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Abstract:

Melatonin is a conserved ancient hormone, preserved in several species and it can
carry out multiple functions in different cell types. It can make their functions piercing
the plasmatic membrane or by specific receptors. In spermatozoa this hormone is
believed to act by both ways, mediating in the sperm capacitation, which is the sum of
several changes that have to suffer the spermatozoa in order to adquire their fertilising
ability. In some cells it has been demostrated its ability for joining other proteins such
as calmodulin or even mediating in phosphorilation processes in this type of proteins,
modifying signaling pathways, but it is unknown if the present actions in the

spermatozoa are mediated by calmodulin.

Therefore, in the current work it was proposed, as the main objective, to elucidate if
the melatonin effects are mediated by its joining to membrane receptors or piercing
the plasmatic membrane. So it has been used 100 pM melatonin incubations, with a
receptor agonist, 8M-PDOT, with melatonin using at the same time a melatonin
receptor antagonist, luzindole, and we analysed the results of membrane integrity, the
motility, the capacitation status and the calcium levels. The results suggest that
melatonin influences the capacitation process, at least as part, by membrane

receptors.

The second objetive was the study of the participation of calmodulin in those actions
so in one hand, it was measured the P-calmodulin levels in order to determinate if
melatonin participates in the process of phosphorilation of calmodulin to regulate
their functions, and in the other hand it was tested the effect of a calmodulin inhibitor,
calmidazolium, to observe the influence in melatonin actions. The results, although
they are preliminary, suggest that melatonin decrease the calmodulin phosphorilation
and this action may be mediated by their membrane receptors. Therefore melatonin
shows a decrease in the calmodulin pos traductional signals that could affect the
action mechanism. On the other hand, the calmodulin inhibition prevents the increase
of capacitated spermatozoa and the tyrosine phophorilation produced by melatonin.
In conclusion, the melatonin actions in sperm capacitation might be mediated by

calmodulin when the hormone is united with their receptors.



Resumen:

La melatonina es una hormona ancestral muy conservada entre especies y que
desempefia una gran variedad de funciones en muchos tipos de células. Es capaz de
ejercer sus acciones atravesando la membrana plasmatica o uniéndose a receptores
especificos. En el espermatozoide esta hormona se cree que puede actuar por ambas
vias mediando procesos como la capacitacién espermatica, una serie de cambios que
deben darse en los espermatozoides para adquirir su capacidad fecundante. En
algunos tipos celulares se ha demostrado su capacidad de unidn con proteinas
citosélicas como la calmodulina, o incluso regular procesos de fosforilacion en estas
proteinas, modificando por tanto rutas de sefializacidn celular, pero se desconoce si las

acciones descritas sobre los espermatozoides estan mediadas por la calmodulina.

Por todo ello, en el presente trabajo se planted, como primer objetivo, dilucidar si los
efectos que produce la melatonina estaban mediados por su union a receptores de
membrana o los ejercia atravesando directamente la membrana plasmatica. Para ello
se llevaron a cabo las incubaciones con 100 pM de melatonina, con un agonista de sus
receptores, el 8M-PDOT, y con melatonina junto con un antagonista de sus receptores,
el luzindol, y se analizaron los efectos sobre la integridad de membrana, la motilidad,
el estado de capacitacién y los niveles de calcio. Los resultados obtenidos sugieren que
la melatonina ejerce su influencia en el proceso de capacitacion espermatica, al menos

en parte, via receptores de membrana.

El segundo objetivo planteado fue estudiar si las acciones observadas estaban
mediadas por la calmodulina, y para ello, por un lado, se analizaron los niveles de
fosfocalmodulina (P-Cam) para determinar si la melatonina es capaz de modular la
fosforilacion de la calmodulina y de esta forma, regular su accidn, y por otro, se analizo
el efecto de un inhibidor de la calmodulina, el calmidazolium, para observar su
influencia en las acciones observadas de la melatonina. Los resultados, aunque
preliminares, sugieren que la melatonina disminuye la fosforilacidon de la calmodulina,
y que esta accidén también estaria mediada, al menos en parte, por su union a
receptores de membrana. Por tanto la melatonina parece dar lugar a menores

modificaciones post-traduccionales de la calmodulina que podrian afectar a su
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mecanismo de accidn. Por otro lado, la inhibicion de la calmodulina evita el
incremento en espermatozoides capacitados y la fosforilacién de tirosinas producido
por la melatonina. En conclusién, las acciones de la melatonina sobre la capacitacién
espermatica parecen estar mediadas por la calmodulina tras la unién de la hormona a

sus receptores de membrana.

1. Introduccion:

1.1 La capacitacion espermatica:
En mamiferos es necesario un proceso de maduracién funcional de los
espermatozoides tras su eyaculacidn, ya que inicialmente no son capaces de llevar a

cabo el proceso de fecundacion.

Este proceso se conoce como capacitacidon espermatica y se produce a lo largo del
tracto reproductor femenino. La capacitacion conlleva cambios tanto bioquimicos
como biofisicos no solo en el interior de las células sino también a nivel de membrana.

(Ickowicz, Finkelstein, and Breitbart 2012) (Yanagimachi 1994).

Esta serie de modificaciones durante el proceso de capacitacion ocurren de forma
secuencial y se pueden clasificar. Hay eventos rapidos, como la exposicion de los
espermatozoides a altas concentraciones de Ca®* y HCO5 del plasma seminal,
desencadenando a su vez la activacidn flagelar y la despolarizacion de la membrana
(Wennemuth et al. 2003). Por otro lado los eventos lentos, como la hiperactivacion
espermatica, se producen cuando estas células estan en las condiciones adecuadas

para llevar a cabo en ultimo término la fecundacion del évulo (Salicioni et al. 2007).

1.1.1 Eventos de la capacitacion:

1.1.1.1. Incremento en la fluidez de membrana plasmatica:

Durante el proceso de capacitacién espermatica se lleva a cabo la reorganizacion de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide y ademas la proporcion
de colesterol disminuye de forma notable (Davis 1981). Estos eventos se producen de

forma natural en el tracto reproductor femenino gracias a las secreciones del mismo,



mientras que en el proceso in vitro es posible por la presencia en el medio de
sustancias como la albumina (BSA), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y B-
ciclodextrinas, descritas como grandes aceptores de colesterol. Se tratan por tanto de
sustancias capacitantes, ya que facilitan la eliminacion de colesterol y propician la
reorganizacion estructural de la membrana de los espermatozoides (Vadnais et al.

2007).

1.1.1.2. Fosforilacion de proteinas:

La fosforilacion en tirosinas fue descrita en la célula espermatica por primera vez en
1989 (Leyton et al. 1989) identificandose tres proteinas fosforiladas de 52, 75 y 95 KDa
gracias al uso de anticuerpos anti-fosfotirosinas. Esta fosforilacion aumenta durante la
capacitacién en diversas especies y parece ser un prerrequisito para que el
espermatozoide pueda fecundar al ovocito (P. E. Visconti et al. 1995). Ademas de en
tirosinas, también se produce un incremento de fosforilacidn en residuos de serinas 'y
treoninas tanto en morueco (Grasa et al. 2009) como en otras especies como humano

(Naz 1999) o ratdn (Jha et al. 2006).

El incremento en la fosforilacion de tirosinas es un evento tardio durante la
capacitacién y requiere la presencia en el medio de ciertas sustancias como la BSA,
Ca* y HCO3™ entre otras. La ausencia de alguno de estos constituyentes en el medio
hace imposible la fosforilacién de proteinas y por tanto no se lleva a cabo el proceso
de capacitaion espermatica (Pablo E. Visconti 2009). Su incremento esta ligado en
muchas especies a un aumento de la concentracién de AMPc (Leclerc and Kopf 1995;
P. E. Visconti et al. 1995; Kalab et al. 1998) ya que depende, entre otras, de la via
clasica AMPc/PKA.

En el caso de los espermatozoides ovinos, el incremento en la fosforilacién de tirosinas
fue descrito por primera vez por nuestro grupo de investigacion (Pérez-Pé et al. 2002)
gue mas recientemente demostro la participacién de nuevas vias alternativas a la

AMPc/PKA de sefializacién que regulan este proceso (Luna et al. 2012).



1.1.1.3. Hiperactivacion flagelar:
Es el cambio en el patrén de motilidad necesario en los espermatozoides de los
mamiferos para llevar a cabo la posterior fertilizacion del évulo, por tanto es un evento

tardio en el proceso de capacitacion.

Se produce un aumento en la amplitud curva del movimiento flagelar y un cambio en
el propio ritmo con el que se agita el flagelo. Estos cambios en los patrones de
movimiento permitiran al espermatozoide atravesar la zona peltcida del oocito para

asi fecundarlo.

Figura 1.1.1.3. Hiperactivacion en espermatozoides de caballo inducida por procaina. A
y C representan el control a 0 y 6 horas mientras que B y D han sido tratados con dicha
sustancia, induciéndoles a la hiperactivacion. Los puntos representan la posicién de la
cabeza en 30 videos sucesivos a 0,5 fotogramas y la linea roja el camino realizado

(McPartlin et al. 2009).

La hiperactivacion esta intimamente ligada a movimientos de calcio dentro del propio
espermatozoide, concretamente los dados en el axonema, que es la estructura de
microtubulos del flagelo, aunque la cascada de sefiales que lo regula no estd
totalmente descrita. Ademas se ha observado que depende de las caracteristicas
fisicas del entorno donde se encuentra la célula y que ademas varia entre especies

(Suarez and Ho 2003).



1.1.2. Moléculas y segundos mensajeros implicados en la capacitacion:

1.1.2.1. Bicarbonato:

La capacitacion es un proceso dependiente del ion HCOs- (P. E. Visconti et al. 2002).
Este transporte de HCOs- a través de la membrana puede ser el responsable del
incremento del pH intracelular que se observa durante la capacitacién (Zeng, Oberdorf,

and Florman 1996).

Los iones HCOs- permiten la estimulacion de sAC o SACY, una adenilil ciclasa. De esta
forma, se incrementan los niveles de cAMP intracelular lo que activa a su vez la PKA 'y

se hace posible la consecuente fosforilacion de proteinas (Pablo E. Visconti 2009).

Este incremento de HCOs'dara lugar también a una modificacion de la asimetria
transversal de la membrana plasmatica, fenédmeno conocido como scramblingque
implica la externalizacion de fosfolipidos de membrana junto a la de colesterol de

manera dependiente de HCO;3'.

1.1.2.2. Caicio:

El calcio desempeiia un papel importante en el proceso de capacitaciéon espermatica,
siendo fundamental desde sus inicios para regulacion de los niveles de cAMP junto al
bicarbonato ya que activa también a la adenilil ciclasa SAC o SACY ya mencionada

anteriormente (Pablo E. Visconti 2009).

En muchas especies se ha observado un aumento progresivo de los niveles de calcio
durante el proceso de capacitacion pero no se ha podido determinar si dicho calcio
proviene de reservorios intracelulares o de su entrada desde el exterior. No se conoce
tampoco si esta entrada de calcio se produce mediante canales o directamente a
través de membrana plasmatica debido a las modificaciones tanto en su permeabilidad
y fluidez debidas a la reorganizacion y salida del colesterol. El incremento juega
también un papel fundamental en la posterior reaccion acrosémica (Snell and White

1996).

1.1.2.3. Aceptores de colesterol:
En el proceso de capacitacion in vitro se necesita la presencia de BSA en el medio

debido a su capacidad para extraer el colesterol de la membrana plasmatica(Parrish et
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al. 1988) (P. E. Visconti et al. 1999). A pesar de que no se conoce del todo el
mecanismo por el cual su retirada de la membrana regula el proceso de capacitacion,

los cambios tanto en la estructura como en la fluidez de la misma son esenciales.

Sin embargo, la presencia de otros componentes en la membrana del espermatozoide
como proteinas, lipidos o ciertos iones hacen que el proceso llevado a cabo por la BSA
no sea del todo efectivo. Por ello en los medios de capacitacién se suelen afadir
también las ciclodextrinas (MbCD) como aceptores alternativos de colesterol. A pesar
de su efectividad en este tipo de modificaciones, su mecanismo de accién tampoco

esta completamente establecido(Zidovetzki and Levitan 2007).

Aunque actuan de forma diferente, la combinacién de ambos componenetes en el
medio hacen posible la correcta modificacion de las propiedades de membrana para

llevar a cabo el proceso de capacitacién espermatica (van Gestel et al. 2005).

1.1.2.4. Especies reactivas de oxigeno:
La produccién de ROS es uno de los eventos tempranos que se llevan a cabo durante el
proceso de capacitacion. Conlleva un incremento en las concentraciones del anion

superoxido (02e-), perdxido de hidréogeno (H202) u 6xido nitrico (NOe) entre otros.

El papel desempeiiado por estas especies es multiple y algo complejo ya que hace
posible la activacion de todo tipo de cascadas de sefializacién, siendo de gran
importancia, por ejemplo las especies O2e y NOe para la activacion de sAC en la

produccién de AMPc durante la capacitacion espermatica (O’Flaherty 2015).

A pesar de estos efectos beneficiosos y necesarios en la célula, su acumulacidn puede
llegara a provocar efectos negativos como la peroxidacion de lipidos e incluso dafios en
el propio DNA (Kothari et al. 2010). Para evitar la pérdida total de su capacidad
fecundante, los espermatozoides tienen sistemas de defensa frente al dafio oxidativo.
Esta proteccion se da gracias a la presencia de ciertas enzimas y moléculas
antioxidantes, entre las que destaca la melatonina presente en el plasma seminaly en

le tracto reproductor femenino (Casao et al. 2013).
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1.1.2.5. AMPc:

Este nucledtido actiia como segundo mensajero de multiples procesos bioldgicos. En
los espermatozoides, al igual que ocurre con células somaticas, el incremento de la
concentracion intracelular de AMPc depende de la activacion de la adenilato ciclasa

(AC), enzima que cataliza la produccidon de AMPc a partir de adenosin trifosfato (ATP).

Estudios previos de nuestro grupo de investigacién postularon que los elevados niveles
intracelulares de fosfodiesterasas (PDEs, enzimas encargadas de la degradacion del
AMPc) presentes en el espermatozoide ovino, serian los responsables del bajo
contenido de AMPc intracelular observado (Colas et al. 2008; Grasa, Cebrian-Pérez,
and Muino-Blanco 2006). Asimismo demostraron que era necesaria la adicion de un
medio especificamente disefiado para mantener niveles intracelulares altos de AMPc
(al que en este trabajo nos referiremos como cocktail) para la induccion de la

capacitacién in vitro en espermatozoides ovinos (Colas et al. 2008).

1.2 La Melatonina y su papel fisiolégico en la reproduccion:

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una indolamina descrita inicialmente
por MacCord y Allen (1917), y aislada por primera vez en los pinealocitos bovinos por
Lerner (1958). En el afio 1959 se identificd su estructura quimica y se propuso el
nombre de melatonina (Lerner et al. 1958). Esta presente en muchos organismos,
desde animales superiores hasta procariotas y por ello se cree que su existencia data

desde los primeros atisbos de vida celular (Reiter et al. 2013).

Se trata una hormona producida mayoritariamente en la gldndula pineal, tal y como se
muestra en la figura 1.2, a partir de triptdfano. En vertebrados la produccion de
melatonina por la glandula pineal se relaciona directamente con el ritmo circadiano,
siendo inhibida por la luz y a su vez estimulada por la oscuridad (Caballero et al. 2012).
De esta forma, en plasma sanguineo, posee un pico maximo de concentracién

nocturno y unos niveles basales diurnos (Turek, Desjardins, and Menaker 1976).

La melatonina juega un papel fundamental en la regulacién de los procesos

reproductivos de animales estacionales (Figura 1.2). Sincroniza sus épocas
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reproductivas con los cambios ambientales, en concreto con la temperaturay la
abundancia de alimentos (Gerlach and Aurich 2000). En el caso de la especie ovina,
estimula la reproduccion en los dias cortos, es decir en las estaciones de otoiio e
invierno (Malpaux et al. 1997), para que los partos se concentren en primavera-
verano. Por el contrario, en épocas de dias mas largos se disminuye la actividad del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal (Lincoln, Lincoln, and McNeilly 1990) por lo que tiene
lugar una menor produccién de melatonina en la glandula pineal (Sheikheldin,
Howland, and Palmer 1992). En machos ovinos la época no reproductiva esta asociada
a una peor calidad espermatica (Karagiannidis et al. 2000) y menor capacidad

fecundante (Palacin et al. 2008).

] LD
Melatonin Inuurmumes)

Figura 1.2 Representacion del sistema de produccion de melatonina en mamiferos. La
retina capta la informacidn luminica hasta llegar al nucleo supraquiasmatico del
hipotalamo (SNC), encargado de regular los ritmos circadianos. Este da sefiales a la
glandula pineal para la sintesis de melatonina. En dias largos (LD) hay picos cortos de
melatonina mientras que en dias cortos (SD) se da un incremento en su produccion

(Revel et al. 2009).

Ademas, la melatonina también se haya presente en el plasma seminal y tiene efectos
directos sobre los espermatozoides, en concreto sobre la capacitacidony la
supervivencia espermatica (Casao et al. 2010). El mecanismo de accion de la
melatonina es complejo, ya que puede atravesar directamente la membrana celulary
ejercer su accion en el citoplasma, pero ademas también existen receptores

especificos para esta hormona en la membrana plasmatica y nuclear y a través de su

13



union a ellos, la melatonina desencadenaria diferentes vias de transduccion de sefales

(Liu et al. 1997).

En mamiferos se describieron en 1994 dos receptores de melatonina denominados
MT1y MT2 (Reppert et al. 1995). Ademds nuestro grupo de investigacion identificé la
presencia de ambos receptores de melatonina en la membrana plasmatica de
espermatozoides ovinos (Casao et al. 2012) y demostrd que la accion de la melatonina
sobre la capacitacion espermatica podria estar mediada por la union a estos
receptores, concretamente a MT2 (Cebrian-Pérez et al. 2014). Tampoco se puede
olvidar la actividad antioxidante de esta hormona, que controlando los niveles de ROS

podria regular también la capacitacion espermatica.

Ademas, también seria posible que, tras atravesar la membrana plasmatica, la
melatonina actle una vez en el citoplasma, uniéndose a la calmodulina (Pozo et al.
1997) ya que esta proteina se encuentra relacionada con diferentes aspectos de la
funcionalidad espermatica, como la hiperactivacion, la capacitacion y la reaccion

acrosomica (Bendahmane, Lynch, and Tulsiani 2001; Col3s et al. 2009).

1.3 La calmodulina:

La calmodulina es una proteina abundante en el interior celular y que esta altamente
conservada. Es capaz de formar complejos con el Ca2+ para activar, junto al AMPc,
ciertas quinasas como las calcio calmodulina quinasas (CaMKs) por lo que interviene
en procesos de transporte de ciertos iones, sefializacion e incluso muerte
celular(Marin-Briggiler et al. 2005). Se caracteriza por tener la capacidad de ligar dos
moléculas de Ca+2 gracias a dos dominios especificos los cuales estan unidos entre si
por una gran alfa hélice como se puede apreciar en la figura 1.3 (RCSB Protein Data

Bank).
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Figura 1.3 Imagen representativa de la proteina calmodulina, sin calcio (izquierda) y
con calcio (derecha). Los sitios de unidn a proteinas estan sefialados con estrellas rojas

(RCSB Protein Data Bank).

En el espermatozoide, como ya se ha comentado, la reaccién acrosémica y el proceso
de capacitacidn cursan con aumentos transitorios de las concentraciones tanto de Ca™
como de AMPc, cuyas acciones vienen reguladas principalmente por quinasas
dependientes de AMPc y la calmodulina. Debido a esta dependencia de Ia
concentracion de calcio, la calmodulina esta también relacionada con modificaciones
en los patrones de motilidad espermatica durante la capacitacion (Pariset et al. 1983).
Se localiza principalmente en el flagelo y, dependiendo de las especies, en la regiéon
acrosomal o post-acrosomal, aunque su localizacion puede variar durante la
capacitacion y la reaccién acrosémica (Trejo and Mujica 1990; Schlingmann et al.

2007).

Asi en la especie ovina, nuestro grupo evidencié mediante inmunocitoquimica que,
ademas de en el flagelo, algunos espermatozoides también presentan marcaje en el
segmento ecuatorial y regidn post-acrosomal, y la capacitacidon provoca un incremento

de los espermatozoides marcados en esta ultima region (Grasa et al. 2009).

A pesar de que en otras especies se habia descrito que determinados antagonistas de
la calmodulina producian una inhibicidn de la capacitacidn y la fosforilacidn de
tirosinas, nuestro grupo demostrd que, en espermatozoides ovinos, la inhibicion de la
accién de esta proteina, daba lugar a un incremento en el porcentaje de

espermatozoides capacitados (Grasa et al. 2009).
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Debido a estas diferencias con otras especies y a su posible implicaciéon en el
mecanismo de accién de la melatonina, en este trabajo se planted el estudio de los
cambios en la sefial de calmodulina de los espermatozoides debidos a la presencia de

melatonina en el medio de incubacion.
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2. Hipaétesis y objetivos:
La melatonina es capaz de ejercer efectos directos sobre la funcionalidad espermatica,

uniéndose a receptores especificos en la membrana del espermatozoide, o
atravesando directamente la membrana. En algunas células somaticas es capaz de
unirse a proteinas del citoplasma como la calmodulina, o producir modificaciones post-
traduccionales en las mismas. La calmodulina es una proteina con diversas funciones

de sefializacidn celular e importante en el proceso de capacitacion espermatica.

En base a estos antecedentes, la hipdtesis planteada en el presente trabajo fue que la
melatonina ejerce sus acciones sobre la funcionalidad espermatica interaccionando

con la calmodulina.
Para comprobar esta hipdtesis se plantearon los siguientes objetivos:

1) Dilucidar si los efectos que produce la melatonina sobre los espermatozoides
estan mediados por su union a receptores de membrana o los ejerce

atravesando directamente la membrana plasmatica.

2) Estudiar la relacién entre la melatonina y la calmodulina en el espermatozoide
ovino

2.1) Analizar los efectos de la melatonina sobre la fosforilacidon de la
calmodulina.

2.2) Evaluar los efectos de la inhibicién de la calmodulina sobre la accidn de la
melatonina.
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3. Materiales y métodos:

3.1. Procesado de las muestras espermaticas

3.1.1. Recoleccién del semen:

En los experimentos realizados se utilizdo semen ovino obtenido a partir de moruecos
adultos (3 y 6 afios), pertenecientes a la Asociacion Nacional de Ganaderos de la raza
Rasa Aragonesa (ANGRA), mantenidos en las instalaciones del Servicio de

Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza.

Tanto el mantenimiento de los sementales como la obtencion de las muestras
corrieron a cargo del personal del SEA. Los animales se mantuvieron con un régimen
de tres extracciones semanales, manteniéndose asi periodos de abstinencia de dos o
maximo tres dias. Se obtuvieron dos eyaculados consecutivos por morueco, mediante
vagina artificial, y se utilizaron sdlo los segundos en base a resultados previos de
nuestro equipo de investigacién que demostraron que éstos tenian mejores
parametros de calidad seminal (Ollero, Blanco, et al. 1996; Ollero, Muifio-Blanco, et al.
1996; Ollero et al. 1994). Tras la recogida, las muestras se mantuvieron a 37 °C hasta
su uso y se trabajo con la mezcla de los segundos eyaculados para minimizar sesgos

individuales.

3.1.2. Método Swim up/Dextrano:

Con el fin de eliminar el plasma seminal y/o restos celulares de las muestras de
eyaculado frescas, se utilizd el método de swim-up/dextrano. La eliminacién del
plasma seminal resulta conveniente debido al efecto perjudicial que éste ejerce en el
mantenimiento de las células espermaticas (Mortimer 1994), asi como para evitar la

influencia de sus componentes en los resultados obtenidos.

El método de swim-up/dextrano puesto a punto en nuestro laboratorio por

Garcia- Lédpez y col. (Garcia-Lépez et al. 1996) estd basado en el descrito por Alvarez
para espermatozoides humanos (Alvarez et al. 1993), pero se modificaron tanto
alguno de los pasos del proceso como la composicién del medio para su aplicacion en
el lavado de espermatozoides ovinos.
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El medio utilizado fue el MS, compuesto por NaCl 50 mM, KCl 10 mM, MgS04 0,4 mM,
K2HPO4 0,3 mM, HEPES 21 mM, glucosa 2,8 mM, piruvato sddico 0,33 mM, lactato
sodico 18,6 mM, sacarosa 200 mM, pH 6,5. Este medio no contenia ni CaCl2 ni NaHCO3

para evitar una capacitacion prematura de las células (P. Grasa et al. 2004).

Para la realizacion del swim-up se pipetearon cuidadosamente 500 pl de semen

en el fondo de un tubo redondeado de 15 mm de didmetro como se aprecia en la
figura 3.1. Sobre el semen se depositaron 500 pl de MS-Dx (30 mg dextrano/ml MS) y a
continuacion, muy lentamente se afiadieron 1,5 ml de MS-A (5 mg albumina sérica
bovina/ml MS). Tras 15 minutos a 37 °C, se recogieron 750 pl de la parte superior del
tubo. El proceso se repitid otras tres veces consecutivas, obteniéndose un total de
cuatro sobrenadantes. Se desechd el primer sobrenadante por contener restos del

plasma seminal, y se trabajo posteriormente con la mezcla de los tres restantes.

SELECCION DE ESPERMATOZOIDES
MEDIANTE SWIM-UP/DEXTRANO

ALBUMINAMSE

DEXTRAMO/ME

SEMFEN

Figura 3.1. Esquema representativo del método de seleccién de espermatozoides por

swim up/dextrano.

Esta técnica no es un simple método de lavado, ya que presenta la doble ventaja de
obtener una poblacién espermatica libre de plasma seminal, al tiempo que esta
enriguecida en espermatozoides altamente motiles y viables (Garcia-Lépez et al.

1996).
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3.1.3. Capacitacion in vitro:

Para inducir la capacitacion espermatica in vitro, a partir de las muestras previamente
seleccionadas mediante swim-up, se introdujeron alicuotas de 1,6 x 108

cels. /ml en una estufa de incubacion a 39 °C, con 5% de CO2 y 100% de humedad,
durante 3h o 3h 30 (en funcidn del tipo de experimento realizado). Las incubaciones se
llevaron a cabo en medio TALP completo (Parrish et al., 1988), compuesto por NaCl
100 mM, KCI 3,1 mM, NaHCO3 25 mM, NaH2P04 0,3mM, lactato sédico 21,6 mM,
CaCl2 3 mM, MgCl2 0,4 mM, HEPES 10 mM, piruvato sédico 1 mM y glucosa 5 mM; se

afiadieron 5 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA), y se ajustd su pH a 7,2.

Ademas, a todas las alicuotas excepto a la muestra control, se les anadié una mezcla
de sustancias al medio TALP, con probada capacidad para inducir la

capacitacion in vitro de los espermatozoides ovinos (Colas et al. 2008), y que se
denominara cocktail a lo largo de la presente memoria. El cocktail estaba compuesto
por dibutiril-cAMP (db-cAMP, un analogo del AMPc; 1 mM), cafeina y teofilina (ambos
inhibidores de fosfodiesterasas; 1 mM, cada uno), acido okadaico (OA, un inhibidor de
fosfatasas de amplio espectro; 0,2 uM) y metil-B-ciclodextrinas (M-B-CD; 2,5 mM).

La melatonina utilizada en los experimentos se disolvié en PBS con

dimetilsulféxido (DMSO) y se anadidé a determinadas alicuotas espermaticas a una
concentracion final 100 pM. La concentracion final de DMSO en todas las muestras fue

de 0,1 por mil, incluidas las muestras control.

El antagonista de los receptores de membrana para melatonina MT1/MT2 propios
utilizado fue el luzindol, un inhibidor de caracter competitivo. Por otro lado, el agonista
para estos mismos receptores empleado fue el 8-M-PDOT. Ambos fueron disueltos en
DMSO y afiadidos a una concentracion de 1 uM a muestras de espermatozoides ovinos
en presencia de medio TALP sdlo (control) o junto con los componentes propios del

cocktail.

En el caso del luzindol, tras su adicién a la muestra se dejaba un tiempo de incubacién

de 30 minutos en condiciones capacitantes para permitir el bloqueo de los receptores
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MT1/MT2, y tras este tiempo se afiadia melatonina (100 pM) tanto a la tratada con

luzindole como a la muestra cocktail con melatonina.

Por otro lado, para la segunda parte del trabajo de investigacion se empled
calmidazolium (CZ), un inhibidor de la calmodulina (CaM). Se disolvio en DMSO hasta
una concentracion de 50 mM para luego diluirlo con medio MS hasta la concentracion
a la que se uso finalmente. Tomando referencias bibliograficas de estudios similares en
otras especies animales (Ronquist 1987; Navarrete et al. 2015; Zeng and Tulsiani 2003)

se establecid su uso para espermatozoides ovinos a una concentracién de 4uM.

La nomenclatura que se seguira a lo largo de la memoria sera: swim-up

(muestra libre de plasma seminal sin incubar en condiciones capacitantes), control
(incubada en medio TALP), cocktail (medio TALP + sustancias elevadoras del AMPc),
100 pM (medio TALP + sustancias elevadoras del AMPc + 100 pM de melatonina), 8-M-
PDOT (medio TALP + sustancias elevadoras del AMPc + 10°® M de agonista), Luzindol
(medio TALP + sustancias elevadoras del AMPc +100 pM de melatonina + 10° M de
antagonista de los receptores de melatonina), Cocktail+CZ (medio TALP + sustancias
elevadoras del AMPc+ calmidazolium) y 100pM+CZ (medio TALP + sustancias

elevadoras del AMPc + 100 pM de melatonina+ calmidazolium)

La cantidad de medio TALP afladido a cada una de las alicuotas dependid de la
cantidad de muestra de swim-up necesaria para tener la adecuada concentracion
celular (1,6 x 108cels. /ml), una vez descontado el volumen de los reactivos afiadidos
en cada caso, hasta alcanzar un volumen final de 500 pl o 1000 ul en funcién del

experimento y muestra llevados a cabo.

3.2. Evaluacién de las muestras espermaticas

3.2.1. Concentracion espermatica:
La determinacidn de la concentracion de las muestras espermaticas obtenidas tras el
swim-up se calculd por duplicado usando una cdmara de Neubauer (Marienfeld,

Germany), tras una diluciéon 1/100 con agua. Se coloco una gota de 6 pl en la cdmaray
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se observd con objetivo 10x en un microscopio de contraste de fases. Se contaron las
células existentes en 16 cuadriculas de la cdmaray se aplicé la formula:

C = n? espermatozoides contados x 10* ml x 1/dilucién = espermatozoides/ml

3.2.2. Viabilidad celular (integridad de membrana):

La viabilidad espermatica se valoré mediante el método descrito por Harrison y
Vickers (1990), conocido como método del ioduro de propidio/diacetato de
carboxifluoresceina (PI/CFDA). Esta técnica se basa en la distinta coloracidén que
presentan los espermatozoides tras su incubacion con estos dos colorantes, en funcion
de su viabilidad, entendida ésta como integridad de membrana. Se consideraron
viables los espermatozoides tenidos de color verde ya que ello implicaba que su
membrana estaba integra al presentar impermeabilidad al ioduro de propidio y estas
células tenian capacidad de hidrolizar, mediante esterasas, el diacetato de
carboxifluoresceina, que es incoloro, a carboxifluoresceina, lo cual da como resultado
el color verde. Los espermatozoides con coloracidn roja se consideraron inviables, ya
gue la membrana danada es permeable al ioduro de propidio, el cual penetra en el

interior de la célula y le proporciona el color rojo.

Las muestras seleccionadas por swim-up se diluyeron 1:60 y las alicuotas sometidas a
capacitacion 1:5 con medio de bifase (sacarosa 0,25 M, EGTA 0,1 mM, tampon fosfato
sédico (pH 7,5) 4 mM, tampdn HEPES 10x 10% (v/v)). A continuacion se procedio a la
tincion con diacetato de carboxifluoresceina (10 uM en DMSO) y ioduro de propidio
(7,3 uM en agua destilada), tras previa adicion de formaldehido 1,7 mM para la

inmovilizacion de las células con objeto de lograr una mejor evaluacién.

Las muestras se analizaron con un citémetro de flujo FC 500 (Beckman Coulter,
Fullerton, CA), que usa un laser de argdén a 488 nm. La fluorescencia verde debida al
diacetato de carboxifluoresceina se detecté usando un filtro de banda a 525 nm (FL-1),
mientras que para la sefial roja debida al ioduro de propidio se usé un filtro de 675 nm
(FL-4). Se contaron un total de 10.000 eventos, con una media de 500-1.000 eventos/
segundo, y se diferenciaron espermatozoides PI'/CFDA" (con membrana intacta) y

espermatozoides Pl (con membrana dafiada).
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3.2.3. Motilidad espermatica:

Se evalud utilizando un sistema computarizado de andlisis espermatico (CASA,
computer assisted semen analysis ), concretamente el ISAS 1.0.4 (Proiser SL, Valencia,
Espafia). Para ello se colocd una gota de 6 pul de muestra swim-up diluida en medio
bifase 1:10 y muestra capacitada sin diluir entre un porta y un cubre-objetos
previamente atemperados, y se observé con objetivo 10x en un microscopio de

contraste de fase a través de un monitor de ordenador equipado con el sistema CASA.

Se analizaron al menos cinco campos por gota y un minimo de dos gotas por muestra.
El programa es capaz de integrar las imagenes captadas mostrando la trayectoria de
los espermatozoides y clasificandolos en funcion de su movimiento en estaticos y

motiles (lentos, medios y rapidos) (Figura 3.2.3).

Figura 3.2.3 Imagen del equipo de analisis utilizado para la determinacion de la
motilidad espermatica (B) Analisis de imagen proporcionada por el software ISAS
(Integrated Semen Analysis System), en este caso con un aumento 10x. Los
espermatozoides estaticos aparecen en amarillo, y la trayectoria de los

espermatozoides matiles lentos en azul, medios en verde y radpidos en rojo.

3.2.5 Evaluacion del estado de capacitacion:

La clorotetraciclina (CTC) es un antibidtico que se liga a los cationes asociados a

23



la membrana, especialmente el Ca** (Caswell and Hutchison 1971). Al penetrar en la
célula espermatica, la CTC se une al calcio libre y se vuelve mas fluorescente (Ericsson

1967).

La unién de la CTC al calcio (preferentemente en la membrana celular) da lugar a
patrones caracteristicos de tincion. Dependiendo de los diferentes estados fisiologicos
del espermatozoide, existen diferentes patrones de fluorescencia que permiten hacer
una diferenciacion entre células no capacitadas, capacitadas y reaccionadas (Fraser,
Abeydeera, and Niwa 1995). En este estudio se utilizé una version modificada del
ensayo descrito por Ward and Storey (Ward and Storey 1984) y validada para semen

ovino por nuestro grupo de investigaciéon (Grasa et al. 2006).

La solucidén de clorotetraciclina se preparé el mismo dia del experimento a una
concentracion 750 uM en una solucion tampdn que contenia Tris 20 mM, NaCl 130
mM vy cisteina 5 uM, se pasé por un filtro de 0,22 mm (Millipore Ibérica, Madrid, Spain)

y se ajustoé el pHa 7,8.

Para realizar la tincién se mezclaron 20 pl de muestra (las de swim-up diluidas

1:10 en medio bifase y las muestras capacitadas sin diluir) y 20 ul de la solucion de
CTCy se fijé con 5 ul de una solucion de paraformaldehido (paraformaldehido al 12,2%
(p/v) en tampdn Tris-HCI 0,5M, pH 7,4). Se puso una alicuota de 6 ul de cada muestra
en un portaobjetos y se le afiadieron 4 ul de DABCO (antifadding, Sigma Chemical Co.,
Madrid, Spain) para conservar la fluorescencia; se colocé el cubreobjetos y se selld la
preparacidon con esmalte transparente, siempre realizando los procesos protegidos de
la luz. Tras dejar enfriar las muestras en el congelador durante 24 horas, se observo
con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E-400 equipado con filtro V-2A, se
evaluaron unos 100 espermatozoides utilizando un objetivo de inmersion (1000x). Se
distinguieron tres tipos de espermatozoides distintos segun el patrén de tincién: no
capacitados (NC, distribucidn de la fluorescencia en la cabeza, con o sin una banda
ecuatorial brillante), capacitados (C, con fluorescencia en la porcion anterior de la
cabeza) y con el acrosoma reaccionado (AR, no mostrando fluorescencia en la cabeza)

como se observa en la figura 3.2.5
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Figura. 3.2.5 Espermatozoides ovinos con tincién de CTC vistos con microscopia de
fluorescencia en filtro longitud de onda azul y 1000 x. Se pueden distinguir

espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C), y reaccionados (R)

3.2.6 Estudio de la distribucion de calcio por citometria de flujo:

El Ca®* intracelular se valoré en las muestras seleccionadas por swim-up (diluidas
1:10 en medio de bifase) y muestras capacitadas (diluidas 1:5) a los diez minutos, 1
Hora, 1 hora 30 minutos, 3 horas y 3 horas y 30 minutos de incubacion in vitro (en

funcidn del tipo de experimento llevado a cabo).

Para ello, se tifiieron las muestras con 2 pl de la sonda fluorescente Rhod5N para
medir los niveles de calcio intracelular y 2 ul de YO-PRO (Molecular probes,
Thermofisher, USA; 5 uM en 0,04% de acido plurdnico y 0,25% de DMSO) para evaluar
la integridad de membrana (Yeste et al. 2015). Las muestras se fijaron con

formaldehido 1,7 mM.

Se analizaron con un citdmetro de flujo FC 500 (Beckman Coulter, Fullerton, CA), que
usa un laser de argdn a 488 nm. La fluorescencia verde del YO-PRO se detectd usando
un filtro de banda a 525 nm (FL-1), mientras que la roja del Rhod5N se detectd con un

filtro a 675 nm (FL-4), ambos en escala logaritmica.
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Se analizaron un total de 10.000 eventos, con una media de 500-1.000 eventos/
segundo. Se excluyeron las células muertas (YO-PRO") y se calculd la intensidad media

de la fluorescencia correspondiente a Rhod5N (X-Mean) de las células vivas (YO-PRO').

3.3 Deteccidn de la fosforilacion de residuos de tirosina de las proteinas de

membrana espermaticas y la calmodulina fosforilada por Western Blotting

3.3.1 Extraccién de proteinas espermaticas:

Se procedid a extraer las proteinas de membrana, por el método descrito por

Colas y col. (Colas et al., 2008). A partir de 200 pl de muestra tanto del swim-up como
capacitadas in vitro (control, cocktail y cocktail con 100pM de melatonina, cocktail con

luzindol, cocktail con 8MPDOT y cocktail con diferentes concentraciones de CZ.

Conteniendo 8 x 107 células/ 500ul se les afiadieron 100 pul del medio de extraccidn
(ESB, Extraction Sample Buffer), compuesto por 2% de SDS (dodecil sulfato sddico,
p/v), TRIS-HCI 0,0626 mM (pH 6,8), 0.002% de azul de bromofenol diluido en glicerol al
10 % (siendo la concentracidn final de glicerol del 1%), e inhibidores de proteasas y

fosfatasas (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA).

La mezcla se incubd inmediatamente durante 5 minutos a 100 °C en bafio de arena.
Después se centrifugd a 14000 G, 5 minutos, a temperatura ambiente y se recogio el
sobrenadante, desechando el pellet formado. Finalmente, se afiadieron 2-
mercaptoetanol y glicerol, a una concentracion final del 5% y el 1%, respectivamente, y

los lisados se almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis por Western Blot.

3.3.2. SDS-PAGE e inmunoblotting:

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 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). Se utilizaron geles de acrilamida del
10% y las condiciones de electroforesis fueron 130 V durante 90 min. a 4 °C. Una vez

separadas las proteinas, fueron transferidas a una membrana de Immobilon-P
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(Millipore, Bedford, MA, USA), utilizando una unidad de transferencia en himedo,
modelo Mini-Protean 3 Cell y el médulo Mini Trans-Blot® de BioRad (BioRaD, Hercules,

CA).

Una vez realizada la transferencia de las proteinas, los sitios no especificos de las
membranas se bloquearon incubandolas 1 hora con 5% BSA (w/v), a temperatura
ambiente en un tampdn fosfato salino (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/I, Na2HPO4 1,44 g/|,
KH2P0O4 0,24 g/|, y Tween-20 0,5%, pH 7,4).

La deteccidn de la fosforilacién de tirosinas de las proteinas de membrana se realizé a
través de la incubacion con el anticuerpo primario monoclonal antifosfotirosinas (clone
4G10°®; Merck Millipore, Darmstadt, Germany), diluido 1/1000 en 0,1 PBS Tween-20
con 1% BSA durante toda la noche a 4 °C. Tras realizar tres lavados de 15 minutos de
duraciéon con 0,1% PBS Tween-20, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario immunoglobulina G anti-ratén HRP-conjugado (1/40000; GE Healthcare-
Amersham, Little Chalfont, UK) diluido 1/15000, durante 1 hora y 15 minutos a
temperatura ambiente en semioscuridad. Finalmente, las membranas se escanearon
utilizando el Odissey Clx (Pierce ECL Western Blotting Detection System; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Se cuantificd la sefial para determinar la intensidad
relativa de las bandas de fosfotirosinas de las proteinas con el programa Quantity One

software (Bio Rad, Hercules, CA, USA).

Por otro lado, la deteccion de la fosforilacion de calmodulina se realizé a través de la
incubacidn con el anticuerpo primario monoclonal, en este caso antitubulina de raton
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany), diluido 1/1000 en 0,1 PBS Tween-20 con 1%
BSA durante toda la noche a 4 °C. Tras realizar tres lavados de 15 minutos al igual que
de la forma anterior, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario de
conejo anti-phospho-Calmodulin Tyr138 (Merck KGaA , Darmstadt, Germany) 1/300,
durante 1 hora a temperatura ambiente en semioscuridad. Finalmente, las membranas
se escanearon utilizando el Odissey Clx analizandolas bandas como el mismo software

(Quantity One) que en el caso anterior.
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3.4 Analisis estadisticos:

Los resultados se muestran como la media + S.E.M. (error estandar de la media) del
numero de muestras indicadas en cada caso. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
a través del software GraphPad InStat (3.01; San Diego, CA, USA). Se realizo el analisis
estadistico ANOVA para determinar si existian diferencias significativas en la cantidad
de calcio intracelular y en la cuantificacion de las fosfotirosinas de las proteinas
espermaticas entre los diferentes grupos. Ademas se llevd a cabo el anadlisis estadistico
x? comparando todas las muestras para determinar si existian diferencias significativas

en la motilidad, en el estado de capacitacién y en la viabilidad celular.

4. Resultados y discusion

4.1 Efectos de la melatonina sobre sobre la funcionalidad de espermatozoides
incubados en condiciones capacitantes

Nuestro grupo de investigacion describio el efecto dependiente de concentracion de la
melatonina sobre la capacitacion en la especie ovina y demostré que, a concentracion
de 100 pM, esta hormona tenia un efecto capacitante. Sin embargo, quedaba por
determinar el efecto de la adicion de melatonina en un medio con agentes elevadores
del AMPc, previamente testado como medio capacitante para la especie ovina. Por
ello, el primer objetivo del presente trabajo consistio en analizar la accién de la
melatonina a concentraciéon de 100 pM en condiciones capacitantes, asi como dilucidar
si estos efectos eran mediados por la union de la melatonina a receptores especificos
en la membrana espermatica. Para ello se llevaron a cabo las incubaciones con
melatonina, con un agonista de sus receptores, el 8M-PDOT, y con melatonina junto
con un antagonista de sus receptores, el luzindol, y se analizaron los efectos sobre la

integridad de membrana, la motilidad, el estado de capacitacion y los niveles de calcio.

4.1.1. Efectos sobre la integridad de membrana:
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% Espermatozoides

Como se puede observar en la figura 4.1.1.1 la integridad de membrana plasmatica no
se vio afectada durante el proceso de capacitacion, ni tras la primera hora (datos no
mostrados), ni al final del mismo (3h), ya que solamente se observé un ligero descenso
en el porcentaje de espermatozoides viables con respecto a la muestra de Swim Up,

pero no significativo.

Viabilidad
100+
o Figura 4.1.1.1 Porcentaje de espermatozoides
60. con membrana integra (CFDA */PI') antes de la
40 capacitaciéon (swim up) y tras 3 horas de
20+ incubacion en condiciones capacitantes (39 °C,
0 .
5% de CO, y 100% de humendad), en medio
S & & & & 0 Y 0 )
& oo&‘" & @ &0&“ & TALP (control), con alto AMPc (cocktail), con
G & & o
é{.ﬁ“\ *N@@% o melatonina 100pM (Ck+100 pM Melatonina) y
*3'@“ o con agonista de melatonina 8M-PDOT 1 uM
)

(Ck+8M-PDQT). Los valores fueron se representan como media + S.E.M. (n=5).

La melatonina no ejercid ningun efecto sobre la viabilidad. Tampoco se observé ningun
efecto en la viabilidad en las muestras con el antagonista luzindol (Fig. 4.1.2) incubadas
en las mismas condiciones que en anterior caso durante 3horas 30 min ya que
estimamos necesario un periodo de 30 minutos para dejar actuar al antagonista antes

de anadir la melatonina.
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de MT1/MT2 (Cocktail+Luzindol). Los valores fueron se representan como media *

S.E.M. (n=5).

4.1.2. Efectos sobre la motilidad espermatica:

La incubacién con melatonina no dio lugar a cambios significativos en el porcentaje de
espermatozoides maétiles (datos no mostrados), pero si en el de espermatozoides con
motilidad progresiva al final de la incubacion (3 h o 3h 30 min). Tras este tiempo de
incubacién en condiciones capacitantes se aprecid un descenso en este parametro en

todas las muestras, pero especialmente en las incubadas con melatonina y su agonista

(12+ 2,1y 11,75+ 1,7 respectivamente).

Motiles prggresivﬂs Figura 4.1.2.3 Porcentaje de

40+ espermatozoides moétiles progresivos

T

30- antes de la capacitacion (swim up) y tras 1

y 3 horas de de incubacién en condiciones
20-
capacitantes (39 °Cy 5% de C02), en

101 medio TALP (control), con alto AMPc

% Espermatozoides MP

0-
QQ:{*‘&'\‘&*“"‘?"S“"S“

(cocktail) con melatonina 100pM

a_;*" @{L@ & @ {L@\ & 06{50 (Ck+100PmM Melatonina) y con agonista de
& @ &

cP" R o

G"“ melatonina 8M-PDOT (Ck+8M-PDOT). Los
c‘ﬁ“ dr c}*‘ o

valores fueron se representan como
media + S.E.M. (n=5 *** P < 0.0001 con respecto al control y *** P < 0,001 con

respecto al cocktail a las 3 horas de incubacién).

Cuando se incubaron las muestras con el antagonista luzindol, el valor disminuye hasta
el 10% en las medidas tomadas a las 3 horas 30 min (figura 4.1.2.4). Estas diferencias
fueron significativas con respecto al control (P < 0,001). No se han descrito efectos de
luzindol relacionados directamente con cambios en patrones de motilidad
espermatica, sin embargo para la concentracién empleada en este ensayo si se sugiere
su influencia directa. Esta modificacion podria estar relacionada con el bloqueo
inducido por esta sustancia sobre MT1/MT2 y por tanto afectar de alguna forma a la

sefializacion intracelular que lleva a cabo la melatonina a través de su union especifica.
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Dados estos resultados preliminares, seria conveniente una investigacién con uso de
distintas concentraciones de luzindol y melatonina para estudiar su efecto sobre los

patrones de motilidad espermatica durante el proceso de capacitacion.

Como se ha descrito anteriormente en el presente trabajo, la capacitacidn cursa con la
modificacion de los patrones de movimiento en el espermatozoide. Los resultados de
este trabajo mostraron un descenso del porcentaje de espermatozoides métiles
progresivos. Aunque algunos autores afirman que el tratamiento con melatonina
mejora los patrones de motilidad espermatica en algunas especies como en toro
(Ashrafi, Kohram, and Ardabili 2013) o incluso humano (Konakchieva and Todorov
2011) los resultados de este trabajo sefialarian lo contrario ya que al final de la
incubacién en condiciones capacitantes, las muestras con 100 pM melatonina y con el
analogo 8M-PDOT presentaron mucha menor motilidad progresiva que en el control y
cocktail. El efecto de la melatonina sobre la motilidad en estas condiciones parece
estar mediado por la union de esta hormona a sus receptores, ya que el agonista

produjo los mismos efectos.

Figura 4.1.2.4 Porcentaje de
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media * S.E.M. (n=5 *** P < 0,0001

y ¥* P < 0,001 con respecto al control a las 3 horas 30 min)
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4.1.3 Efectos sobre la capacitacidon espermatica:

4.1.3.1 Efectos sobre la distribucion de calcio intracelular evaluada por tincién con
CTC:
Como se puede observar, la incubacién en condiciones capacitantes en el medio TALP

no dio lugar a un incremento en el porcentaje de espermatozoides capacitados (figuras

4.1.3.1.1yfigura 4.1.3.1.2)

Sin embargo, cuando se incorporaron agentes elevadores del AMPc en el medio
(cocktail) se produjo un aumento de los espermatozoides capacitados en todas las
muestras con respecto a la muestra control (P < 0,001 en todos los casos). La inclusién
de melatonina dio lugar a un incremento en este porcentaje con respecto a la muestra
sin hormona (cocktail), que llegd a ser significativo a partir de las 3 horas de incubacion
(figura 4.1.3.1.2). En cuanto a la muestra tratada con el agonista de melatonina 8M-
PDOT se aprecié una disminucion del porcentaje de espermatozoides capacitados con

respecto al cocktail (P <0,001) y la melatonina (P < 0,0001).

CTC
£ 3
w % * * # BB Mo Capacitados
%50 * :*# B Capacitados
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Figura 4.1.3.1.1 Porcentaje de espermatozoides capacitados segun la tincién basada
en clorotetraciclina (CTC), antes de la propia capacitacion (Swim Up) y tras 3 horas de
incubacion en condiciones capacitantes (39 °C, 5% de C0, y 100% humedad) en medio

TALP (Control), con alto AMPc (Cocktail), con melatonina 100pM (Ck+100Pm
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Melatonina) y con agonista de melatonina 8M-PDOT (Ck+8M-PDOT). Los valores
fueron se representan como media £ S.E.M. (n=9 *** P <0,0001 con respecto al
control, ** P <£0,01 con respecto al cocktail y # P < 0,0001 con respecto a Ck+ 100 pM

melatonina a las 3 horas de incubacién).

Este valor parece indicar un efecto descapacitante del agonista a la concentracién a la
gue se ha utilizado (1uM). Esto sugiere que esta molécula podria ejercer una accion
similar a la melatonina, que presenta una accion capacitante o descapacitante
dependiendo de la concentracion. Asi, la melatonina a concentracién 1uM presenta
una accion descapacitante como demostraron trabajos previos de nuestro grupo
(Gonzalez-Arto et al. 2016). De igual modo una concentracidn elevada de 8M-PDOT

podria tener un efecto similar.

CTC
80

* %%
* %

B Mo capacitados
Bl Capacitados
BB Feaccionados

***
* X%

% Espermatozoides

Figura 4.1.3.1.2 Porcentaje de espermatozoides capacitados segun la tincién basada
en clorotetraciclina (CTC), antes de la propia capacitacion (Swim Up) y tras 3 horas de
incubacion en condiciones capacitantes (39 °C, 5% de C0, y 100% humedad) en medio

TALP (Control), con alto AMPc (Cocktail), con melatonina 100pM (Ck+100Pm

Melatonina) y con luzindole (Ck+luzindole). Los valores fueron se representan como
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media £ S.E.M. (n=9 *** P < 0,0001 con respecto al control y ** P <0,001 con respecto

al cocktail a las 3 horas y 30 min de incubacidn).

Cuando las muestras se trataron con luzindol, se observaron diferencias significativas
en la proporcidn de espermatozoides capacitados con respecto a la tratada solamente
con melatonina 100 pM, presentando valores similares a los obtenidos en la muestra
cocktail. Esto refleja la influencia mediada por los receptores MT1/MT2 sobre el
proceso de capacitacion, ya que al bloquearlos mediante el uso de 1uM luzindol
parece omitirse la influencia de las propiedades capacitantes de la melatonina

empleada a bajas concentraciones.

4.1.3.2 Analisis de la fosforilacién de tirosinas de la membrana espermatica:

De forma complementaria al estudio de la distribucién de calcio mediante la técnica
CTC se realizaron evaluaciones en el patrdn de fosforilacion en tirosinas de las
proteinas de las muestras espermaticas tras el proceso de incubacion en condiciones
capacitantes. En las membranas analizadas, de las que se muestran algunas
representativas (figuras 4.1.3.2.1 Ay figura 4.1.3.2.2 A). Se apreciaron a simple vista
cambios en los patrones de fosforilacidon entre las muestras, aunque en la
cuantificacion por densitometria (figuras 4.1.3.2.1 By figura 4.1.3.2.2 B) no se
encontraron diferencias significativas debidas principalmente a las grandes variaciones

en cuanto a la intensidad de sefial total de las membranas.

Se observd un aumento en los niveles de fosfotirosinas en todas las muestras
incubadas en medio cocktail, lo que concuerda con los resultados previamente
obtenidos en nuestro grupo de investigacion (Grasa et al., 2006), aunque con
diferencias entre ellas, destacando el incremento de las incubadas con melatonina. En
el caso del agonista 8M-DOT, es capaz de aumentar la sefial con respecto a la muestra

cocktail sin hormona, aunque no al mismo nivel.
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Figura 4.1.3.2.1 A) Western-blot representativo de los obtenidos utilizando
anticuerpos antifosfotirosinas en proteinas de muestras tras 3 horas de incubacidn en
condiciones capacitacitantes (39 °C,5% de CO; y 100% humedad). (1) Control, (2)
Cocktail, (3) Ck+ 100 pM Mel y (4) Ck+ 100 pM Mel+ 1 u 8M-PDOT. B) Cuantificacion
por densitometria del total de proteinas fosforiladas en tirosinas de las muestras
espermaticas tras 3 horas de incubacién en condiciones capacitaciones. Los valores se

representan como media + S.E.M. (n=4)

En cuanto a las muestras incubadas con luzindol, su valor es mucho menor al obtenido
en el caso de la muestra con melatonina. Esta es una evidencia mas del papel como
mediadores del proceso de capacitacién espermatica y de su accién mediada por

receptores.
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Figura 4.1.3.2.2 A) Western-blot representativo de los obtenidos utilizando
anticuerpos antifosfotirosinas en proteinas de muestras tras 3 horas 30 min de
incubacién en condiciones capacitacitantes (39 °C,5% de CO, y 100% humedad). (1)
Control, (2) Cocktail, (3) Ck+ 100 pM Mel y (4) Ck+ 100 pM Mel+ 1 u Luzindol. B)
Cuantificacidon por densitometria del total de proteinas fosforiladas en tirosinas de las
muestras espermaticas tras 3 horas 30 min de incubacién en condiciones

capacitaciones. Los valores se representan como media £ S.E.M. (n=4)

4.1.4. Efectos sobre la cantidad de calcio intracelular:
Se quiso evaluar las fluctuaciones de los niveles de calcio intracelular de las muestras, y
para ello se midid la intensidad media debida a la sonda RhodNS5 en células viables (YO

PRO-) por citometria de flujo.

Los resultados obtenidos mostraron un aumento en los niveles de calcio desde los
primeros momentos del proceso de incubacién en condiciones capacitantes como

ciertos autores habian descrito (Ho et al., 2003).
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Figura 4.1.4.1 Intensidad media de fluorescencia emitida por la sonda Rhod5N
evaluada por citometria de flujo antes de la capacitacion (swim up) y tras 1 horay 3

horas de incubacion en condiciones capacitantes (39 °Cy 5% de C02) (n=9).

A pesar de que las diferencias no son significativas, se aprecié un descenso en los
niveles de calcio en las muestras en medio TALP (Control), que con respecto a las
incubadas en medio cocktail tanto a 1 hora (Control 4,68+ 0,83 y cocktail 5,81+0,66)

como a las 3 horas (Control 4,92+0,71 y cocktail 6,1+0,75).

La inclusidon de melatonina o de su agonista 8M-PDOT no produjo ningun efecto en
comparacion con la muestra cocktail sin hormona (Figura 4.1.4.1) Sorprendentemente,
cuando se evaluaron los niveles de calcio para determinar el efecto del antagonista
luzindol, si se observaron diferencias significativas entre las muestras cocktail y la
muestra del swim up tanto a 1 hora 30 min como a 3 horas 30 min (P < 0,01 en ambos
casos)(Figura 4.1.4.2), quizas debida a la determinacion de los niveles de calcio en
momentos distintos (media hora de diferencia con respecto a las evaluaciones
anteriores). En este caso, las muestras con melatonina y con su antagonista no se

aprecid este incremento en los niveles de calcio.
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Calcio

Intensidad media fluerescencia

Figura 4.1.4.2 Intensidad media de fluorescencia emitida por la sonda Rhod5N
evaluada por citometria de flujo antes de la capacitacion (swim up) y tras 1hora 30
min. y 3 horas 30 min. de incubacién en condiciones capacitantes (39 °Cy 5%, de CO, y

100% humedad) (n=9 # P< 0,01 con respecto al swim up).

Estos resultados no permiten establecer una relacion directa entre el grado de
espermatozoides capacitados con respecto a los niveles intracelulares de calcio.
Aunque parece existir una liberacidén paulatina de este ion durante la capacitacién

aunque no son suficientes para llegar a establecer un patrén determinado.

4.2 Efectos de la melatonina y del agonista 8M-PDOT y el antagonista luzindol de sus
receptores sobre la fosfocalmodulina en espermatozoides incubados en condiciones
capacitantes:

El segundo objetivo seria estudiar si las acciones observadas estaban relacionadas con
la calmodulina presente en el citoplasma de los espermatozoides, y para ello se
analizaron los niveles de fosfocalmodulina (P-Cam) en las muestras, ya que en algunas
células somaticas se ha descrito que la melatonina es capaz de modular la fosforilacién

de la calmodulina y de esta forma, regular su accion.
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Para llevarlo a cabo, se realizaron western-blot con un anticuerpo anti P-Cam partir de
las muestras de proteinas extraidas de espermatozoides tras su incubacion en
condiciones capacitantes en presencia de melatonina, del agonista 8M-PDOT, y de

melatonina junto con el antagonista luzindol.

Los resultados en este apartado son muy preliminares ya que se tuvo que poner a
punto las condiciones especificas para la realizacion del western teniendo en cuenta el
pequefio peso molecular (17 KDa) que presenta esta proteina. Tras numerosos
intentos solamente se obtuvieron datos a partir de la membrana presentada (Figura
4.2 A) y actualmente se continla trabajando para la obtencién de resultados mas

fiables.

B)

A)

Western P-Calm

200+

Total intensidad (Unidades arbitrarias)

Figura 4.2 A) Western-blot representativo de los obtenidos utilizando anticuerpos
antifosfotirosinas en proteinas de muestras tras 3 horas de incubacién en condiciones
capacitacitantes (39 °C,5% de CO, y 100% humedad). (1) Control 3h, (2) Cocktail 3h,
(3) Ck+ 100 pM Mel 3h, (4) Ck+ 100 pM Mel+ 1 u 8M-PDOT 3h, (5) Control 3h 30, (6)
Cocktail 3h 30min, (7) Ck+ 100 pM Mel 3h 30 miny (8) Ck+ 100 pM Mel+ 1 u Luzindol
3h 30 min.

Tras la cuantificacion por densitometria de las bandas observadas correspondientes a

P-Cam (figura 4.2), parece que la incubacién con melatonina y con su agonista dieron
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lugar a un descenso en la sefial con respecto al cocktail. Por otro lado, cuando se
inhibieron los receptores de melatonina mediante el uso de luzindol |la sefial aumenté
notablemente, llegando incluso a superar ligeramente el valor del cocktail. Ambos
resultados parecen sugerir que el efecto sobre la fosfocalmodulina esta mediado por

los receptores MT1/MT2.

En otras células, como en algunos tipos de células epiteliales, se ha descrito la
modificacion de la calmodulina por la melatonina como una via de inhibicién de la
accién de esta proteina debido a que su fosforilacion le impide interaccionar
correctamente con sus proteinas diana (Soto-Vega et al. 2004). En este caso, en
presencia de la concentracion de melatonina probada, parece que existe una menor
sefal de fosforilaciéon de calmodulina, por lo que existiria mas calmodulina en la
conformacion adecuada para ejercer su accién, probablemente estimulando la
capacitacidén espermatica. Sin embargo, en la muestra control, donde el porcentaje de
espermatozoides capacitados es menor que en el resto, la sefial de fosfocalmodulina

es mayor.

4.3 Efectos del inhibidor de calmodulina, calmidazolium, sobre muestras de semen
capacitado

Para comprobar la relacién de la calmodulina con la capacitacién en los
espermatozoides ovinos, se realizaron una serie de ensayos incubando a los
espermatozoides en condiciones capacitantes con un inhibidor de calmodulina, el

calmidazolium, en presencia o ausencia de melatonina.
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4.3.1 Efectos sobre la integridad de membrana:
La incubacién con calmidazolium no dio lugar a diferencias significativas en los

porcentajes de espermatozoides viables como se muestra en la imagen 4.3.1.

Figura 4.3.1 Porcentaje de espermatozoides
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4.3.2 Efectos sobre la motilidad espermatica:

En este caso tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a los valores
de motilidad total obtenidos, como se muestra en la figura 4.3.2.1. Se apreciaron
fluctuaciones entre muestras y un ligero descenso generalizado en el conjunto de
datos obtenido tras la incubacidn durante 3 horas en condiciones capacitantes,

especialmente en la en presencia de calmidazolium con respecto al cocktail (P < 0,01).

Motilidad total
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% Figura 4.3.2.1 Porcentaje de
espermatozoides matiles totales antes de la
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(cocktail) con melatonina 100pM (Ck+100
pM Melatonina), cocktail con 4 uM CZ
(Ck+CZ) y cocktail con 100 pM Mel y 4 uM
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CZ (Ck+CZ+100 pM Mel) . Los valores fueron se representan como media + S.E.M. (n=3
**pP<0,001y *P<0,01con respecto al control 1 horay * P <0,01 con respecto al

cocktail 3 horas de incubacion).

En cuanto a los datos de motilidad progresiva medidos también tras 1y 3 horas de
incubacidn, se aprecio un notable descenso (P < 0,01 en todos los casos) con respecto

al valor inicial del Swim Up en todas las muestras como se observa en la figura 4.3.2.2.

Métilidad progresiva Figura 4.3.2.2 Porcentaje
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% matiles progresivos antes
E 40+ de la capacitacion (swim
Q
% up)y tras 1y 3 horas de de
E incubacién en condiciones
2 20-
2 capacitantes (39 °Cy 5% de
8 C0, y 100% humedad), en
9 medio TALP (control), con
G@‘-Q‘ alto AMPc (cocktail) con
Gd“

melatonina 100pM
(Ck+100 pM Melatonina),
cocktail con 4 uM CZ
(Ck+CZ) y cocktail con 100 pM Mel y 4 uM CZ (Ck+CZ+100 pM Mel). Los valores fueron
se representan como media + S.E.M. (n=3 * P £0,01 con respecto al control 1 horay #

P <0,01 con respecto a control a las 3 horas).

La incubacién con melatonina, como ya se habia observado anteriormente, produjo un
descenso en la motilidad progresiva, que fue mayor en presencia del inhibidor de

calmodulina (P <0,01 con respecto al control a una vy tres horas).

42



4.3.3 Efectos sobre la capacitacidon espermatica:

4.3.3.1 Efectos sobre la distribucion de calcio intracelular evaluada por tincién con
CTC:

La evaluacion del estado de capacitaciéon de muestras tratadas con CZ demuestra la
influencia que ejerce este inhibidor sobre el proceso de capacitacién, tras 3 horas de
incubacién, como se muestra en la figura 4.3.3. Como era de esperar y ya habiamos
observado en experimentos anteriores de este trabajo, la muestra cocktail presenté
diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides capacitados (P <0,0001)
con respecto al control. La presencia de calmidazolium en la muestra cocktail tanto con

como sin melatonina, provocd un descenso significativo de este porcentaje (P < 0,001).

CTC

1004 ,
B o capacitados

Bl Capacitados
Bl Reaccionadps

% Espermatozoides

Figura 4.3.3 Porcentaje de espermatozoides capacitados segun la tincidon basada en
clorotetraciclina (CTC), antes de la propia capacitacién (Swim Up) y tras 3 horas de
incubacién en condiciones capacitantes (39 °C, 5% de C0, y 100% humedad) en medio
TALP (Control), con alto AMPc (Cocktail), con melatonina 100pM (Ck+100 pM
Melatonina cocktail con 4 uM CZ (Ck+CZ) y cocktail con 100 pM Mel y 4 uM CZ
(Ck+CZ+100 pM Mel). Los valores fueron se representan como media + S.E.M. (n=3 ***
P <0,001 con respecto al control, *** P <0,0001 con respecto al cocktail y # # # P <

0,001 con respecto a Ck+ 100 pM melatonina a las 3 horas de incubacion).
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Estos resultados coinciden con los observados por otros investigadores en diferentes
especies tras la inhibicidn de la calmodulina (Bendahmane et al. 2001; Tulsiani 2007).
La inhibicién de la calmodulina, inhibe la capacitacion (segun los patrones de CTC) en

un medio capacitante, tanto en presencia como en ausencia de melatonina.

4.3.3.2 Analisis de la fosforilacién de tirosinas de la membrana espermatica:

Al cuantificar las sefiales de fosforilacion en tirosinas por western-blot tras 3 horas de
incubacién en condiciones capacitantes (figura 4.3.3.1B) de varias membranas de las
que se muestra una representativa figura 4.3.3.1 A), se apreciaron diferencias,
aunqgue, como se ha comentado anteriormente, por la propia variacién en el revelado

de las membranas, no llegaron a ser significativas.
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Figura 4.3.3.1 A) Western-blot representativo de los obtenidos utilizando anticuerpos

antifosfotirosinas en proteinas de muestras tras 3 horas de incubacién en condiciones

capacitacitantes (39 °C,5% de CO, y 100% humedad). (1) Control, (2) Cocktail, (3) Ck+
100 pM Mel y (4) Ck+ 4 uM CZ y (5) Ck+ 100 pM Mel+ 4 uM CZ. B)

Se observd un aumento de sefial en todos los casos con respecto al control debido a la
accion capacitante del medio cocktail ya comentada en el presente trabajo. La
presencia de calmidazolium en el medio, no produjo un descenso en la sefial en

comparacion con la muestra cocktail, pero si en la muestra cocktail con melatonina. Es
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decir, la inhibicién de la calmodulina inhibe el incremento en la fosforilacion de
tirosinas producido por la melatonina, por lo que evidentemente esta proteina juega
un papel fundamental en la accién de la melatonina sobre la capacitacion espermatica,
como también reflejan los resultados obtenidos en el apartado anterior tras la tincidn

con clorotetraclina (apartado 4.3.3.1).

4.3.4 Efectos sobre los niveles de calcio intracelular:
El estudio de los niveles de calcio intracelular no evidencid diferencias significativas en

ninguno de los casos, tal y como muestra la figura 4.3.4. En este caso se realizaron
mediciones tras 10 min, 1 hora y 3 horas de incubacién de las muestras en condiciones
capacitantes, para poder poner de manifiesto cambios inmediatos o a corto plazo en
los niveles de calcio, como describen algunos autores (Colas et al., 2010), pero en este
caso no se obsevo ningln cambio significativo tampoco a los 10 minutos de

incubacion.

Calcio

Intesidad media fluorescencia

Figura 4.3.4 Intensidad media de fluorescencia emitida por la sonda Rhod5N evaluada
por citometria de flujo antes de la capacitacion (swim up) y tras 10 min, 1 horay 3
horas de incubacién en condiciones capacitantes (39 °C, 5% de CO, y 100% de

humendad), en medio TALP (control), con alto AMPc (cocktail), con melatonina 100pM
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(Ck+100 pM Melatonina), cocktail con CZ 4 uM (Ck+CZ) y con melatonina 100 pM junto
a4 uM CZ (Ck+CZ+100 pM Mel) (n=3).

En estos experimentos tampoco se evidenciaron cambios en los niveles de calcio en
ninguna de las muestras, lo que no coincide con los resultados mostrados en apartados
anteriores. Para obtener resultados concluyentes de este estudio se deberia aumentar
el nimero de muestras analizadas ya que podria ser uno de las principales causas de
esta falta de concordancia. Otra de las posibles causas podria ser que estos
experimentos se realizaron durante la época no reproductiva (primavera-verano) del
ganado ovino, caracterizada por una peor calidad espermatica (Karagiannidis et al.,
2000), y a veces, por diferente comportamiento tras la capacitacién con respecto a los

espermatozoides obtenidos en época reproductiva.
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5. Conclusiones:

1.

La melatonina ejerce su influencia en la capacitacion espermatica tanto en la
distribucién de calcio, segln la evaluacidn por CTC, como en la fosforilacién en
tirosinas, mediada, al menos en parte, por la unidn a sus receptores en la

membrana espermatica.

A pesar de ser preliminares, los resultados de este trabajo apuntan a que la
melatonina, a la concentracion testada de 100 pM, disminuye la cantidad de
calmodulina fosforilada permitiendo una mayor capacitacién espermatica.

Ademas este efecto parece estar mediado por receptores de membrana.

La calmodulina es una proteina importante en la capacitacion de los
espermatozoides ovinos ya que al inhibirla el tanto el porcentaje de

espermatozoides capacitados como la fosforilacidon en tirosinas disminuyen.

Las acciones de la melatonina sobre la capacitacion espermatica parecen estar
mediadas por la calmodulina tras la union de la hormona a sus receptores de
membrana.

Conclusions

1.

Melatonin influences the calcium sperm capacitation, in the calcium levels
evaluated by CTC and in the tyrosine phosphorilation, both mediated, at least

as part, by the joining to their membrane receptors.

In spite of being preliminaries, those results indicate that melatonin, at 100 pM,
decrease the quantity of phosphorilated calmodulin allowing an increment in
the sperm capacitation. Thus, this effect should be mediated by membrane

receptors.
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3.

4.

Calmodulin is an important protein during the ovine sperm capacitation
becouse of the decrease in the percentage of ram sperm and the tyrosine

phosphorilation when it is inhibited.

The melatonin actions in sperm capacitation seem to be mediated by

calmodulin after the joining of the hormone with the membrane receptors.
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