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RESUMEN

La hormona melatonina es una de las sustancias biolégicamente activas mas
antiguas de los organismos vivos, y su funcion principal es la defensa antioxidante. Su
sintesis es principalmente llevada a cabo por la glandula pineal durante la noche, y su
concentracion en plasma sanguineo es practicamente nula durante el dia.

Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion han determinado su
presencia en plasma seminal ovino de manera constante y en, algunos momentos, en
concentraciones superiores a las detectadas en sangre. Este hecho podia explicarse por
la sintesis de esta hormona en el tracto reproductor del morueco, independiente de los
ciclos de luz y oscuridad.

Con el fin de dilucidar la existencia de esta posible sintesis en el tracto genital
masculino, se llevaron a cabo una serie de estudios en los distintos tejidos del aparato
reproductor (testiculo, epididimo y glandulas accesorias), centrados en demostrar la
existencia de las dos enzimas principales de la sintesis: serotonina -N-acetiltransferasa
(AANAT) y N-acetilserotonin-O-metiltransferasa (ASMT). Mediante RT-PCR se
demostro la expresion génica de dichas enzimas en todos los tejidos estudiados, y la g-
PCR permitio comprobar que es mucho mayor en el testiculo que en los demas tejidos.
Por otra parte, mediante Western-blot se demostro la traduccion y presencia de estas dos
enzimas en todos los tejidos, lo que implica la existencia activa de un proceso de
sintesis de melatonina en el tracto reproductor del morueco, principalmente en testiculo.

La importancia de dichos resultados radica en la existencia de la ruta de sintesis
de melatonina y que su presencia en plasma seminal es un factor importante a la hora de
determinar la supervivencia y maduracion de las células espermaticas, aspecto
fundamental en la capacidad fecundante, méxime si se considera que esta hormona va a
ser transferida al tracto genital femenino tras la eyaculacion.

ABSTRACT

The hormone melatonin is one of the oldest active biological substances of live
organisms, and one of his mainly function is antioxidant defense, but it has gone
acquiring different functions during the evolutionary process, highlighting, between
them, its chemotactic effect. Melatonin synthesis is mainly carry out by pineal gland
during the night, and his concentration in blood plasma is negligible during the day.

Researches carried out by our group have determined its presence in ram
seminal plasma during light-day periods and, sometimes, in concentrations higher than
those detected in blood. This fact could be explained by the synthesis of this hormone in
the ovine reproductive tract, independent of light and darkness cycles.

In order to elucidate the possible existence of this synthesis in the male genital tract,
were conducted a series of studies in various reproductive tissues (testis, epididymis and
accessory glands), focusing on proving the existence of the two main synthesis



enzymes:  serotonin-N-acetiltransferase =~ (AANAT) and  Nacetilserotonin-O-
metiltrasferase (ASMT). RT-PCR results demonstrate the gene expression of these
enzymes in all the tissues studied, and g-PCR assays have allowed verifying that
expression it’s higher in the testicle than in the rest of tissues. Moreover, by Western-
blot it was demonstrated the translation and presence of this two enzymes in all the
tissues, which implies the active existence of a melatonin synthesis process in the ram
reproductive tract, mainly in testicle.

The importance of these results lies in the existence of melatonin synthesis
pathway and that its presence in seminal plasma is an important factor in
determining the survival and maturation of sperm cells, which would give it a direct role
on the fertilizing capacity, especially considering that this hormone will be
transferred to the female genital tract after ejaculation.



ANTECEDENTES

La melatonina ha estado presente en los organismos vivos desde las primeras
etapas de la evolucion, hecho que le ha permitido evolucionar funcionalmente a la par
que la vida (Cebrian-Perez et al. 2014). Por esta razén, y su versatilidad quimica, esta
pequefia molécula ha adquirido una gran variedad de funciones bioldgicas diferentes
que la convierten en una hormona fundamental en la fisiologia de la mayor parte de los
organismos.

Un hecho caracteristico de la melatonina es que una de sus principales funciones
bioldgicas en la actualidad, la defensa antioxidante frente a los dafios producidos por
radicales libres de oxigeno, es también una de las mas antiguas, ya vigente en
organismos unicelulares primitivos y que no se ha visto relegada por las nuevas
funciones adquiridas (Tan et al. 2010).

A su vez, durante la evolucién ha adquirido otras funciones, como la regulacién
del fotoperiodo y los ritmos circadianos, la actividad sexual en pajaros, peces y algunos
mamiferos, la inmunomodulacién, la regulacion de la inflamacion, la estacionalidad
reproductiva en algunos mamiferos en funcion del fotoperiodo, o incluso esta
relacionada con el reloj biologico de los seres vivos puesto que la disminucion de la
produccion de melatonina durante el envejecimiento es sefial de senescencia en muchos
organismos (Tan, Hardeland et al. 2010) .

Dicha pluralidad de funciones puede atribuirse, entre otras causas, a un
metabolismo poco convencional, que incluye multiples enzimas y vias no especificas.
Ademas, se estd empezando a sugerir que parte de las funciones anteriormente
atribuidas a la melatonina podrian ser desempefiadas también por los metabolitos
generados de su degradacion, lo que aun ampliaria mas el espectro de actuacion de la
misma (Mayo et al. 2005).

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina, es un derivado del amino&cido
triptofano cuya sintesis se realiza principalmente en la glandula pineal en una reaccion
que consta de cuatro pasos (Figural). En primer lugar se produce la transformacion de
triptéfano en 5-hidroxitriptéfano por accion de la Triptéfano-5-monooxigenasa (T5M);
este pasa a 5-hidroxitriptamina o serotonina por accion de la Aromatic-L-amino-acid
descaboxilasa (AAAD); la serotonina es acetilada a N-acetilserotonina por accion de la
serotonin-N-acetiltransferasa (AANAT) y finalmente la Hidroxindol-O-metiltransferasa
(HIOMT), también denominada N-acetylserotonin-O-methyltransferasa (ASMT)
cataliza su paso a melatonina. (Boutin et al. 2005)
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Figura 1: Ruta de la sintesis de melatonina a partir del aminodcido triptéfano.

Hay dos pasos limitantes en la sintesis de melatonina: El primero se debe al
caracter saturable de la Triptdéfano-5-monooxigenasa, y el segundo, regulador del ritmo
de secrecion de la melatonina, es la actividad de la AANAT. La actividad de la ASMT
en la oveja no sufre oscilacion bajo diferencias de luz y oscuridad. Sin embargo,
también controla el nivel de produccion de la melatonina por realizar la conversion final
de N-acetilserotonina, por metilacion del grupo hidroxilo en posicion 5 prima del anillo
indodlico, a melatonina, utilizando como donador de grupos metilo a la S-Adenosil
Metionina 0 SAM (Zarazaga et al 2000).

MELATONINA
Interaccion directa Viias pseudoenzimaticas
Vias enzimaticas
A
= O
o P Cyto-C
& gl Bl S| S o E Oxaferryl Hb
C-3-OMH > of of = of N © Hemina
2 L 1
o | §— 5-MT
2| Lo AFMK s
2 )

N-nitrosomelatonina

ROS ? || AFM, CAT  AFMK, Nl-acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramine
AMK, N1-acetyl-5-methoxykynuramine

AFM, arylamine formamidase

CAT, catalase

AMK

Figura 2: Posibles rutas de degradacion de la melatonina



Solo un pequefio porcentaje de la melatonina secretada por la glandula pineal
permanece sin degradarse, mientras que el resto es metabolizado en un proceso
parcialmente inducido por la luz. En su metabolismo interviene varias rutas alternativas
(Figura 2), dentro de las cuales la principal es llevada a cabo por el citocromo P450
1A2. La expresion de miembros de la familia de genes del citocromo P450 esta regulada
por el reloj bioldgico, de manera que esta controlado en parte por la propia melatonina
(Froy 2009) Otra rutas alternativa de degradacion serian por la accion la enzimatica de
mieloperoxidasa (MPO), indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO), eosinofil-peroxidase
(EPPO) y horseradish-peroxidase (HRP).

Tambien, y contrariamente a lo que se crey0 durante mucho tiempo, se ha
demostrado biosintesis de melatonina en otros tejidos distintos de la glandula pineal
como la retina (CARDINALI and ROSNER 1971), las glandulas salivares (Shimozuma
et al. 2011), la glandula harderiana (Cardinali and Wurtman 1972), el higado (Tan et al.
1999), el intestino (Bubenik 2002), los ovarios (Brzezinski et al. 1987), la placenta
(Lanoix et al. 2008) y otros érganos (Acufia-Castroviejo et al. 2014).

Una de las principales funciones de la melatonina es su papel como regulador de
la reproduccién en animales estacionales, entro los que se incluye la especie ovina. Esta
regulacion es llevada a cabo mediante cambios en los niveles de melatonina endégena
secretada por la glandula pineal durante el periodo de oscuridad (Zarazaga et al. 2000).
Estos cambios en los niveles de melatonina nocturna modulan la actividad del eje
hipotalamo/hipofisario/gonadal, lo que se traduce en una modulacion de la actividad
ovarica en hembras y la produccion de esperma en machos (Malpaux et al. 1997,
Malpaux et al. 1999, Misztal et al. 2002)

En relacion a si la melatonina actia como estimulador o inhibidor del eje
hipotalamo/hipofisario/gonadal se definen dos grupos de organismos: los reproductores
de dias cortos y de dias largos. La especie ovina pertenece al grupo de los reproductores
de dias cortos, de manera que la secrecion de melatonina durante las noches largas de
otofio e invierno tiene un efecto estimulador en su reproduccion. Durante la época no
reproductiva, en primavera y verano, la calidad seminal, la libido y la fertilidad de los
moruecos caen, lo cual se ha asociado a una menor actividad del eje
hipotalamo/hipdfisis/testiculo(Schanbacher and Lunstra 1976, Lincoln et al. 1990).

De hecho, el tratamiento con melatonina exdgena de los machos ovinos durante
la estacion no reproductiva revierte parcialmente estos efectos (Kaya et al. 2000, Palacin
et al. 2008), aumentando los niveles de testosterona (Lincoln and Ebling 1985, Webster
et al. 1991, Kokolis et al. 2000), mejorando el comportamiento sexual (Rosa et al.
2000), la calidad del esperma y de los parametros testiculares (Coyan et al. 1998), y
aumentando la espermatogénesis y la fertilidad (Palacin, Abecia et al. 2008, Casao et al.
2010, Rosa et al. 2012). Sin embargo, la incubacion de espermatozoides, ovinos y de
otras especies, con melatonina, sugiere que esta hormona también tiene un efecto
directo sobre la célula espermética.



Son muchos los estudios que demuestran a dia de hoy los efectos positivos de la
melatonina sobre los espermatozoides, principalmente por sus acciones antioxidantes.
Se ha demostrado un aumento de la motilidad en estudios in vitro, disminucion del dafio
oxidativo producido por ROS y NO (Rao and Gangadharan 2008, Du Plessis et al. 2010,
Jang et al. 2010), una disminucion en los marcadores de apoptosis (Espino et al. 2011),
y un efecto descapacitante (Casao et al. 2010). Ademas, los receptores para melatonina
MT1 y MT2, han sido identificados en la membrana plasmatica del espermatozoide
(Casao et al. 2012), lo que sugiere un efecto directo de esta hormona sobre la célula
espermatica.

Los espermatozoides podrian entrar en contacto con la melatonina durante su
formacion en el testiculo y/o su maduracion en el epididimo, o bien en el momento de la
eyaculacion al mezclarse con el plasma seminal. EI semen eyaculado estd compuesto
por los espermatozoides producidos en los testiculos, diluidos en una fraccion liquida
denominada plasma seminal (Senger et al 1997)

Se ha demostrado la presencia de melatonina en numerosos 6rganos y
recientemente en el plasma seminal (Casao et al. 2009). En la especie ovina, las
concentraciones de melatonina en este fluido son superiores a los niveles plasmaticos,
estan presentes en horas diurnas y sufren variaciones estacionales (Casao et al. 2009).
Por tanto, es posible que los altos niveles de melatonina detectados en plasma seminal
ovino se deban a la sintesis de esta hormona por algin 6rgano de tracto reproductor del
macho. Esta hipotesis avalaria, en gran medida, el efecto descrito para esta hormona
sobre la maduracion y calidad espermaticas, pudiendo asi mismo, tener implicaciones
en algunos de los procesos fisiologicos posteriores que tienen lugar en el tracto genital
femenino, tras la eyaculacion.



OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

La melatonina es una hormona ampliamente distribuida en todos los organismos
y su sintesis en mamiferos ha sido principalmente atribuida a la glandula pineal.
Aunqgue, actualmente se han encontrado evidencias de su sintesis en otros tejidos,
ademas de su presencia en fluidos bioldgicos distintos al plasma sanguineo, como es el
caso del plasma seminal ovino.

Investigaciones anteriores, demuestran la presencia de melatonina en altas
concentraciones en el plasma seminal durante el dia (Casao et al. 2010a), lo que
conceptualmente llevaria a dos posibles hipotesis:

a- La melatonina nocturna secretada por la glandula pineal sea transportada al
plasma seminal y se acumule alli sin metabolizarse

b- Que exista una secrecién extrapineal de melatonina en alguno de los tejidos y/o
glandulas del sistema reproductor del macho.

Hay que tener en cuenta también que, en general, la melatonina es una hormona
con una vida media muy corta, y que en el sistema circulatorio es rapidamente
metabolizada (Gibbs and Vriend 1981) lo cual sugiere que es mas plausible la segunda
hipdtesis, explicando mejor los datos obtenidos sobre los niveles de esta hormona en el
plasma seminal ovino durante el dia y la noche (Casao et al. 2010).

Por ello, se analizard la posible presencia de las enzimas implicadas en la
sintesis de melatonina en los tejidos y glandulas del tracto genital masculino (ovino),
tanto a nivel genético, como a nivel molecular, centrando estos estudios en testiculo,
epididimo y glandulas accesorias del morueco. Las enzimas a estudiar son las dos mas
relevantes de la sintesis de melatonina, y las que catalizan los dos procesos ultimos que
intervienen en su sintesis: Arilalquilamina n-acetiltransferasa (AANAT) e N-
acetylserotonin-O-methyltransferasa (ASMT). Su presencia se estudiara en los distintos
tejidos del aparato reproductor del macho: testiculo anterior y posterior, cabeza, cuerpo
y cola de epididimo, ampolla deferente, préstata, vesicula seminal, conducto deferente y
glandulas bulbouretrales.

A nivel transcripcional, esta identificacion se hara tanto a nivel cualitativo, con
RT-PCR, como cuantitativo, con una g-PCR. Para ello, en primer lugar se extraera el
RNA de los distintos tejidos, y se procedera a su purificacion y retrotranscripcion,
obteniendo asi el cDNA correspondiente, con el que se llevara a cabo la RT-PCR y g-
PCR, utilizando primers especificos para las dos enzimas.

La presencia de estas enzimas a nivel molecular se realizard mediante la técnica
inmunoquimica de Western-blot. Los pasos para ello también consistirdn en extraccion
de las proteinas de cada tejido y su posterior deteccion mediante anticuerpos
especificos.



PARTE EXPERIMENTAL: MATERIAL Y METODOS

EXPRESION GENICA DE AANAT Y ASMT EN TEJIDOS DEL TRACTO
REPRODUCTOR DEL MACHO OVINO

OBTENCION DE TEJIDOS

Los diferentes tejidos del tracto genital masculino (testiculo anterior (Ta),
testiculo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola del epididimo (Co), ampolla
del conducto deferente (A), prostata (P), vesicula seminal (Vs), conducto deferente (Cd)
y glandulas bulbouretrales (Gb), se obtuvieron a partir de un machos ovinos de raza
Rasa Aragonesa. Los tejidos se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -80° C hasta su uso, evitando de este modo la contaminacion, activacién
de RNAsas, y degradacion de proteinas. Como control positivo se utilizéd glandula
pineal ovina (Pi), que se obtuvo siguiendo el mismo protocolo.

AISLAMIENTO Y LIMPIEZA DEL RNA TOTAL

El RNA total fue extraido de los diferentes tejidos del tracto reproductor
masculino por homogenizacion de 300 mg de tejido en TRI REAGENT (Sigma) segun
el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). La concentracion de RNA se
estimo midiendo la absorbancia a 260 nm en un NanoDrop ND-100 Spectrophotometer
(Wilmington Delaware). También se comprobd que la relacion entre absorbancias a
260/280 nm fuera mayor a 1,2 para comprobar que el RNA extraido estuviera libre de
proteinas. La calidad del RNA se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% en TBE (10.8g/L TRIS base, 0.4% de EDTA y 5.5 g/L de Acido bérico) con bromuro de
etidio en concentracion 200 ng/ml. Los geles se corrieron en 1X TBE a 80 V durante 30
min (EPS 1000, Pharmacia Biotech) tras lo cual se visualizaron en luz ultravioleta (Gel
Doc, Biorad Laboratorios, Hercules, California) para visualizar la integridad de las
bandas del RNA ribosémico 28S Y 18S.

La eliminacion de restos de DNA en el RNA se llevd a cabo por medio del kit
TURBO DNA-free de Ambidn. EI volumen de reaccion fue 50uL compuestos por: 5 pL
de buffer, 1 uL de enzima, 10 pg de RNA (se calcula el volumen necesario dependiendo
de la concentracion de cada muestra) y agua DEPC hasta 50 puL. Se incubo a 37°C
durante 30 minutos, tras lo cual se afiadio 5 puL de DNase Inactivation Reagent. Se dejo
2 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd 1.5 minutos a 10000 xg y se recogio el
sobrenadante. Se midi6 la concentracion con el nanodrop y se guardé a —80°C.

SINTESIS DE cDNA

El cDNA se obtuvo a partir del RNA de diferentes tejidos del tracto reproductor
masculino mediante retrotranscripcion con el kit Super Script Il First-Strand Sintesis
System (Invitrogen, Carlsbad, California). Para ello, 500 ng de RNA total se sometieron
a retrotranscripcion usando como primers Oligo (dT) y la enzima SuperScript 111 RT. El
proceso consistid en una primera desnaturalizacion del RNA, del primer Oligo (dT) y de



los dNTPs a 65° C durante 5 min, tras lo cual se afiadio la mezcla de reaccion que
contiene tampon de RT, MgCl2, DTT, RNaseOUT vy la enzima SuperSript 111 RT. La
sintesis del cDNA se llevé a cabo a 50° C durante 5 min, terminando la reaccion a 85° C
durante 5 min. Para eliminar las trazas de RNA no transcritas a cDNA se traté con
RNase H e incub6 a 37° C durante 20 min. Todos los pasos se llevaron a cabo en un
termociclador MyCycler (Biorad). Los cDNA obtenidos se almacenaron a -20° C hasta
Su uso o se utilizaron para PCR inmediatamente.

Para comprobar el estado del cDNA obtenido en todos los tejidos se realizé una
PCR del gen endogeno GAPDH.

Se realizd utilizando la REDTaq DNA Polymerase de SIGMA. Los primers
utilizados fueron: (Forward primer: GCTGGTGCCCTTTTACCAGA; Reverse
Primer: CAGTGCATCTCCGTGAAGGT, de 90bp)

Para minimizar errores de pipeteo se hizo un mix con los compuestos necesarios
para la PCR. Cada muestra constara de 48 pL del mix y 2 pL de cDNA o agua para el
control negativo. Para las 13 muestras y el negativo se realizé el siguiente mix:

1x 14,5x
H20 36.9 ul 535.05 pl
BUFFER 5 ul 72.5 ul
dNTPs 0.4 ul 5.8 ul
PF 1.6 pl 23.5 ul
PR 1.6 pl 23.5 ul
Taq 2.5 ul 36.25 pl
TOTAL 48 ul 696,6 ul

Tabla 1: Mix de reacciéon para la PCR de GAPDH

Se afiadieron 48 pl del mix y 2 ul de cDNA o en el caso del negativo 48 pul de
mix y 2 de agua DNase/RNase Free.

Las condiciones de la PCR en el termociclador (S1000™ Thermal Cycler with

Dual 48/48 Fast Reaction Module#185-2148, Biorad, Espafia) fueron: desnaturalizacion
a 94 °C durante 3 minutos, tras lo cual se suceden 30 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C durante 45 segundos. Al terminar los
ciclos se realizo una extension final de 5 minutos a 72 °C.

Una vez terminada la PCR se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1%
en TBE (89 mM TRIS base, 2 mM EDTA y 89 mM &cido bérico) con bromuro de
etidio (0.5 pl/ml) durante 45 minutos a 100 V y 2 pl de un marcador de 50bp para
comprobar el resultado.
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AMPLIFICACION DEL ¢c-DNA PARA LA IDENTIFICACION DE AANAT Y ASMT

Las secuencias especificas para cada enzima se amplificaron mediante la técnica
PCR. Para llevar a cabo las reacciones se usé la enzima RED Taq DNA Polymerase de
SIGMA y todas se realizaron en un termociclador MyCycler (Biorad). Para minimizar
errores de pipeteo se hizo un mix con los compuestos necesarios para la PCR. Cada
muestra estuvo formada pore 48 uL del mix y 2 uL. de cDNA o agua para el control
negativo. La composicion del mix fue:

1X 13x

Agua libre de nucleasas 344 uL  |447.2 uL
Buffer 10x 5uL 65 uL
dNTP mix 25 pM 0,4 uL 52 uL
Primer directo 10 uM 2,5ulL 32.5uL
Primer reverso 10 uM 1,6 uL 20.8 uL
DMSO 10% 1,6 uL 20.8 uL
RED Taq DNA Polymerasa 2,5 ul 32.5uL
Volumen total: 48 uL 600 puL

Tabla 2: Mix de reaccion para la amplificacion de AANAT y ASMT

Para cada enzima los primers fueron disefiados utilizando primer-BLAST
(NCBI) y comprobando por andlisis BLAST (NCBI) para verificar la especificidad
génica. Los primers utilizados fueron: para AANAT (Forward primer:
GCTGGTGCCCTTTTACCAGA,; Reverse Primer: CAGTGCATCTCCGTGAAGGT,
de 90bp) y para ASMT (Forward primer: CTGCAGAGACTGTATCGGGC; Reverse
primer: GAGTACAGCAGCGTGGTCAG, de 104 bp).

La PCR se llevo a cabo con el cDNA obtenido anteriormente. En primer lugar
se realizo la desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, tras lo cual se sucedieron 35
ciclos de 95°C durante un minuto, 53°C durante 1 minuto y 72°C durante 30 segundos.
Al terminar el ciclo se sucedieron 15 minutos para la extension de las cadenas. Las
muestras no utilizadas se conservaron a -20°C.

Los productos de la amplificacién se separaron mediante un gel de agarosa al
2% en buffer 1xTris-borato-EDTA (TBE) con un 0.5 pL/mL de bromuro de etidio y el
resultado se visualizo con luz ultravioleta.
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g-PCR

La real time-PCR (g-PCR) nos permite la cuantificacion de los niveles de
expresion genica mediante la determinacion del ratio entre la cantidad de un gen diana y
un gen enddgeno de referencia con una expresion constitutiva e invariable en las
diferentes condiciones experimentales o diferentes tejidos. La expresion se comparara
para los distintos tejidos calculando el valor normalizado de muestras con la misma
cantidad de cDNA para cada tejido .

Los genes enddgenos de referencia utilizados fueron B-actina y Gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Para calcular la curva de eficiencia de cada uno de
los primers se realizaron diluciones seriadas de testiculo posterior (4 diluciones: 1/1,
1/10, 1/100 y 1/1000) y con diferentes concentraciones de forwar primer (PF) y reverse
primer (PR) (en nuestro caso: PF 300:PR 300, PF 400:PR400, PF 500:PR 500). La
reaccion se llevé a cabo utilizando la iTag Universal SYBR Green Supermiz (Biorad,
Spain), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los primers utilizados son los
mismos que los utilizados en RT-PCR. La reaccion de g-PCR se realiz6 en ABI PRISM
7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA).

La eficiencia de cada medida se calcula como: E = 10(-1/S) — 1, siendo S la
pendiente de la curva estandar. La curva estandar es 0.99

Una vez obtenidas la curva de eficiencia y elegida la concentracion optima de
primers (en este caso fue PF300/PR300 para la GAPDH y B-Actina y PF400/PR400
para AANAT y ASMT) se llevo a cabo la g-PCR para cada uno de los genes diana con
todos los tejidos del estudio y la glandula pineal como control positivo. Para la
cuantificacion de los resultados se utilizé el método Pfaffl (Pfaffl, M.W., 2001, Nucleic
Acids Res. 29(9):e45).
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DETECCION DE LAS PROTEINAS DE TEJIDOS POR WESTERN BLOTTING

EXTRACCION DE PROTEINAS DE LOS TEJIDOS

La extraccién de proteinas en los distintos tejidos se hizo siguiendo el mismo
procedimiento en todas las muestras: se partidé de una porcion de unos 300 mg
aproximadamente para cada tejido, que se mantuvo en nieve carbdnica para evitar la
desnaturalizacion de las proteinas, se afiadieron a continuacién 3 ml de medio de
extraccion (125 mM de Tris-HCI pH 6.8, 4% de SDS (v/v), 10% (v/v) de inhibidor de
proteasas 10x comeren agua ADDE) y se homogeneizaron con el homogeneizador de
tejidos Ultra Turrax (IKA T25 Digital Ultra-Turrax((R) Homogenizer, IKA, Germany /
Deutschland).

El homogeneizado se centrifugé a 13000xg, 5 minutos, a 4 °C y se extrajo el
sobrenadante. A cada muestra se le afiadio 0.02% de bromofenol de azul de
bromofenol, 1 % de glicerol al 20% (v/v) y 5% de B-mercaptoetanol por cada 100 pl y
se alicuotd. Posteriormente se congeld a -20°C hasta su evaluacion.

SDS-PAGE e INMUNOBLOTTING

Se utilizé el mismo protocolo para todas las proteinas estudiadas. Se utilizaron
geles del 12% de acrilamida y de grosor 1,5 mm y 15 pocillos. Las proteinas se
separaron en una dimension siguiendo el método Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando
patrones de comparacion de pesos moleculares, de 10 a 250 kDa (Sigmamarker, Sigma).
Las condiciones de electroforesis fueron 135 V durante 90 min. a 4° C.

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
PVDF utilizando el Trans-blot Turbo (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Una vez
transferidas las proteinas, los sitios no especificos de union de las membranas se
bloguearon incubéandolas 4 horas en Tween-PBS (136 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 10.1
mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4 y) con 5% (p/v) BSA.

La deteccion de AANAT se realizd6 mediante la incubacion durante toda la
noche a 4 °C con el anticuerpo primario policlonal Anti-Serotonin N-acetyltransferase
antibody (Abcam, Reino Unido), y ASMT mediante el anticuerpo anti-ASMT (Santa
Cruz Biothecnology), ambos en una dilucion 1:1000 en PBS-Tween-20 (0.5 % (v/v) de
Tween-20, pH 7.4 en PBS; PBST) con BSA al 1% (p/v).

Al dia siguiente se llevaron a cabo tres lavados de 15 minutos con PBST, tras lo
cual se incub6 con el anticuerpo secundario donkey anti-rabbit (LI-COR biosisciences,
BonsaiAdv. Tech., Madrid, Spain) en una dilucién 1/30000 y se incubd durante una
hora y cuarto a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, las membranas se
lavaron de nuevo tres veces en PBST y se revelaron utilizando el sistema Odissey CLx
Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences, Lincholn, NE, USA).
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RESULTADOS

EXPRESION GENICA DE AANAT Y ASMT EN TEJIDOS DEL TRACTO
REPRODUCTOR DEL MACHO OVINO

OBTENCION DE RNA Y ¢c-DNA

Las concentraciones de RNA de cada tejido obtenidas tras su extraccion y
limpieza se muestran en la tabla 1:

Tabla 1: Concentracién de RNA obtenido en los distintos tejidos del tracto reproductor del
morueco y control positivo (glandula pineal)

Cuerpo de epididimo 202.1 ng/ pl | Cabeza de epididimo 221 ng/ ul
Cola de epididimo 195.6 ng/ pl | Glandulas bulbouretrales 235,1 ng/ pl
Ampolla deferente 175.8 ng/ pl | Testiculo anterior 217 ng/ pl
Prostata 225 ng/ pl Testiculo posterior 217.1 ng/ pl
Vesicula seminal 220.1 ng/ ul | Glandula pineal 249.6 ng/ pl
Conducto deferente 238,05 ng/ ul

Tras su limpieza y la posterior sintesis de c-DNA, los resultados de la
retrotranscripcion se comprobaron mediante una PCR del gen constitutivo de GAPDH,
para comprobar el buen estado del cDNA con el que se va a trabajar posteriormente:

— G S s WS WS e WS GRS e — €

Tal AP N TG M CoN A P Vs Cd Gb Gp -

Figura 3: Expresion génica de GAPDH, evaluada por RT-PCR, en testiculo anterior (Ta), testiculo
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola Co) de epididimo, ampolla (A), préstata (P),
vesicula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glandulas bulbouretrales (Gb), glandula pineal
(Gp), control negativo.

El resultado de esta PCR nos confirmo el buen estado de todos los c-DNA
obtenidos, ya que se obtuvo una banda clara, la correspondiente a la amplificacion
deseada de GAPDH en todas las muestras a excepcion del negativo. Una vez
demostrada la validez del cDNA obtenido, se puede proceder a su utilizacién para la
amplificacion de los fragmentos correspondientes a las dos enzimas de sintesis
buscadas, AANAT e ASMT.
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AANAT

El resultado obtenido tras la PCR con los primers especificos para AANAT a
partir de los c-DNA obtenidos a partir de los tejidos del tracto reproductor del morueco
se muestra en la figura 4:

M x Ta Tp CaCuCo A P Vs cd Gb x Gp x (-)

Figura 4: Expresion génica de AANAT, evaluada por RT-PCR, testiculo anterior (Ta), testiculo
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), cola (Co), ampolla (A), préstata (P), vesicula (Vs),
conducto deferente (Cd), glandulas (Gb), vacio (x), pineal (Gp), y control negativo (-).

Mediante RT-PCR se obtuvo una banda de 90 pb en todos los tejidos
estudiados, correspondiente a la amplificacion del fragmento de la AANAT. De igual
forma, no se obtuvo ningun fragmento de amplificacion en el control negativo. De esta
manera se demuestra la existencia en todos los tejidos del tracto reproductor del
morueco la presencia de mRNA codificante para la sintesis de AANAT,.

Ademas, la RT-PCR también mostr6 unas intensidades de bandas distintas en
los distintos tejidos, que podria deberse a calidad y cantidad de cDNA obtenido, pero
también la cantidad de enzima que se esté expresando en cada tejido, lo que explicaria
la gran intensidad de banda obtenida en la glandula pineal, nuestro control positivo. De
esta forma, estos resultados parecen indicar que la sintesis de AANAT es mayor en el
testiculo que en el resto de los tejidos del tracto reproductor, por lo que es necesario un
posterior estudio cuantitativo mediante g-PCR para corroborar este dato.

15



ASMT

Los resultados obtenidos en la RT-PCR para ASMT se muestran en la figura 5:

Figura 5: Expresidn génica de ASMT, evaluada por RT-PCR en testiculo anterior (Ta), testiculo
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), cola (Co), ampolla (A), prostata (P), vesicula seminal
(Vs), conducto deferente (Cd), glandulas (Gb), vacio (-), pineal (Gb), vacio (-) y control negativo

(-)-

Como se puede apreciar en la figura 5, la intensidad de la banda es variable y es
completamente nula en el negativo, lo que permite dar por valido el experimento. Hay
pequefias bandas de inespecificidad posiblemente debidas a la utilizacion de DMSO,
pero insignificantes en relacion a los niveles de amplificacion obtenidos , puesto que
como se observa en la Imagen 3 se genera amplificacion en todos los tejidos del
fragmento a la altura esperada de 104 pb y correspondiente a ASMT.

De forma semejante al resultado descrito para la enzima AANAT, las bandas
obtenidas poseeen diferente intensidad y aquellos tejidos con mayores intensidades,
nuevamente testiculo anterior y posterior, son los que tendrdn una mayor cantidad de
sintesis.

Q-PCR

La g-PCR ha permitido determinar el grado de expresion génica de ambas
enzimas en las distintas partes y/o tejidos del tracto reproductor estudiados, para ello, se
utilizé la glandula pineal como control positivo. Los resultados de la g-PCR, tras la
normalizacion mediante los dos genes de referencia utilizados, se muestran en las
figuras6y 7:

16



3000- —
2000-
1000-

w
o
1

|

N
T

-
T

0 i N O s IO N s N s B |
I ¥ 1 ] ¥ 1 I ] 1 |

Fold change (unidades arbitrarias)

Figura 6: Expresion génica de AANAT, evaluada por g-PCR, en testiculo anterior (Ta), testiculo
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola de epididimo (Co), ampolla (A), prostata (P),
vesicula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glandulas bulbouretrales (Gb) y glandula pineal

(Pi)
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Figura 7: Expresion génica de ASMT, evaluada por g-PCR, en testiculo anterior (Ta), testiculo
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola de epididimo (Co), ampolla (A), préstata (P),
vesicula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glandulas bulbouretrales (Gb) y glandula pineal

(Pi)

Al igual que ocurria en los resultados obtenidos mediante RT-PCR, se
obtuvieron resultados positivos para ambas enzimas en todos los tejidos estudiados,
siendo de nuevo la glandula pineal (control positivo) la que mostré los mayores valores
de expresion. Sin embargo, hay que destacar que, dentro de los tejidos del tracto
reproductor del morueco, los mayores valores obtenidos son en el testiculo,
obteniéndose valores hasta 15 veces superiores en comparacion con el siguiente tejido,
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y por ello, el testiculo es el que podria desempefar el papel mas decisivo en la sintesis
de la melatonina presente en el plasma seminal. Aungue el grado de expresion génica es
considerablemente menor que en la glandula pineal.

INMUNODETECCION DE LAS ENZIMAS AANAT Y ASMT EN TEJIDOS DEL
TRACTO REPRODUCTOR DEL MACHO

WESTERN BLOT DE AANAT

Para determina la presencia de estas enzimas a estudio en los diferentes tejidos
del tracto reproductor del morueco se procedi6 a su identificacion mediante Western-
blot.
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Figura 6: Presencia de AANAT, identificada mediante Western-blot con anticuerpos especificos
en proteinas de testiculo anterior (Ta), testiculo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), cola
(Co), ampolla (A), préstata (P), vesicula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glandulas (Gb),
pineal (Pi) y control negativo con espermatozoide (-).

Todos los tejidos, salvo el control negativo, presentan una banda de 23 kDa
compatible con el peso molecular de la AANAT (Figura 6). De esta manera queda
demostrada, no solo la transcripcion, sino también la traduccion del mRNA detectado
por RT-PCR y g-PCR, y por tanto la sintesis de esta enzima por parte de practicamente
todos los tejidos del tracto reproductor del morueco.
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WESTERN BLOT DE ASMT

Los resultados del Western blot para la ASMT se muestran en la figura 9:

Figura 7: Presencia de ASMT, identificada mediante Western-blot con anticuerpos especificos
en proteinas de testiculo anterior (Ta), testiculo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), cola
(Co), ampolla (A), prostata (P), vesicula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glandulas (Gb),
pineal (Pi) y control negativo de espermatozoide (-).

Al igual que para AANAT aparece una banda de 38 kDa compatible con la
presencia de  ASMT. Ademas, en este caso, el testiculo parece tener méas cantidad de
esta enzima que el resto de los tejidos del tracto reproductor, como indicaria la mayor
intensidad de banda obtenida.

Estos resultados corroboran los datos obtenidos mediante RT-PCR y g-PCR, y
demuestran que también hay sintesis de ASMT en todos los tejidos estudiados, pero
principalmente en el testiculo.

Los resultados demuestran la presencia de las dos enzimas clave de la ruta de
sintesis de melatonina en tejidos del tracto reproductor del morueco, principalmente en
el testiculo.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo demostrarian la existencia de la ruta de sintesis de
la melatonina en el aparato reproductor del morueco mediante la identificacion de las
dos enzimas mas determinantes de dicha ruta, la AANAT y ASMT, ya que existen y son
sintetizadas en todos los tejidos estudiados. En la primera parte del trabajo se ha
demostrado la presencia de mMRNA para estas enzimas en todo el tracto reproductor del
morueco, pero ademas la g-PCR ha permitido determinar que su expresion génica es
mayoritaria en el testiculo.

Ademas, los estudios realizados mediante Western-blot han demostrado que no
solo hay transcripcion, sino también traduccion del mRNA detectado por RT-PCR y g-
PCR, y por tanto la sintesis de estas enzimas por parte de practicamente todos los
tejidos del tracto reproductor del morueco, aunque de nuevo, siendo mayor en el
testiculo.

Estudios anteriores ya habian determinado la presencia de estas enzimas en
testiculo de rata, (Tijmez et al.1996) y otros estudios posteriores demostraron su
expresion génica en la misma especie (Stefulj et al. 2001); sin embargo las células que
eran responsables de la sintesis de dichas enzimas todavia no se han identificado. De
esta forma, el estudio llevado a cabo en nuestro grupo, constata que en el tracto
reproductor del macho, y de forma predominante en el testiculo, existe la maquinaria
enzimatica para la sintesis de melatonina, lo que explicaria en parte los niveles de
melatonina detectados en plasma seminal. La capacidad de sintesis de melatonina
extrapineal por parte del testiculo en el macho ovino explicaria la presencia de altos
niveles de melatonina en el plasma seminal de esta especie durante las horas diurnas
(Casao et al. 2010), aspecto que podria derivarse de la propia génesis espermatica y la
transicion a traves de distintos tipos celulares hasta la construccion de espermatozoides
maduros. Por ello, parte de la melatonina presente en el plasma seminal podria no
haberse originado en la glandula pineal, y por ende, no provenir del torrente sanguineo,
sino que seria sintetizada y secretada en el propio tracto reproductor del morueco,
principalmente por el testiculo.

Este no seria el primer caso en que se demuestra la secrecion de melatonina
extrapineal en altas concentraciones independientemente de la sintetizada por la
glandula pineal, ya que este hecho también se ha demostrado en higado, intestino y
otros organos (Acufia-Castroviejo et al. 2014). Aunque si seria la primera vez que la
melatonina extrapineal podria actuar como hormona endocrina. Esta melatonina
producida principalmente por el testiculo podria tener una funcién similar a la producida
localmente por el ovario. En este 6rgano, la melatonina es sintetizada por las células de
la granulosa durante el desarrollo folicular (Itoh et al. 1999), y se acumula en el fluido
folicular (Brzezinski, Seibel et al. 1987), lo cual parece proteger al ovocito durante su
maduracion (Adriaens et al. 2006).
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La funcion de esta hormona en el desarrollo de los gametos podria estar
relacionada con su capacidad para disminuir el dafio oxidativo de las células, causa
importante de infertilidad (Agarwal et al. 2003). Se ha visto como la melatonina puede
proteger a los ovocitos de la apoptosis y del dafio del DNA que causan las especies ROS
(Na et al. 2005, El-Raey et al. 2011, Takada et al. 2012). De esta manera, una secrecion
de melatonina en el aparato reproductor del macho podria tener como funcion proteger a
los espermatozoides durante la espermatogenesis, influyendo en el grado de fertilidad de
los machos (Agarwal et al. 2008).

Ademas, el efecto protector de dicha hormona no solo se concentraria sobre los
espermatozoides, si no que podria extenderse también sobre las espermatogonias y
células germinales que se encuentran en los tubulos seminiferos (Guneli et al. 2008,
Ozen et al. 2008) y los espermatozoides epididimarios (Huang et al. 2009, Sarabia et al.
2009), con los mismos efectos protectores.

Estos posibles efectos protectores de la melatonina durante la espermatogénesis,
que influirian en la calidad seminal, no solo serian aplicables al caso del morueco, si no
qgue otras especies, incluida la humana podrian verse influidas por los mismos
parametros, lo que indicaria el importante papel que desempefia esta hormona sobre la
reproduccion y la importancia de los beneficios que podrian suponer estos
descubrimientos en el campo de la reproduccion.
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CONCLUSIONES

e Los experimentos llevados a cabo en este trabajo demuestran la existencia de la
ruta de sintesis de melatonina en el tracto reproductor del morueco.

e Ademas, estos resultados parecen indicar, ya no solo la capacidad de sintesis de
enzimas de la ruta en el tracto reproductor del morueco, si no que estas estan
presentes en el testiculo en una concentracion importante y capaz de sustentar un
metabolismo propio

e EI testiculo, tanto su parte anterior como posterior, presentan los mayores
niveles de expresion para las dos enzimas, siendo el epididimo y vesicula
seminal los siguientes.

e Esta capacidad de sintesis de melatonina por el testiculo podria ser responsable
de los altos niveles de melatonina detectados en plasma seminal en horas diurnas

e El papel de dicha hormona en el tracto reproductor del morueco puede que sea la
proteccion frente al dafio oxidativo generado por especies ROS, de manera
similar a la funcién que desempefia en el ovario.

e La repercusion de esta via metabdlica en el tracto genital del morueco es
extrapolable a otras especies, constituyéndose como un elemento de gran
importancia a la hora de mejorar la capacidad reproductiva de las mismas.

CONCLUSIONS

e Experiments carried out by our research group show the existence of the
melatonin synthesis in the ovine reproductive tract.

e Furthermore, these results seem to indicate, not only the capability of synthesis
of pathway enzymes in the ram reproductive tract, also they are present in the
testicle in an important concentration which is capable of sustaining its own
metabolism.

e Testis, both the front and back of, have the highest expression levels for the two
enzymes, follow by the seminal vesicle and epididymis.

e This capability of synthesis melatonin by the testicle could be responsible of the
high melatonin levels detected in seminal plasma in daytime hours.

e The role of this hormone in the ram reproductive tract can be the protection
against oxidative damage generated by ROS species, in a similar way as it works
in the ovary.

e The impact of this pathway in ram genital tract can be extrapolated to other
species, constituting an element of great importance to improve the reproductive
capacity.
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	La extracción de proteínas en los distintos tejidos se hizo siguiendo el mismo procedimiento en todas las muestras: se partió de una porción de unos 300 mg aproximadamente para cada tejido, que se mantuvo en nieve carbónica para evitar la desnaturaliz...

