Dada esta relacidn, resultaria de gran interés
estudiar la implicacién del 6xido nitrico y de la melatonina en el proceso de apoptosis durante

la capacitacion espermatica inducida por EGF (objetivo 2.3).
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En el presente trabajo, el analisis de los marcadores apoptoticos tras la capacitacion in
vitro con EGF revelaron un aumento en la activacién de caspasas y en la fragmentacion del
ADN. Asi, se podria afirmar que la capacitacidén in vitro inducida mediante el EGF genera
cambios relacionados con la apoptosis en los espermatozoides ovinos, de igual forma que
otros estudios habian demostrado en otras condiciones capacitantes (Marti et al., 2008b; Del
Olmo et al., 2016; Luna et al., 2017). Ademas, esta idea fue reforzada por los resultados
obtenidos tras los ensayos de western blot, que evidenciaron un aumento en la forma activa
(forforilada) de la MAPK JNK en las muestras capacitadas in vitro. Sin embargo, no se
observaron cambios en los niveles de la MAPK p38 fosforilada durante el proceso de

capacitacién.

En cuanto al papel que tendria el 6xido nitrico en el proceso de apoptosis, algunos
estudios anteriores indicaron efectos contradictorios. Por un lado, se observé un aumento en
la activacién de las caspasas en presencia de NO- en espermatozoides de verraco (Moran et
al., 2008) y de humano (Lampiao et al., 2014), mientras que por otro, Roessner et al., (2010)
concluyeron que habia una correlacidn negativa entre la actividad de la NOS con la activacién
de las caspasas y la fragmentacion del ADN en espermatozoides humanos. En esta tesis
doctoral, el gran incremento en los niveles de 6xido nitrico en los espermatozoides de
morueco tras la adicion de L-arginina en el medio de capacitacién no provocé ningiin cambio

ni en los marcadores apoptoéticos (caspasas y TUNEL) ni en la fosforilacion de JNK y p38.

Dado que en esta tesis se ha demostrado que la melatonina regula la capacitacion
espermatica inducida por el EGF, y la relacion existente entre esta induccidn de la capacitacion
y el aumento de algunos marcadores apoptéticos y la activacion de algunas proteinas
relacionadas con la apoptosis, quedaba por estudiar si la melatonina era capaz de inhibir la

apoptosis inducida por la capacitacion con EGF.

En este trabajo, la melatonina no provocé ningun efecto significativo en la activacién
de caspasas ni en la fragmentacion del ADN desencadenadas por la inducciéon de la
capacitacion con EGF; sin embargo, a concentracién 1 uM fue capaz de reducir la activacion
de JNK. Estos resultados contrastan con investigaciones previas que confirman el efecto
antiapoptodtico de la melatonina en células somaticas (Sainz et al., 2003; Jou et al., 2007),
testiculo de rata (Guneli et al., 2008; Huang et al., 2009) y espermatozoides de conejo (Zhu et
al., 2019), humano (Zhao et al., 2021) y morueco (Casao et al., 2010b; Pool et al., 2020b; Pool
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Discusién general

et al., 2021). Con respecto al efecto sobre los espermatozoides, la aplicacidon de diferentes
tratamientos e incubaciones para inducir la apoptosis en los trabajos mencionados
anteriormente (choque térmico por frio y por calor, o distintas condiciones de capacitacion),
junto con la especificidad de especie, podrian explicar la falta de concordancia con nuestros

resultados.

Resumiendo los resultados relacionados con el ultimo objetivo de esta tesis doctoral,
la capacitacion con EGF aumentd los niveles de o6xido nitrico y el porcentaje de
espermatozoides con caspasas activas y con dafio en el ADN, adema de la activacion de la
JNK. Esto podria implicar que el citado aumento de marcadores apoptéticos estaria
relacionado con el incremento en los niveles de NO-. A pesar de que el 6xido nitrico estaria
involucrado en la capacitacion mediada por el EGF, el aumento de sus niveles por la adicién
de L-arginina no dio lugar a ningtin cambio importante relacionado con la apoptosis, ni sobre

los marcadores apoptoéticos ni sobre la activacion de proteinas de la ruta de las MAPK.

Como se ha mencionado anteriormente, la melatonina a altas concentraciones no
redujo de manera significativa los niveles de NO- generados por la L-arginina, aunque fue
capaz de reducir su efecto sobre la reaccién acrosémica. Sin embargo, esto no parece estar
relacionado con los eventos apoptdticos ni con la activacion de las MAPKs JNK y p38. No
obstante, la melatonina a concentracion 1 uM si que redujo la activacion de JNK, lo que parece
estar mas relacionado con su accion descapacitante que con un efecto antiapoptadtico, ya que,

como se ha mencionado, los marcadores apoptdticos permanecieron invariables.
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Conclusiones

La melatonina a concentracién 1 uM ejerce cierto efecto quimiotactico in vitro sobre los
espermatozoides ovinos obtenidos en la época no reproductiva, en base al mayor
porcentaje de recuperacién obtenido al incluirla en la capa de recogida del swim-up, y
al mayor indice quimiotactico observado en las camaras de quimiotaxis con

espermatozoides capacitados con AMPc.

La melatonina, a concentracion 100 pM, incrementa el porcentaje de espermatozoides
recuperados por el método swim-up/dextrano, aunque este efecto estaria mediado por

su efecto capacitante, mds que por la quimioatraccién.

La NADPH 5 oxidasa (NOX5) esta presente en los espermatozoides ovinos de manera
activa, y cambia su localizacién en la célula durante la capacitacién espermatica in vitro.
Esta enzima es una fuente de produccién de superdxidos en el espermatozoide ovino y

estd implicada en el proceso de capacitacion.

Las tres isoformas de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) estan presentes en los
espermatozoides ovinos. El 6xido nitrico intracelular generado por esta enzima aumenta
durante la capacitacién espermatica inducida tanto en medio TALP solo, como con
agentes elevadores de AMPc y con EGF, al mismo tiempo que algunas isoformas de la

NOS cambian su localizacion.
La melatonina modifica la distribucion de la NOX5 y previene el aumento en los niveles

de superdxidos generados durante la capacitacion in vitro mediada por alto AMPc en los

espermatozoides ovinos.
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La melatonina es capaz de modificar la redistribucién de las NOS durante la capacitacion
espermatica ovina mediada por alto AMPc, pero no modifica los niveles de expresion

proteica de las NOS ni los niveles intracelulares de dxido nitrico significativamente.

Durante la capacitacion in vitro con EGF la melatonina no reduce significativamente los
niveles de oxido nitrico, pero a concentracion micromolar es capaz de inhibir el efecto

de la L-arginina sobre la reaccion acrosémica.

El metabolismo del éxido nitrico no regula los procesos apoptéticos durante la

capacitacién espermatica ovina mediada por el EGF.

La melatonina ejerce su efecto bimodal sobre la capacitacion espermdtica ovina
inducida por el EGF: a concentracion picomolar promueve la reacciéon acrosémica
mientras que a concentracién micromolar actla como descapacitante y limita la
activacion de la MAPK JNK, pero no es capaz de evitar el incremento de los marcadores

apoptoticos.
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