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Introduccion

1. RESUMEN

La melatonina es una hormona ubicua con una gran variedad de funciones bioldgicas,
como la defensa antioxidante o la modulacién del eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal
en muchos mamiferos. Se sintetiza principalmente en la glandula pineal durante la
noche, gracias a las enzimas arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT) y N-
acetilserotonin-O-metiltransferasa (ASMT), las dos ultimas de su ruta de sintesis. A pesar
de su corta vida media, nuestro grupo ha descrito la presencia de melatonina durante el
dia en el plasma seminal de especies con diferente estacionalidad como la equina,
reproductor de dias largos y la porcina, no estacional. Asimismo, la melatonina tiene
efectos beneficiosos sobre los érganos reproductores y los receptores de melatonina

MT; y MT; estdn presentes en los espermatozoides equinos y porcinos.

En consecuencia, el objetivo principal de este trabajo fue identificar la presencia, a nivel
transcripcional y proteico, de los receptores de melatonina MT1 y MT; y las enzimas
AANAT y ASMT en el tracto reproductor masculino del cerdo y del burro, y analizar las

diferencias de expresién génica entre los diferentes drganos por PCR cuantitativa.

Los resultados indicaron que los receptores MT1 y MT; se encuentran ampliamente
distribuidos en el tracto reproductor masculino de ambas especies, tanto a nivel
transcripcional como proteico. No obstante, no se detectaron diferencias significativas
de expresién génica entre los diferentes drganos en ninguna de las dos especies. En
cuanto a las enzimas de sintesis de melatonina, se confirmd la expresién génica y la
presencia de AANAT en el tracto reproductor porcino, siendo la prdstata el érgano con
mayor expresiéon génica (p<0,05). Sin embargo, no se pudo detectar la expresion génica
de ASMT en el tracto reproductor porcino, aunque se identificé a nivel proteico. En
cambio, en la especie equina, AANAT y ASMT estan presentes tanto a nivel
transcripcional como proteico siendo el testiculo donde ambas presentan mayor

expresion génica (p<0,05).

Por tanto, nuestros resultados sugieren que los érganos del tracto reproductor de cerdo
y burro podrian ser una de las fuentes de melatonina identificada en el plasma seminal
de estas especies, al menos durante el dia y que esta hormona podria modular la

funcionalidad de los 6rganos reproductivos por medio de receptores de membrana.
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ABSTRACT

Melatonin is an ubiquitous hormone with a great variety of biological functions. Among
them, it stands out is antioxidant role or the modulation of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis, which is involved in the regulation of reproductive seasonality in most
mammals. This hormone is synthetized mainly in the pineal gland at night, by the
enzymes arilalquilamine-N-acetiltransferase  (AANAT) y N-acetilserotonine-O-
metiltransferase (ASMT), the last two ones of its synthesis pathway. Despite its short -
half-life, our group has detected melatonin in the seminal plasma of species with
different seasonality such as the donkey, a long-day breeder, and the pig, a no seasonal
species. Moreover, melatonin receptors, MT1 and MT;, are present in the sperm of these
species, and there have been described beneficial effect of melatonin on the male

reproductive tract.

Consequently, the principal objective of this project was to identify the presence of MT;
and MT; melatonin receptors, and the enzymes AANAT y ASMT, in the male
reproductive tract of the boar and the donkey, and to evaluate the differences on genic
expression between the different organs of the reproductive tract by quantitative PCR

(g-PCR).

The results indicated that MT1 and MT; are widely distributed in the male reproductive
tract of both species at a transcriptional and protein level. However, no significant gene
expression differences among organs were detected. Regarding melatonin-synthetizing
enzymes, both the gene expression and the presence of AANAT in the boar reproductive
tract was confirmed, being the prostate the organ with the highest gene expression
(p<0.05). However, ASMT gene expression could not be detected, although it was
identified at a protein level by Western-blot. Otherwise, in the donkey, AANAT and
ASMT are present at a transcriptional and protein level, being the testicle the organ with

both have a significantly higher expression (p<0.05).

This way, our results suggest that the male reproductive organs of the donkey and the
boar could be one of sources of the melatonin found in the seminal plasma, at least
during the day, and that this hormone could modulate the functionality of the

reproductive organs through melatonin membrane receptors.
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2. INTRODUCCION

El uso de mamiferos domésticos para su aprovechamiento econémico ha sido constante
a lo largo de la historia. Su empleo tanto como fuente de alimento, como ocurre con la
especie porcina, o como instrumento de trabajo y ocio, como en las especies equinas
burro y caballo, ha suscitado interés por la mejora de las técnicas reproductivas. Sin
embargo, estos estudios se han centrado principalmente en las hembras, cuando
comprender los factores que influyen en la fisiologia reproductiva del macho resulta

fundamental como base para mejorar la eficacia de estas técnicas.

2.1 El aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino es el encargado de la produccién de los gametos
masculinos o espermatozoides asi como de su deposicidon en el tracto reproductor
femenino donde fecundaran al gameto femenino u évulo dando lugar a la generacidn

de nuevos individuos.

El aparato reproductor masculino se encuentra formado por drganos internos: los
testiculos, el epididimo, las glandulas accesorias, los conductos deferentes y el
conductor eyaculador (la uretra) y por drganos externos: el escroto y el drgano

copulador o pene.

Los testiculos son considerados los 6rganos reproductivos primarios en el macho porque
en ellos tiene lugar la produccién de los espermatozoides y de testosterona. El testiculo
se encuentra cubierto por una cdpsula testicular, la tunica albuginea, formada por tejido
conectivo y fibras de musculo liso, cuyas contracciones ritmicas permiten el bombeo de

los espermatozoides hacia los conductos deferentes.

El testiculo se encuentra formado por un gran nimero de tubos microscépicos los
denominados tubulos seminiferos. En su interior, se encuentra el epitelio germinal,
donde se produce la espermatogénesis mediante la proliferacidn y division meidtica de
las espermatogonias o células germinales masculinas (Senger, 2003). Entre ellas, y
también dentro de los tubulos seminiferos, también se encuentran las células de Sertoli
capaces de responder a los estimulos hormonales de la FSH (hormona foliculo-

estimulante) procedente de la hipdfisis. La unidn de la FSH a sus receptores en las células
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de Sertoli estimula la sintesis de ADN, la produccion de la proteina de unién a
andrégenos y la produccién de diferentes sustancias energéticas, que favorecen la
espermatogénesis (Dimitriadis et al., 2015).Ademas, las células de Sertoli conforman la

barrera hematotesticular que protege a las espermatogonias del sistema inmune.

Fuera de los tubulos seminiferos, se encuentran las células de Leydig junto con el tejido
vascular, linfatico y conectivo. Su principal funcién es la produccién de testosterona
como respuesta a la hormona hipofisaria LH (hormona luteinizante). Esta testosterona
actua sobre su receptor en las células de Sertoli y favorece la espermatogénesis (Senger,

2003).

Los tubulos seminiferos convergen en los conductos eferentes que desembocan en el
epididimo. La funcién principal del epididimo es proporcionar un entorno adecuado
para la maduracién final de los espermatozoides. Esta organizado en tres regiones
diferentes, las denominadas cabeza, cuerpo y cola del epididimo. En este érgano, se
producen cambios en la membrana plasmatica del espermatozoide que facilitaran su
supervivencia en el tracto reproductor femenino y su unién al oocito, ademas de la
condensacién de su material genético y la reduccion de su citoplasma mediante la
pérdida de la gota citoplasmatica, la adquisicion de la motilidad y la capacidad
fecundante (Senger, 2003). Asimismo, en el epididimo se ha detectado la presencia de
enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa o la catalasa que mantienen los
niveles de especies oxidantes para evitar el dafio de los espermatozoides (Vernet et al.,

2004).

El movimiento de los espermatozoides a lo largo del epididimo se produce por las
contracciones ritmicas del musculo liso que rodea a este 6rgano. De este modo, los
espermatozoides son transportados y almacenados en la cola del epididimo y en el
conducto deferente, hasta que durante la cépula son vertidos a la uretra y se produce

la eyaculacion.

Las glandulas accesorias, junto con el epididimo y el conducto deferente son
responsables de la produccion y secrecién de diferentes sustancias que constituyen el
plasma seminal, la parte no celular del semen. Durante la eyaculacién, las secreciones

de las glandulas sexuales accesorias son vertidas a la luz de la uretra pélvica junto con el




Introduccion

fluido epididimal (Senger, 2003). Existen cuatro glandulas accesorias diferentes, que son
la ampolla, la préstata, un par de vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales, con
diferencias importantes en las distintas especies animales en cuanto a presencia,
tamafio y contribucion a la composicidn del plasma seminal. De este modo, el cerdo
carece de ampolla si bien sus glandulas bulbouretrales son de mayor tamafiio que en el
resto de especies (Figura 1.1) mientras que el burro presenta las cuatro glandulas

accesorias (Figura 2.2) (Senger, 2003).

Conducto deferente

Epadidimo (cola)

Figura 2.1. Esquema del tracto reproductor masculino de cerdo (vista lateral). Los érganos
estudiados en este proyecto se encuentran subrayados en rojo.

Recto
Vesiculas _.J
seminales Glandulas
Ampolla — bulbouretrales
Conducto / Musculo
deferente retractor
Epididimo del pene
Pene Vejiga

Figura 2.2. Esquema del tracto reproductor masculino de burro (vista lateral). Los érganos
estudiados en este proyecto se encuentran enmarcados en rojo.

El plasma seminal no sélo actia como vehiculo para los espermatozoides eyaculados,

sino que también es su soporte metabdlico, aportandoles energia desde su formacion
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hasta su posterior trasporte por el tracto genital de la hembra, en forma de
carbohidratos. Ademads, en él también se encuentran otras sustancias como lipidos,
proteinas y enzimas antioxidantes importantes tanto para la maduracion final del
espermatozoide y, para el mantenimiento de su estado descapacitado hasta llegar al
tracto reproductor femenino, como de su motilidad y viabilidad asi como para la
proteccion frente al frio y frente a la respuesta inflamatoria de la hembra tras la cépula
(Senger, 2003). Ademas, en algunas especies como el cerdo y el caballo, se han
detectado factores coagulantes que minimizan la perdida de espermatozoides tras esta

copula (Zervos et al., 2010).

Entre las moléculas presentes en plasma seminal, se encuentra la melatonina, detectada
en varias especies de mamiferos domésticos como el cerdo, el burro, el caballo y el
morueco (Casao et al., 2010a; Gonzalez-Arto et al.,, 2016b). Esto sugiere que
comprender el papel de esta hormona en la reproduccién puede ser clave para la mejora
de las técnicas de manejo reproductivo de ganado y otros mamiferos domésticos o

salvajes.

2.2 Funciones y origen de la melatonina

La melatonina es una molécula ampliamente distribuida y con una gran variedad de
funciones que esta presente en una multitud de organismos, incluyendo bacterias,
eucariotas unicelulares, plantas y animales invertebrados y vertebrados (Tan et al.,

2010).

El origen de la melatonina se estima que tuvo lugar hace 2.500-3.500 millones de afos,
durante el periodo en el que se produjo la transicién de metabolismo anaerébico al
aerdbico, después de que la rotura del agua por el fotosistema Il evolucionara en las
cianobacterias (Tan et al., 2014). Recientemente, se ha sugerido que la melatonina
podria ser sintetizada en las mitocondrias y los cloroplastos de la mayoria de células
eucariotas, lo que explicaria su ubicuidad. Ademas, su presencia estaria relacionada con
su funcidén primaria, la proteccidn frente al estrés oxidativo al ser capaz de interaccionar

con especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS) (Tan et al., 2013).

Debido a su antigliedad, a lo largo de la evolucién esta molécula ha adquirido nuevas

funciones en los organismos multicelulares debido a su versatilidad quimica, si bien su
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estructura se ha mantenido invariable. Entre ellas, destaca la regulacion de los ritmos
circadianos como el ciclo del suefio y la temperatura corporal en los vertebrados (Turek,
2007). Asimismo, también regula la tolerancia ambiental en plantas y hongos, la
actividad sexual en aves y peces y sefializa el fotoperiodo en vertebrados estacionales
(Tan et al., 2010). De igual manera, interviene en el control del metabolismo glucidico y
lipidico (Zhernakova et al., 2008), protege del estrés oxidativo (Zhang et al., 2014) y la
carcinogénesis (Tamura et al., 2008) y presenta propiedades inmunorreguladoras y anti-
inflamatorias (Pena et al., 2007). También se ha observado una sintesis disminuida de
melatonina con la edad lo que la relaciona con el reloj bioldgico y los procesos de
senescencia que influirian en todas las funciones anteriormente mencionadas (Tan et

al., 2010).

Se ha investigado intensamente cual fue el proceso evolutivo que llevo a la adquisiciéon
de tal variedad de funciones, gran parte de ellas relacionadas con la sefalizacién del
fotoperiodo. Se cree que estd relacionado con su funcién primaria puesto que en las
bacterias fotosintéticas se produce una mayor cantidad de ROS y NOS en la fase luminica
que en la fase oscura de la fotosintesis (Tan et al., 2010), lo que supone un consumo
diferencial de melatonina, al ser utilizada en cantidades mayores durante el dia para la
detoxificacidon de los radicales libres (Tan et al., 2014). Cuando se produjo la evolucién a
organismos multicelulares, estos no podian responder directamente a los cambios
fotoperiédicos y requerian que la informacién luminica fuera sefializada por una
molécula capaz de viajar por todo el organismo para sincronizar las actividades
celulares; como la melatonina ya reflejaba pasivamente el ciclo diurno-nocturno, los

organismos multicelulares la adoptaron como sistema de sefializacion (Tan et al., 2010).

2.3. Metabolismo de la melatonina

2.3.1. Vias de sintesis
Las vias metabdlicas de la melatonina han sido intensamente estudiadas. No obstante,

mientras que las rutas de sintesis estdn bien caracterizadas, su degradacién es un
proceso mas complejo, en el que multiples enzimas e intermediarios estan involucrados

yen consecuencia es menos conocido.
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En animales, la sintesis de melatonina se produce exclusivamente a partir del
aminodcido esencial triptéfano (Acuna-Castroviejo et al., 2014). Sin embargo, otros
organismos entre los que se incluyen bacterias, protistas, hongos, algas y plantas son
capaces de sintetizar melatonina por rutas alternativas que parten de fosfoenolpiruvato

y la D-eritrosa-4-fosfato (Tan et al., 2014).

La ruta general de sintesis en vertebrados comprende 4 etapas (Figura 2.3). En primer
lugar el triptéfano es convertido en 5-hidroxitriptofano por la enzima triptéfano-5-
hidroxilasa (TPH; EC 1.14.16.4); a continuacion, la enzima L-aminoacido aromdtico
descarboxilasa (AAAD; EC 4.1.128) cataliza su conversidn a 5-hidroxytriptamina
(comuinmente conocida como serotonina); posteriormente, la serotonina es acetilada a
N-acetilserotonina por accién de la serotonin-N-acetiltransferasa (AANAT; EC 2.3.1.87)
y por ultimo, la enzima N-aceltiserotonina-O-metiltransferasa (ASMT; EC 2.1.1.4)
cataliza la transformacion final a melatonina (Boutin et al., 2005). La enzima ASMT era

conocida anteriormente como hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT).

o HO
Triptéfano L-aminoécido
| OH  hidroxilasa aromaético
NH OH descarboxilasa
N ! I |
NH

H N 2
H

Triptéfano
np 5- Hldroxutrnptéfano Serotonina

Serotonina
N-acetiltransferasa

/
HO
Acetilserotonina - o
0 metiltransferasa
\ 7 i
N NH,

H

Melatomna N-Acetilserotonina

Figura 2.3. Representacion de la ruta de sintesis de melatonina en vertebrados. (Adaptado de
(Carpentieri et al., 2012).

En esta ruta clasica de sintesis, existen dos etapas limitantes. Una de ellas es debida al
caracter saturable de la TPH vy la otra, a la actividad de AANAT que regula el ritmo de
secrecion de melatonina, al estar controlada a nivel de expresién génica y/o actividad
enzimatica por los mecanismos de sefializacion de los ritmos circadianos (Hardeland,
2008). No obstante, estudios recientes han sugerido que la etapa final, catalizada por
ASMT seria la Unica limitante durante la noche al exceder la concentracién de N-

acetilserotonina a la de melatonina en este periodo (Liu et al., 2005).
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Las enzimas AANAT y ASMT se han detectado en la glandula pineal de cerdo tanto a nivel
genético como proteico (Romerowicz-Misielak et al., 2015). La secuencia de AANAT se
ha predicho computacionalmente tanto en el cerdo como en el burro, mientras que la
secuencia ASMT se ha predicho Unicamente en el burro. En el anexo | tablas 1y 2, se
encuentra el numero de acceso de dichas secuencias en la base de datos GenBank

(National Institute of Health, EEUU).

2.3.2. Vias de degradacién
La ruta principal de degradacién de melatonina en el higado es catalizada por la familia

de citocromos P450, principalmente el CYP1A2, por medio de una 6-hidroxilacion.
Posteriormente, es sulfatada y excretada en la orina en forma de 6-sulfatoximelatonina.
Ademas, otras isoformas de P450 también pueden catalizar la O-demetilacion de la
melatonina a su precursor (N-acetil-5-hidroxitriptamina), que a su vez es glucoronizado
o sulfatado y excretado en la orina, si bien su importancia es menor cuantitativamente

(Tan et al., 2007).

Existen otras vias de degradacion enzimatica de la melatonina por medio de las enzimas
indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), mieloperoxidasa (MPO) y eosinofil peroxidasa
(EPPO) y catalizan la transformacion de la melatonina en N!-acetil-N2-formil-5-

metoxikinuramina (AFMK) y N*-acetil-5-metoxikinuramina (AMK)(Ferry et al., 2005).

La melatonina también se puede metabolizar hasta AFMK por medio de reacciones
pseudoenzimaticas en las que intervienen la oxiferril-hemoglobina y el citocromo C.
Ademas, se han caracterizado otras vias no enzimaticas en las que la melatonina se
transforma a AFMK por la interaccién directa con especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno (Hardeland, 2008).

Estas rutas degradativas de la melatonina (Figura 2.4) generan metabolitos bioactivos,
como la AMK y la AFMK, que podrian estar implicados en las acciones atribuidas a la
melatonina lo que suscita gran interés por su actividad antioxidante (Reiter et al.,

2013b).
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Figura 2.4. Vias de catabolismo de melatonina. AAA: aril acilamidasa; AFM: ariamina
formamidasa; AFMK: N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina; AMK: N1-acetil-5-
metoxikinuramina; CAT: catalasa; C-3-OHM: 3-hidroximelatonina ciclica; CP450(1A2): citocromo
P450 (1A2); Cyto-C: Citocromo C; EPPO: eosinofil peroxidasa; HRP: Peroxidasa de rabano; IDO:
indoleamina-2,3-dioxigenasa; MPO: mieloperoxidasa; Oxoferryl Hb: Oxoferril hemoglobina; 5-
MT: 5-metoxitriptofamina; 6-OHM: 6-hidroximelatonina; RNS: especies reactivas de nitrégeno;
ROS: especies reactivas de oxigeno. Adaptado de (Tan et al., 2010)

2.4. Receptores de melatonina

Aunque la versatilidad quimica de la melatonina le permite actuar directamente
atravesando la membrana plasmatica, parte de sus funciones principales, como la
sefializacion del ciclo de luz y oscuridad, estarian mediadas por receptores nucleares o
transmembrana (Reppert, 1997). Evolutivamente, la capacidad de actuar por medio de
receptores también habria sido adquirida posteriormente a su funcién primaria

antioxidante (Tan et al., 2010).

Hasta la fecha, se han identificado en mamiferos dos receptores transmembrana de
melatonina de alta afinidad, denominados MT: y MT, de acuerdo a la nomenclatura
oficial (Dubocovich et al., 2005). Ambos pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR, G protein coupled receptors) formados por 7 hélices a
transmembrana y en concreto, a la subfamilia que presenta secuencias cortas de
aminodcidos especificos (Reppert et al., 1994). La homologia existente entre ambos

receptores es del 60% (Slominski et al., 2012).
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Los receptores MT1y MT; se expresan en varios tejidos. Se han identificado receptores
funcionales de MT; en el sistema nervioso central (SNC), principalmente en el nicleo
supraquiasmatico donde ejerce las funciones de modulacién de los ritmos circadianos
(Dubocovich et al., 2005), en el sistema cardiovascular donde regula la vasoconstriccién
(Browning et al., 2000; Dubocovich et al., 2005), en el sistema gastrointestinal, la piel y

la retina (Acuna-Castroviejo et al., 2014; Dubocovich et al., 2005; Slominski et al., 2012).

La expresion del receptor MT, se encuentra mas limitada siendo el nucleo
supraquiasmatico, el cerebelo y la retina los tejidos con mayor expresién. No obstante,
también se han identificado receptores MT; en el pulmén, el tejido coronario y la aorta,

en los adipocitos y en las células del sistema inmune (Dubocovich et al., 2005).

Los receptores MT1 y MT, también se han identificado en el tracto reproductor de los
mamiferos. En la hembra, se han identificado en las células de la granulosa y en las
células luteales del ovario (Soares et al., 2003) y en el miometrio (Schlabritz-Loutsevitch
et al., 2003). En el macho, los receptores de melatonina se han detectado en el testiculo
(Izzo et al., 2010) y en el epididimo (Shiu et al., 2000) si bien estudios recientes de
nuestro grupo también han mostrado la existencia de los receptores de melatonina en

las glandulas sexuales accesorias del morueco (Gonzalez-Arto et al., 2017).

Las rutas de transduccion originadas por la union de melatonina a los receptores MT1 y
MT, se han caracterizado en varios cultivos celulares primarios y en diferentes tejidos
(Jockers et al., 2008). La transduccién de sefial de los receptores MT1y MT; esta mediada
por la familia de proteinas G. Son proteinas heterotriméricas formadas por las
subunidades Ga, GB, y Gy. La estimulacién de los receptores MT1 y MT; por la
melatonina induce un cambio conformacional en el receptor que permite su
acoplamiento a las proteinas G, lo que se produce la disociacién de la subunidad Ga y el
complejo GPy. Estas subunidades pueden interaccionar con varios efectores de la
cascada de seiializacién, siendo una de sus principales consecuencias la inhibicidn de las
adenilato ciclasas por medio de subunidades Gai de tipo inhibitorio, lo que provoca la

disminucion de la produccion de AMPc (Bruce, 2015).

El receptor MT; se acopla a una gran variedad de proteinas G tanto inhibidoras de la

cascada de sefializacién (Gia2, Gia3) como activadoras (Gas, Gaz, Gaq, Gal6). Por medio
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de estos sistemas, la melatonina inhibe la generacion de AMPc (Morgan et al., 1989) lo
que estimula la fosforilacion de la proteina quinasa A (PKA) y el factor de transcripcion
nuclear CREB (Witt-Enderby et al., 1998) y en consecuencia su pérdida de actividad. La
activacion del receptor incrementa la fosforilacion de las proteinas quinasas 1 y 2
activadas por mitégenos (MEK1 y MEK2), las quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK1 y ERK2) (Witt-Enderby et al., 2000) y la quinasa N-terminal de c-Jun
(Chan et al., 2002). Los receptores MT; pueden regular el flujo de iones como los canales
de potasio activados por calcio (Geary et al., 1998) y que son los responsables de su

accion vasocontrictora.
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Figura 2.5. Esquema de las principales vias de transduccién de sefial reguladas por la unién de
melatonina al receptor MT,. ATP: Adenosin trifosfato, Ca2+: lon calcio, BK: Canal de potasio,
CREB: Factor de transcipcién CREB, DAG: Diacilglicerol, ERK: Quinasa regulada por sefiales
extracelulares, Gai: Subunidad G alfa inhibitoria, Gaq: Subunidad G alfa activadora, IP3: Inositol
trifosfato, K+: 16n potasio, MEK: Quinasa activada por mitogenos, MLT: Melatonina, MT1:
Receptor melatonina 1, PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PLC: Fosfolipasa C, PKA: Proteina
quinasa A, Raf: Quinasa especifica de serinas y treonina, VDCC: Canal de calcio dependiente de
voltaje. (Masana et al., 2001)

Por otra parte, el receptor MT; se acopla, fundamentalmente, a proteinas G inhibitorias
(Jockers et al., 2008). Su activacién inhibe la formacién de AMPc estimulada por
forskolina, inhibe las guanilil ciclasas (Boutin et al., 2005) e incrementa la actividad de la
fosfolipasa C por medio del complejo GBy lo que provoca la hidrolisis del
fosfatidilinositol. La activacion de esta ultima ruta induce un aumento de calcio

intracelular que lleva a la activacidn de las MAP-quinasas.
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Figura 2.6. Esquema de las principales vias de transduccién de sefial reguladas por la unién de
melatonina al receptor MT,. ATP: Adenosin trifosfato, Ca2+: lon calcio, cGMP: Guanosin
monosfosfato ciclico, CREB: Factor de transcripcién CREB, DAG: Diacilglicerol, Gai: Subunidad G
alfa inhibitoria, Gaq: Subunidad G alfa activadora, GTP: Guanosin trifosfato IP3:
Inositoltrifosfato, MLT: Melatonina, MT2: Receptor melatonina 2, PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato, PKA: Proteina quinasa A, PKC: Proteina quinasa C (Masana et al., 2001)

La co-expresion de los receptores MT1 y MT; en algunos tipos celulares permite su
heterodimerizacion. Dicha capacidad se ha demostrado en células HEK293 transfectadas
con ambos receptores (Ayoub et al., 2002) donde se ha observado una mayor tendencia
a la formacién del homodimero MT; y del heterodimero MT1/MT; que del homodimero
MT, (Ayoub et al., 2002). No obstante, los efectos funcionales de esta
heterodimerizacion son desconocidos (Jockers et al., 2008). Asimismo, los receptores de
melatonina son capaces de heterodimerizar con el receptor huérfano GPR50, lo que
puede regular la activacidon de MTy4, si bien su accidn sobre MT, es desconocida (Levoye

etal., 2006).

Se han atribuido gran variedad de funciones a los receptores MT1 y MT; pero
Unicamente unas pocas han sido comprobadas in vivo, debido principalmente a la falta
de herramientas farmacoldgicas. A nivel del SNC, la activacién del receptor MT; inhibe
diferentes actividades neuronales (Pandi-Perumal et al., 2008) y la produccién de
andrégenos (Frungieri et al., 2005). El receptor MT2 modula los ritmos circadianos al
internalizarse tras la exposicién a la melatonina al comienzo de la noche (Dubocovich et
al., 2005; Hunt et al., 2001). El estudio con ratones knock-out de MT1 y/o MT; indica
gue no existen grandes diferencia fenotipicas en estos animales, y la mayoria eran de

tipo etoldgico. En concreto, estos ratones presentan una mayor tendencia al
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comportamiento depresivo lo que sugiere que la alteracion en la regulacién de estos
receptores participa indirectamente en la instalacién de la depresién (Pandi-Perumal et

al., 2008).

2.5. Distribucién de la melatonina en el organismo

La melatonina circulante en el plasma sanguineo es secretada principalmente por la
glandula pineal, donde la luz inhibe su sintesis mientras que la oscuridad estimula dicho
proceso (Axelrod et al., 1965). La transduccién de las sefales luminicas se produce
mediante el fotopigmento melanopsina presente en las células ganglionares de la retina
y que convierte determinadas longitudes de onda (460-480 nm) en una sefial nerviosa
que se transmite a través del tracto retino-hipotaldmico hasta el nducleo
supraquiasmatico. Esta “region” envia la informacidn hasta la glandula pineal por medio
de las fibras noradrenérgicas del sistema nervioso auténomo simpdtico (Tan et al.,

2014).

En consecuencia, la melatonina presenta su nivel maximo de concentracion en el plasma
sanguineo durante la noche mientras que se encuentra a niveles basales durante el dia,
lo que determina tanto los ritmos circadianos como el ciclo de vigilia y suefio (Odo et al.,

2014) o la temperatura corporal (Castanho et al., 2014).

Tradicionalmente, la glandula pineal se consideraba como el Unico sitio de sintesis de
melatonina aunque diferentes trabajos posteriores han demostrado la existencia de una
sintesis de melatonina extrapineal asi como la presencia de las enzimas de sintesis
AANAT y ASMT en multitud de tejidos. Entre ellos, se encuentran el cerebro, la retina, la
cdclea, la piel, el tracto gastrointestinal, el higado, el rifidn, el bazo, el corazén, la medula
Osea, la placenta, el ovario y el testiculo (ver revisién Acuna-Castroviejo et al., 2014).
Asimismo, también se ha detectado la presencia de melatonina en diferentes fluidos
biolégicos como la orina (Claustrat et al., 2005), la saliva (Mclintyre et al., 1987), la bilis
(Messner et al., 2001), el fluido folicular (Brzezinski et al., 1987), y el plasma seminal
(Luboshitzky et al., 2002), en algunos de ellos a concentracién superior a la del plasma

sanguineo (Casao et al., 2010a).

La mayoria de los tejidos con sintesis extrapineal de melatonina carecen de regulacion

fotoperiddica y de variacidn circadiana y, ademas, la melatonina producida en ellos no
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es liberada a la circulacion sanguinea (Acuna-Castroviejo et al., 2014). Esto sugiere que
la funcidn principal de esta melatonina extrapineal seria la de actuar localmente como
agente antioxidante frente a las ROS y NOS producidas por los procesos metabédlicos
aerébicos y que ocurren durante el dia, cuando no hay secrecién pineal de melatonina

(Zhang et al., 2014).

La concentracién de melatonina en sangre puede alcanzar valores superiores a 115
pg/mL en los mamiferos (Acuna-Castroviejo et al., 2014). Un estudio de la concentracion
de esta hormona en sangre en la especie porcina establecié un rango entre 2 y 14 pg/mL
(Andersson, 2001) mientras que en las especies equinas, la concentracidon de melatonina

varia entre 4 y 20 pg/mL en funcién del momento del dia (Guillaume et al., 2006).

Asimismo, estudios previos de nuestro grupo de investigacion determinaron que la
concentraciéon de melatonina en el plasma seminal de cerdo varia en un amplio rango
entre 1,07 y 26,71 pg/mL y entre 0,67 y 6,47 pg/mL en el burro (Gonzalez-Arto et al.,
2016b) con altas variaciones entre individuos de la misma especie. En consecuencia, la
melatonina presente en el plasma seminal de estas especies se encuentra en un orden
de magnitud similar a la concentracién sanguinea. Esto contrasta con lo que ocurre en
otras especies de mamiferos domésticos como la ovina, en la que la concentracion de
melatonina en el plasma seminal durante el dia es superior a la concentracién en sangre,
lo que sugirid la existencia de una sintesis extrapineal de melatonina en el tracto

reproductor del morueco que finalmente fue probada (Gonzalez-Arto et al., 2016a).

2.6. El papel de la melatonina en la reproduccién

La melatonina juega un papel fundamental en la regulacidn de la reproduccién en las
especies estacionales mediante la regulacién del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal.
La reproduccidn estacional es esencial para asegurar la supervivencia de Ia
descendencia, puesto que potencia que el nacimiento tenga lugar en primavera/verano,
cuando hay mayor disponibilidad de alimento y mejores condiciones climatoldgicas

(Cebrian-Perez et al., 2014).

La sefial luminica percibida por la retina es transformada en una sefial endocrina por la
glandula pineal, lo que se traduce en el incremento de la liberacion de melatonina

durante la noche. La melatonina actlda a nivel del hipotdlamo y regula la secrecién
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pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) que a su vez estimula la
actividad ovarica en la hembra y la produccidon espermatica en el macho (Malpaux et al.,
1997). No obstante, la melatonina ejerce acciones opuestas sobre el hipotalamo en
funcién de la especie. Mientras que en los reproductores de dias largos, con estacién
reproductiva en primavera-verano, como las especies equinas (Argo et al., 1991) o el
hamster sirio (Turek et al., 1976), el aumento de melatonina nocturna inhibe la secrecién
de GnRH; en los reproductores de dias cortos como las especies ovinas (Malpaux et al.,
1997) y caprinas (Delgadillo et al., 1992), cuya estacién reproductiva ocurre en

otofio/invierno, la melatonina estimula dicho eje.

En algunas especies domesticas en la que se han introducido técnicas de manejo
intensivo, como ocurre en la especie porcina, la estacionalidad se ha reducido.
Actualmente, el cerdo doméstico se considera una especie no estacional (Claus et al.,
1985), si bien se ha observado cierta disminucion estacional de los indices reproductivos
entre junio y septiembre mas marcada en animales explotados en instalaciones abiertas
gue en aquellos mantenidos en edificios cerrados o climatizados (Martinat-Botte et al.,
1984). Ademas, se ha observado una variacion de la concentracion de melatonina en el
plasma seminal de cerdo entre estaciones (Barranco et al., 2017). Cabe destacar que el
jabali que pertenece a la misma especie que el cerdo doméstico pero a diferente
subespecie (Sus scrofa scrofa y Sus scrofa domesticus, respectivamente) es un

reproductor de dias cortos.

En general, la estacionalidad reproductiva es mas marcada en las hembras que en los
machos en los que la produccién de espermatozoides es continta a lo largo del afio. Sin
embargo, en las especies ovinas y equinas se ha observado una disminucién de la calidad
seminal y cambios en el comportamiento sexual durante la estacidon no reproductiva

(D'Alessandro et al., 2003; Hoffmann et al., 1999).

La melatonina también influye sobre los la fisiologia y el desarrollo de los érganos del
tracto reproductor masculino. Asi, esta hormona promueve el desarrollo de las
espermatogonias al estimular la produccién del factor neurotréfico GDNF por las células
de Sertoli (Niu et al., 2016) y, ademas, su accion parece estar mediada por los receptores

de melatonina (Yang et al., 2014). Ademas, la melatonina materna transferida al feto
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durante la gestacion es necesaria para el desarrollo somatico de los o6rganos

reproductivos (Diaz et al., 1999).

Por otra parte, diferentes estudios in vitro han demostrado que la incubaciéon de los
espermatozoides de diversas especies de mamiferos con melatonina ejerce efectos
beneficiosos a nivel funcional. El tratamiento in vitro con melatonina mejora la motilidad
espermatica en la especie bovina (Ashrafi et al., 2013) y humana (Espino et al., 2011), y
la viabilidad en la especies ovina (Casao et al., 2010a) y porcina (Jang et al., 2010). Otros
parametros como los niveles de ROS y NOS (Rao et al., 2008), la peroxidacion lipidica de
la membrana espermatica (Gadella et al., 2008), los marcadores de apoptosis (Casao et
al., 2010b) vy la fragmentacién del ADN (Sarabia et al., 2009) también disminuyen por

accion de la melatonina.

Estas acciones de la melatonina se ha relacionado con sus propiedades antioxidantes
(Reiter et al., 2000), lo que la convierten en una molécula ideal para preservar la calidad
seminal en medios de refrigeracién y criopreservacién, empleados en técnicas de

inseminacion artificial (Martin-Hidalgo et al., 2011) (Ashrafi et al., 2013).

Ademas, la melatonina parece estar implicada en la modulacién de la capacitaciéon
espermatica (conjunto de cambios que sufre el espermatozoide en el tracto reproductor
femenino y que le permiten adquirir la capacidad fecundante) en la especie ovina a

través del receptor MT; (Casao et al., 2010b).

Dado que los efectos beneficiosos de la melatonina se han demostrado en
espermatozoides procedentes de especies no estacionales, estacionales de dias cortos
y estacionales dias largos, es muy probable que su mecanismo de accion esté
relacionado con su actividad antioxidante (Cebrian-Perez et al., 2014). Estas acciones las
ejerceria bien atravesando directamente la membrana plasmatica o bien a través de los
receptores de melatonina. Recientemente, nuestro grupo ha mostrado la existencia de
los receptores MT1y MT, en espermatozoides varias especies de mamiferos domésticos

incluidas la especie equina y la porcina (Gonzalez-Arto et al., 2016b).

Asimismo, la identificacién de enzimas de sintesis AANAT y ASMT en el tracto
reproductor de morueco parecen indicar que la melatonina presente en el plasma

seminal podria ser sintetizada en dicho sistema (Gonzalez-Arto et al., 2016a). No
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obstante, las variaciones estacionales en la concentracion de melatonina en el plasma
seminal detectadas tanto en la especie ovina (Casao et al.,, 2010a) como porcina
(Barranco et al., 2017) sugieren que la glandula pineal y los mecanismos de regulacién

del fotoperiodo también podrian estar implicados.

De este modo, la identificacidon de la presencia de los receptores de melatonina y las
enzimas de sintesis en el tracto de reproductor de otras especies distintas a la ovina
corroboraria la importancia de la melatonina en procesos como la espermatogénesis, la
maduracion espermatica, el mantenimiento de la funcionalidad espermatica o la
adquisicion de la capacidad fecundante. Asimismo, mejoraria la comprensiéon de su
papel en la regulacion de la reproduccion y constituiria una herramienta fundamental

para la mejora de las biotecnologias reproductivas.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La melatonina es una hormona ampliamente distribuida (Tan et al., 2014). En los
mamiferos se sintetiza principalmente en la gldndula pineal y esta presente en un gran
numero de érganos y tejidos, ejerciendo diversas funciones (Tan et al., 2010) entre ellas

la regulacién de la reproduccion estacional (Acuna-Castroviejo et al., 2014).

Esta hormona tiene una vida media muy corta y se metaboliza rapidamente en el
torrente circulatorio (Hardeland, 2008), aunque se ha detectado su presencia en otros
fluidos bioldgicos (Acuna-Castroviejo et al., 2014) como el plasma seminal. Estudios
previos de nuestro grupo han descrito la presencia de melatonina en el plasma seminal
de diferentes especies como la ovina, la equina y la porcina (Casao et al., 2010a;
Gonzalez-Arto et al., 2016b). Asimismo, se han identificado las enzimas responsables de
la sintesis de melatonina (AANAT y ASMT) en el tracto reproductor masculino de la
especie ovina, lo que sugiere la hipétesis de que la melatonina presente en el plasma

seminal podria tener un origen extrapineal (Gonzalez-Arto et al., 2016a).

Por otra parte, los receptores de melatonina se encuentran presentes en los
espermatozoides de diversas especies, independientemente de su tipo de reproduccién
estacional, como la especie porcina y el burro (Gonzalez-Arto et al., 2016b), lo que
sugiere la existencia de mecanismos regulatorios de la melatonina a lo largo de la vida
de las células espermaticas. lgualmente, la melatonina ejerce efectos beneficiosos a
nivel fisioldgico sobre los espermatozoides de diversas especies de mamiferos (ver
revision de (Cebrian-Perez et al., 2014) y sobre el desarrollo y la funcionalidad de

diferentes érganos del tracto reproductor masculino (Diaz et al., 1999; Niu et al., 2016).

En base a los antecedentes expuestos, la hipdtesis que se plantea en este trabajo es que
la melatonina, presente en el plasma seminal del cerdo y del burro, podria ser
sintetizada en alguno de los drganos del tracto reproductor de estas especies, y ademas,
ejercer sus funciones de modulacién a través de receptores especificos de membrana

presentes en el tracto reproductor.
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Por consiguiente, los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

1. Identificar la presencia a nivel génico y proteico de los receptores especificos de
membrana para la melatonina MT1y MT; en el tracto reproductor de cerdo y burro, y

evaluar la existencia de diferencias en la expresidn génica entre los diferentes drganos.

2. Identificar la presencia de enzimas implicadas en la sintesis de melatonina (AANAT y
ASMT) en el tracto reproductor de cerdo y burro y analizar la posible variacion en

expresion génica entre los diferentes érganos.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Obtencién de tejidos

El estudio de la expresion génica y proteica se realizé en diferentes érganos del tracto
reproductor masculino de cerdo y burro: testiculo (T), epididimo (cabeza (Ca), cuerpo
(Cu) y cola (Co)), prostata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB).
Los drganos se obtuvieron a partir de los aparatos reproductores de 3 verracos
sacrificados en otofio y tres burros sacrificados en primavera en la Universidad
Auténoma de Barcelona, y que se enviaron a la Universidad de Zaragoza en hielo seco.
Las muestras del tracto reproductor de cerdo y de burro se almacenaron a -80 °C hasta

su uso, con el objetivo de evitar la activacion de RNasas y degradacién de proteinas.

Como control en los andlisis a nivel proteico se emplearon muestras de testiculo
(Gonzalez-Arto et al., 2016a) y espermatozoides ovinos (Casao et al., 2012). Las
muestras de testiculo ovino procedian de un macho de Rasa Aragonesa sacrificado en
el matadero de Mercazaragoza. Las muestras de espermatozoides ovinos se obtuvieron
de machos adultos de raza Rasa Aragonesa, donados por ANGRA (Asociacion Nacional
de Ganaderos de Rasa Aragonesa) y estabulados en el Servicio de Experimentacion
animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza. Tanto el testiculo como los espermatozoides

ovinos se conservaron siguiendo el mismo protocolo.

4.2. Aislamiento y limpieza del ARN total

El ARN total de los diferentes érganos del tracto reproductor masculino se extrajo
mediante homogenizacidon de 100 mg de cada tejido en TRI REAGENT (Sigma-Aldrich,
San Luis, Misuri, Estados Unidos) a través del método tiocianato-fenol-cloroformo
(Chomczynski et al., 1987). La concentracion de ARN se estimd a partir del valor de
absorbancia a 260 nm medido en un NanoDrop ND-100 Spectrophotometer (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, Masachussets, Estados Unidos).

La pureza de la muestra se comprobdé mediante el ratio de absorbancias 260/280 nm, el
cual debia encontrarse alrededor de 2. Asimismo, la calidad de ARN extraido se verifico
confirmando la presencia de las bandas de ARN ribosémico 28S y 18S. Para ello, se

realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE (10,8 g/L TRIS base, 0,4% EDTA
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y 5,5 g/L de acido bérico) con bromuro de etidio a una concentracion final de 200 ng/mL.
Las condiciones de la electroforesis fueron 80 V durante 30 minutos y el gel se visualizé

en luz ultravioleta (Gel Doc, Biorad Laboratories, Hércules, California).

Las trazas de ADN se limpiaron por medio del kit TURBO DNA-free de Ambion (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, Estados Unidos). El volumen de reaccion fue
de 50 ul y estaba compuesto por 10 pug de ARN, 5 ul de tampdn TURBO DNasa 10X, 1 ul
de enzima TURBO DNasa (2 U/ul) y agua DNase/RNase Free (Ambion, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetss, EEUU) hasta completar el volumen final. La mezcla
de reaccién se incubd a 37 °C durante 20 min. Seguidamente, se afiadieron 5 pl de DNase
Inactivation Reagent para inactivar la enzima y se incubd durante 2 minutos mas a
temperatura ambiente. La presencia de las bandas de ARN ribosémico 28S y 18S se
comprobd nuevamente por electroforesis asi como la concentracién de ARN mediante

espectrofotometria. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su retrotranscripcion.

4.3. Sintesis de ADNc

El ADNc se obtuvo mediante retrotranscripcién del ARN obtenido de los 6rganos del
tracto reproductor masculino con el kit Super Script Il First-Strand Syntesis System
(Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos). Para ello, a 500 ng de RNA total se
afadié una mezcla de dNTPs a una concentracion final de 1 mM, y cebadores Oligo-(dT)
20 a una concentracién final de 5 uM. La mezcla se desnaturalizé a 65 °C durante 5
minutos y seguidamente, se afiadieron 10 pl de la mezcla de reaccién (Tris-HCl 40 mM
pH 8,4, KCI 100 mM, MgCl, 10mM, DTT 20 mM, RNase OUT 4 U/ul, Super Script Il RT 20
U/ul). La sintesis del ADNc constd de una primera etapa de incubacién a 50 °C durante
50 minutos y una etapa final a 85 °C durante 5 minutos. Las trazas de ARN no
retrotranscritas se eliminaron mediante un tratamiento con RNasa H (0,2 U/ul) durante
20 minutos a 37 °C. El proceso completo de retrotranscripcion se realizd en el
termociclador MyCycler (Biorad laboratories, Hercules, California). El ADNc obtenido se

almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

La correcta retrotranscripcion del ADNc de los tejidos del tracto reproductor se verificd

mediante la amplificacién por PCR del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

22



Materiales y métodos

(GAPDH), cuya expresion es constitutiva en ambas especies. Los cebadores utilizados

amplifican un fragmento de 90 pb. Sus secuencias se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Secuencias de cebadores directo y reverso del gen GAPDH para las amplificaciones
por PCR realizadas en el proyecto.

Cebador directo Cebador reverso Tamaiio
Especie
(5’-secuencia-3’) (5’-secuencia-3’) (pb)
Cerdo 5’-GGTCGGAGTGAACGGATTT-3’ 5’-ATGTAGTGGAGGTCAATGAAGG-3’ 114

Burro 5’-CCCAGCAAGAGAAGGAGAAAG-3"  5'-GTCTGAGATGGAAACTGTGGAG-3’ 106

El mix de reaccidon de la PCR estaba compuesto por 2,5 ul de la enzima REDTaqg DNA
polimerase 0,05 U/ul (Sigma-Aldrich), 5 pul de tampdn REDTaq DNA polymerase 10X (100
mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCl, 11 mM MgCl, y 0,1% de gelatina), 80 uM de dNTPs y
0,32 uM de cebadores de GAPDH. Se anadieron 48 pl de mezcla de reaccién a 2 ul del
ADNc previamente obtenido o de agua DNase/RNase Free (Ambion, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetss, EEUU) en el caso del control negativo.

Las condiciones de reaccion de la PCR consistieron en un paso inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 3 minutos, al que se suceden 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, alineamiento a 58 °C durante 30
segundos y extensidn a 72 °C durante 45 segundos. Por ultimo, se realizé una extensién

final @ 72 °C durante 5 minutos.

Los productos de PCR se separaron en gel de agarosa al 3% en tampdn TBE con SYBER
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) diluido 1:10000 durante 45 minutos a 80 V y se visualizaron en luz
ultravioleta. Se empled el marcador de pesos moleculares 50 bp Dye Plus DNA Ladder

(Takara JoreaBiomedical Inc, Seul, Coreal del Sur).

4.4. Amplificacion del cDNA por PCR

Las secuencias especificas para cada gen estudiado se amplificaron mediante la técnica
PCR en el caso del gen de ASMT, al no estar la secuencia del gen descrita en las bases de

datos y qPCR, en el caso del gen de AANAT, MT1y MTa,.
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Los cebadores para cada uno de los genes estudiados fueron disenados utilizando los
programas primer-BLAST (NCBI) y Beacon Designer© Free Edition, y comprobados por
andlisis BLAST (NCBI) para verificar la especificidad génica. La secuencia de los cebadores
empleados para cerdo y para burro se muestra en las tablas 4.2 y 4.3, respectivamente.
En el caso del gen ASMT de la especie porcina, cuya secuencia de nucledtidos no estd
descrita en las bases de datos, se emplearon cebadores disefiados para la amplificacion
de dicho gen en especies cercanas filogenéticamente, como la ovina y bovina, y unos
cebadores descritos en la literatura para la amplificacién del gen ASMT en la glandula
pineal porcina (Romerowicz-Misielak et al., 2015). En el anexo | tablas 1y 2, se muestra
el nimero de acceso en la base de datos GenBank de las secuencias empleadas para el

diseio de los cebadores especificos para cada uno de los genes de interés.

Tabla 4.2. Secuencias de cebadores directo y reverso para las amplificaciones por PCR realizadas
en el proyecto a partir del ADNc del tracto reproductor de cerdo

Cebador directo Cebador reverso
Gen Tamaio
(5’-secuencia-3’) (5’-secuencia-3’)
MT, 5’-CAGACTGAAACCACAGGACTT-3’ 5’-TTAGAGGAGCCCAGCAAATG-3’ 83 pb
MT; 5'-AGGGTCTGTCTTCGCTGTTA-3’ 5’-CCCTATGCTCCTTGATTCTCTTG-3’ 94 pb
AANAT 5'-CGTGGGAGAGAGACAAAGAAA-3’ 5’-CATCTGCCCTCTTGGTAGTG-3’ 127 pb
ASMT
5’-CTGCAGAGACTGTATCGGGC-3’ 5'-CAGTGCATCTCCGTGAAGGT-3’ 104 pb
ovino
ASMT
5’-TCACACGCAAGGAAATGGATAG-3’  5-GAGTACAGCAGCGTGGTCAG-3’ 110 pb
bovino
ASMT
5'-CATGGTGTCCCAGGTTCTCT-3’ 5’-CAGCTTCAGGGACACACAGA-3’  Desconocido
porcino

B-actina 5. TCTGGCACCACACCTTCTA-3’  5'-TCTTCTCACGGTTGGCTTTG-3’ 102 pb
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Tabla 4.3. Secuencias de cebadores directo y reverso para las amplificaciones por PCR
realizadas en el proyecto a partir del ADNc del tracto reproductor de burro.

Cebador directo Cebador reverso
Gen Tamafio
(5’-secuencia-3’) (5’-secuencia-3’)

MT1 5’-CAGACTGAAACCACAGGATTT-3’ 5’-TTAGAGGAGCCCAGCAAATG-3’ 83 pb

MT> 5’-CAGGAAGGTCAAGTCAGAGAAC-3 5’-CCCAGCAGATGGCGAAGA-3’ 101 pb
AANAT 5’-CCACACAGAGCATCCACTAC-3 5’-GGTGAGGCAGCGAAACT-3’ 119 pb
ASMT 5’-GCCAAGGAGTGTGTTTCTCT-3’ 5’-GCGGGAAGTGTGTCTTT-3’ 91 pb

B-actina 5’-CTGGCACCACACCTTCTAC-3’ 5 _CATGATCTGGGTCATCTTCTCG-3'  115pb

Los reactivos y la mezcla de reaccion empleados para la amplificacién por PCR del gen
de ASMT son los mismos que para la amplificacion de GAPDH. Se llevé a cabo con el

ADNCc de cada uno de los 6rganos del tracto reproductor obtenidos anteriormente.

La amplificacién del gen de ASMT con los cebadores basados en la especies ovina y
bovina se llevé a cabo con las siguientes condiciones de reaccion: desnaturalizacién a 94
°C durante 3 minutos sucedida por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, de hibridacién a 58 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 45 segundos. La
extension final fue a 72 °C durante 5 minutos. En el caso de los cebadores descritos en
(Romerowicz-Misielak et al., 2015) se realizaron 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1
minuto a 60 °Cy 30 segundos a 72 °C, precedidos por un paso de desnaturalizacién inicial

de 2 minutos a 95 °C y finalmente una extension final a 72 °C durante 5 minutos.

Los productos de amplificacion obtenidos tras las PCR se separaron en un gel de agarosa
al 3% en TBE con SYBER Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) diluido 1:10000 durante 45 minutos a 80 V.
El marcador de pesos moleculares empleado fue 50 bp Dye Plus DNA Ladder (Takara

Korea Biomedical Inc, Seul, Corea del Sur).

4.5. Cuantificacion de la expresion génica: PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (qPCR) es una técnica que permite la cuantificacion de la expresion
génica relativa mediante la determinacion de la relacidn entre la cantidad del gen diana

y un gen enddgeno de referencia, cuya expresidn es constitutiva e invariable en las
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diferentes condiciones experimentales. La expresién se compara calculando el valor

normalizado de muestras con la misma cantidad de ADNc para cada tejido.

La reaccion se llevd a cabo utilizando la enzima iTag Universal SYBR Green Supermix
(Biorad Laboratories, Hercules, California), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Se utilizaron los cebadores descritos en las tablas 4.2 y 4.3. El estudio previo de la
eficiencia de los cebadores con diluciones seriadas de muestras de cDNA de testiculo
permitid determinar su concentracién éptima, que fue 200 mM en todos ellosa
excepcion de los cebadores de GAPDH de cerdo, que fue 100 mM. La reacciéon de qPCR
se realizd en ABI PRISm 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA,
Estados Unidos). Se realizaron 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 min a 60 °C,
precedidos por un paso de desnaturalizacidn inicial de 2 min a 95 °C. Finalmente se
realiz6 una curva de disociacidon de los productos amplificados por PCR (melting)
consistente en un aumento de temperatura progresiva de 65 °Ca 95 °C con incrementos

de 0,5 °C cada 5 segundos.

El ADNc de cada tejido se analizé por duplicado para cada uno de los genes y se minimizo
el error de pipeteo mediante la preparacién de una mezcla de reaccién con los
compuestos necesarios para la qPCR. Cada muestra se compuso por 18 ul de mezcla de

reacidon y 2 pl de ADNc o agua en el caso del control negativo.

La cuantificacion de la expresidn génica se llevé a cabo empleando el método AACt y los
resultados se expresaron como —AACt (Livak et al., 2001). Los genes enddgenos de
referencia utilizados fueron GAPDH y B-actina. Para comprobar que la qPCR se habia
realizado correctamente, los productos de amplificaciéon obtenidos se separaron en un
gel de agarosa al 3% en TBE con SYBER Safe DNA Gel, en las condiciones descritas en el

punto anterior.

4.6. Deteccion de las proteinas por Western-Blot

4.6.1. Extraccion de proteinas de los tejidos
La extraccién de proteinas de los diferentes érganos del tracto reproductor de cerdo y

burro se realizé a partir de 200 mg de cada muestra, mantenida a -80 °C. Se anadieron
2 mL de tampdn de extraccidn (125 mM de TRIS-HCI pH 6,8, 4% (v/v) SDS, 10% (v/v) de

inhibidor de proteasas 10X (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU)) y se procedi6 a la
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homogenizacion mediante un homogeneizador OKA T25 Digital Ultra Turrax ©
Homogenizer (Staufen, Alemania). EIl homogenizado se incubé a 100 °C durante 4
minutos en un bafo de arena y a continuacién se centrifugd a 13000 x g durante 5
minutos a 4 °C. Se recogid el sobrenadante y se congelé a -20 °C hasta su uso. La

concentracion de proteinas se evalud por el método de Bradford (Bradford, 1976).

4.6.2. SDS-PAGE y Western-Blot
Todas las muestras estudiadas se sometieron al mismo procedimiento. Cada muestra se

diluyo hasta contener 15 ug totales de proteinas en tampdn de carga (62,5 mM Tris-HCI
pH 6,8, SDS 2,5 % (v/v), azul de bromofenol 0,002 % (v/v) 5% de B-mercaptoetanol y 10
% de glicerol) y se separaron en una dimension siguiendo el método Laemmli (Laemmli,
1970) utilizando un patrdn de pesos moleculares, de 10 a 250 kDa (Biorad Laboratories,
Hercules, California, Estados Unidos). Se utilizaron geles de acrilamida del 12% vy las

condiciones de electroforesis fueron 130 V durante 90 minutos, a 4 °C.

Una vez separadas las proteinas, fueron transferidas a una membrana de PVDF
utilizando el sistema Trans-blot Turbo (Biorad Laboratories, Hercules, California, Estados
Unidos). A continuacién, los sitios no especificos de unién se bloquearon incubando
estas membranas un minimo de 2 horas en tampdn fosfato salino (PBS, 136 mM NaCl,
2,68 mM KCl, 10,1 mM Na2HPO4, 1,76 mM KH2PO4) con albumina sérica bovina (BSA)
al 5% (p/v).

La deteccion de los receptores de melatonina y las enzimas de sintesis de la misma se
realiz6 mediante la incubacién durante una noche a 4 °C con el anticuerpo policlonal
Anti-melatonin receptor 1A generado en conejo (GeneTex, Irvine, California, Estados
Unidos) a una dilucidn 1:750 para MTj, el anticuerpo policlonal Anti-melatonin receptor
1B generado en conejo (Acris antibodies GmbH, Herford, Alemania) diluido 1:500 para
MT,, el anticuerpo monoclonal de conejo Anti-N-acetilserotonine-O-metiltransferase
(Santa Cruz Biothecnology, Dallas, Texas, Estados Unidos) diluido 1:1500 para ASMTy el
anticuerpo policlonal Anti-Serotonin N-acetyltransferase antibody generado en conejo
(Abcam, Cambridge, Reino Unido) a una dilucion 1:1500 para AANAT. Los anticuerpos se
diluyeron en PBS-Tween (PBST, PBS con 0,1% (p/v) de Tween 20) con BSA al 1% (p/v).
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Al dias siguiente, tras realizar tres lavados de 15 minutos de duracién con PBST, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario diluido 1:20000 en PBST con BSA
al 1% (p/v), durante 1 hora y 15 minutos a temperatura ambiente en semioscuridad. Las
membranas con muestras proteicas de cerdo se incubaron con el anticuerpo secundario
policlonal anti-rabit 1gG (H + L) IRDye 680RD generado en burro (LI-COR, Biosciences,
Lincoln, NE, Estados Unidos) y las membranas con muestras de burro, con el anticuerpo
secundario policlonal anti-rabit 1gG (H + L) DyLight 680 CW (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) generado en cabra. Posteriormente, las
membranas se escanearon utilizando el equipo Odissey Clx (Li-Cor Biosciences, Lincoln,
NE, Estados Unidos). Ademas las membranas se tifleron con azul Coomassie durante 30
minutos y se destifieron con 30% de metanol y con 10% de acido acético en agua miliQ
durante toda la noche, para poder verificar que la transferencia se habia realizado

correctamente.

4.7. Andlisis Estadistico

El analisis estadistico de la cuantificacién de la expresién génica se realizé con el
software GradPad InStat (5.01; San Diego, CA, USA). Primero se comprobd la
distribucién normal de los datos obtenidos mediante el test de Kolmogorov-Smirnov,
para después utilizar un analisis de varianza de una via (One-way ANOVA) para analizar
las diferencias entre los drganos estudiados. Los resultados se muestran como la media

+ S.E.M. (error estandar de la media).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Extraccion de RNA y retrotranscripcion

Se consiguid extraer ARN de todos los 6rganos del tracto reproductor masculino de los
3 individuos en las especies de cerdo y burro. En la tabla 1 del anexo Il se muestra la

concentracion media de ARN obtenido de cada dérgano tras la limpieza del DNA.

Tras la sintesis del ADNc, se confirmd la buena calidad del material genético obtenido y
la eficiencia de la retrotranscripcion mediante la amplificaciéon por PCR del gen
constitutivo GAPDH. Se obtuvo una Unica banda definida de 106 pb y 114 pb en las
muestras de burro y cerdo, respectivamente, correspondiente a la amplificacién de un
fragmento especifico de dicho gen. En las figuras 5.1 y 5.2 se muestra el resultado de la
amplificaciéon de GAPDH a partir del c-DNA de los diferentes érganos del tracto
reproductor de dos individuos, uno de la especie porcina y otro de la especie equina,

respectivamente.

PM T G Q@ G P VS GB )

Figura 5.1. Expresion génica de GAPDH en los érganos del tracto reproductor de burro: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y

glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).
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() T CacCuCo P VS GB

Figura 5.2. Expresién génica de GAPDH en los 6rganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

Por otra parte, también se realizé la extraccidon de proteinas los diferentes érganos del
tracto reproductor masculino de cerdo y burro, junto con el testiculo de morueco y los
espermatozoides ovinos que fueron en control positivo en Western-Blot. La

concentracion de proteinas obtenida se muestra en la tabla 2 del anexo Il.

5.2. Analisis de la expresidn génica y proteica en el cerdo

5.2.1. Identificacion de los receptores de melatonina
La amplificacion del gen de MT1 mediante el empleo de cebadores especificos dio lugar

a la obtencidn de un Unico producto de gPCR de 83 pb en todos los érganos del tracto
reproductor masculino estudiados en la especie porcina, como se aprecia en la figura
5.3. Igualmente, también se consiguio la amplificacién de un fragmento de 94 pb del gen
de MT,; mediante los cebadores especificos, a partir del ADNc obtenido en todos los
organos estudiados (Figura 5.4). De esta forma, estos resultados demostraron la
existencia de ARN mensajero codificante para la sintesis de ambos receptores de

melatonina en el tracto reproductor masculino de cerdo.
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Figura 5.3. Expresién génica de MT1 en los drganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).
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Figura 5.4. Expresion génica de MT; en los drganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

La cuantificacién de la expresion génica de MT1 mostré una mayor expresion en el
testiculo, la cabezay el cuerpo del epididimo, la prdstata y las vesiculas seminales frente
a la cola del epididimo del cerdo, si bien estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (Figura 5.5).
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-AACt

Figura 5.5. Cuantificacién de la expresion génica de MT, evaluada por gPCR en los diferentes
organos del tracto reproductor de cerdo: testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del
epididimo, prostata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB). Los resultados
se muestras como como media + S.E.M. (n=3).

Andlogamente, no se encontraron diferencias significativas en la expresiéon génica de
MT; entre ninguno de los tejidos del tracto reproductor de cerdo (Figura 5.6), aunque

esta fue ligeramente superior en el testiculo, la prdstata y las vesiculas seminales.

104

-AACt

Figura 5.6. Cuantificacién de la expresion génica de MT,, evaluada por qPCR, evaluada por g-
PCR en los diferentes 6rganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo
(Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales
(GB). Los resultados se muestras como como media + S.E.M. (n=3).

Cabe destacar la existencia de una gran variabilidad en la expresidon génica entre los
individuos analizados, principalmente en las glandulas accesorias. Esto podria atribuirse
a la calidad del ADNc obtenido o, mas probablemente, a que existe variabilidad entre

individuos de una misma especie en la expresion de los receptores de melatonina en
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dichos drganos, debida a su edad, su fertilidad o determinados factores ambientales
(Ramirez et al., 2009). No obstante, al carecer de dicha informacion sobre los diferentes

individuos, dicha hipdtesis no pudo ser corroborada.
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Figura 5.7. Presencia del receptor MT3, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes érganos tracto reproductor de cerdo: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control positivo, espermatozoide ovino (+).

Los anadlisis de Western-Blot de las proteinas extraidas del tracto reproductor masculino
de cerdo indicaron la presencia de una banda a 39 kDa, compatible con el peso
molecular de MT: (Reppert et al., 1994), en el testiculo, la préstata, las vesiculas
seminales y en el control positivo (proteinas de espermatozoide ovino), como se aprecia
en la figura 5.7. Igualmente, esta banda aparecié con menor intensidad en la cabeza y la
cola del epididimo. Ademas, se encontraron bandas marcadas con gran intensidad a 32
y 23 kDa en el testiculo, la prostata y las vesiculas seminales y que se podrian relacionar
con la activacion del receptor (Gilman, 1995) puesto que MT1 es un receptor GPCR y su
activacion promueve la disociacién de las proteinas en dimeros a y By (Dubocovich et
al., 2005). La menor intensidad y ausencia de estas bandas en las diferentes regiones del
epididimo sugiere un diferente nivel de activacién de los receptores de melatonina en
dicho drgano. En las glandulas bulbouretrales, no se detectd la presencia de ninguna de
las bandas anteriormente mencionadas. Por ultimo, en todos los érganos a excepcidn

de las glandulas bulbouretrales se observaron bandas a 50 kDa y que podrian ser
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resultado de la oligomerizacion de MT1 consigo mismo (Jockers et al., 2008), con MT;

(Ayoub et al., 2002) o con proteinas G acopladas a receptores (Levoye et al., 2006).

El testiculo, la préstata y las vesiculas seminales fueron los tejidos con una mayor
expresion a nivel proteico de MT; lo que concuerda con los resultados de expresién
génica, donde dichos tejidos mostraban una expresién ligeramente superior. Por otra
parte, la expresién en las diferentes regiones del epididimo a nivel proteico y génico

parecié ser mas variable.

La caracterizacion de la expresion proteica de MT; por Western-Blot reveld la existencia
de una banda de baja intensidad de 39 kDa en todos los tejidos del tractor reproductor
de cerdo (Figura 5.8), a excepcion de en las glandulas bulbouretrales y que corresponde
al peso molecular descrito para MT; (Reppert et al., 1995). No obstante, esta banda no
se detectd en el espermatozoide ovino (control positivo). Sin embargo, este control
positivo mostro una banda doble de gran intensidad, entre 45-50 kDa, descrita
previamente (Casao et al., 2012). Esta banda se identificé también en las distintas partes
del epididimo, las vesiculas seminales y el testiculo y con menor intensidad en la
prostata. Ademas, también se identificd una banda doble en torno a 75 kDa en el control
positivo, y que también aparecié en la cola del epididimo, y en forma de banda uUnica en
la cabezay el cuerpo del epididimo, la prostata y las vesiculas seminales. Tanto la doble
banda a 45-50 kDa como la banda a 75 kDa se podrian relacionar con la formacién de
heterodimeros MT1/ MT, si bien la mayor intensidad de la banda a 45-50 kDa en el
Western-Blot de MT; con respecto al de MT; sugiere que MT; podria estar formando
heterodimeros con otro receptor GPCR (Levoye et al., 2006) y no con MTi. Finalmente,
se detectaron bandas de 35 kDa y 32 kDa tanto en el control positivo como en los
diferentes tejidos del tracto reproductor y que también sugeriria distintos niveles de

activacion del receptor (Gilman, 1995) como en el caso de MTj.
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Figura 5.8. Presencia del receptor MT,, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes érganos tracto reproductor de cerdo: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control positivo, espermatozoide ovino (+).

Si bien seria necesario realizar un estudio de densitometria, los resultados indicaron que
el receptor MT; presenta un grado de expresion proteica similar entre el testiculo, las
diferentes regiones del epididimo, la préstata y las vesiculas seminales, coincidente con
los resultados de expresion génica, mientras que su expresion proteica en las glandulas

bulbouretrales no fue detectada con la técnica usada.

El hecho de que no se detectara ninguno de las receptores de melatonina en la glandulas
bulbouretrales puede deberse a que, debido a su funcién predominantemente
secretora, estas glandulas producen una gran cantidad de sustancias que forman el
plasma seminal (Senger, 2003), siendo la mayoria de ellas de caracter proteico. Por lo
tanto, es probable que los receptores de melatonina se encuentren presentes en este
drgano pero que su presencia quede enmascarado por la alta concentracién del resto

proteinas extraidas.

Hasta la fecha, la presencia de los receptores de melatonina en el tracto reproductor
porcino habia sido Unicamente detectada en la hembra en las células de la granulosa,
las células del cumulus, el oocito (Kang et al., 2009) y los espermatozoides en el verraco
(Gonzalez-Arto et al., 2016b). Por tanto, esta es la primera vez que se describe su amplia

distribucién en el tracto reproductor masculino de esta especie.
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5.2.2. Identificacion de las enzimas de sintesis de la melatonina
La amplificacion del ADNc mediante cebadores especificos para la identificacion de

AANAT origind un producto Unico y bien definido de gPCR de 127 pb en todos los tejidos

del tracto reproductor masculino de cerdo, como se muestra en la figura 5.9.
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Figura 5.9. Expresion génica de AANAT en los drganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

Ademas, la cuantificacién de la expresidn génica mostré que la expresiéon del ARN
mensajero de AANAT fue significativamente superior (p<0,05) en la préstata respecto al

resto de drganos del tracto reproductor masculino de cerdo (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Cuantificacion de la expresion génica de AANAT, evaluada por g-PCR ,evaluada por
g-PCR en los diferentes érganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo (T), cabeza (Ca),
cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, prostata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas
bulbouretrales (GB) y control negativo (-). Los resultados se muestras como como media + S.E.M.
(n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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En cuanto a la identificaciéon de la enzima ASMT, responsable de la etapa final en la
sintesis de melatonina, no se pudo detectar la presencia de su ARN mensajero en
ninguno de los érganos del tracto reproductor mediante la realizacién de una PCR con
los cebadores descritos en la literatura cientifica para el estudio de ARN mensajero de
ASMT en la glandula pineal porcina (Romerowicz-Misielak et al., 2015). Las bandas
observadas al final de todos los carriles corresponden a una alta dimerizacién de los

cebadores (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Expresion génica de ASMT por PCR de punto final con los cebadores utilizados por
Romerowiz-Misielak et al. (2015), en los diferentes érganos del tracto reproductor de cerdo:
testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales
(VS) y glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo.

Adicionalmente, se utilizaron cebadores especificos para la amplificacion de un
fragmento del gen de ASMT en especies filogenéticamente cercanas a la porcina, como
la ovina y la bovina. Sin embargo, con los cebadores disefiados a partir de la secuencia
de ASMT bovina no se obtuvo ninguna amplificacién, mientras que con los cebadores
sintetizados a partir de la secuencia ovina se obtuvieron diversas bandas con diferentes
pesos moleculares en los diferentes 6rganos del tracto reproductor estudiados (figura
5.12). En consecuencia, se concluyd que estas regiones amplificadas no correspondian

a la enzima ASMT.
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Figura 5.12. Expresién génica de ASMT por PCR de punto final utilizando cebadores disefiados
sobre la secuencia de ovino, en los diferentes érganos del tracto reproductor de cerdo: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

En los analisis de Western-Blot se detectd una banda a 23 kDa, compatible con el peso
molecular de AANAT (Voisin et al., 1984), en el testiculo, las diferentes regiones del
epididimo, la préstata, las vesiculas seminales y el control positivo (proteinas de
testiculo ovino) (Figura 5.13) (Gonzalez-Arto et al.,, 2016a). En las glandulas
bulbouretrales, al igual que ocurrié con los receptores de melatonina no se detecté la
presencia de AANAT, al quedar enmascarada posiblemente por el resto de proteinas

secretadas en este érgano.

La intensidad de la banda a 23 kDa fue superior en la cabeza del epididimo, el testiculo
y la prdstata lo que sugiere una mayor presencia en estos tejidos. Mientras que en la
prdstata tanto la expresion génica como la proteica fueron elevadas, no ocurrié asi con
el testiculo y la cabeza del epididimo que presentaron menor expresion génica. Estas
discordancias entre la expresién génica y proteica pueden deberse a la gran variacién
entre individuos, como se observé en el andlisis de la expresidn génica de los receptores
de melatonina, o bien a una mayor eficiencia traduccional en estos érganos debido a la
posible existencia de mecanismos de regulacién de la sintesis de esta enzima en funcién

de los requerimientos puntuales de melatonina.
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Figura 5.13. Presencia de AANAT, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes érganos tracto reproductor de cerdo: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y testiculo ovino (+) y espermatozoide ovino (-).

El estudio de la presencia de la proteina ASMT en el tracto reproductor masculino de
cerdo se realizé con anticuerpos anti-ASMT. En el control positivo (proteinas de testiculo
ovino), se detecté una doble banda con un peso molecular algo inferior a 37 kDa que
corresponderia a la enzima ASMT (Gonzalez-Arto et al., 2016a), junto con una banda de
menor intensidad a 50 kDa (Figura 5.14). En todos los tejidos del tracto reproductor
porcino, a excepcién de las glandulas bulbouretrales, se observd la presencia de estas
bandas a un peso similar al control positivo. Estos resultados nos permitirian confirmar

la existencia a nivel proteico de la enzima ASMT en el tracto reproductor porcino.

Si bien no se pudo confirmar completamente la existencia de la ruta de sintesis de
melatonina, estos resultados sugieren que la prostata seria el érgano principal en la
sintesis de melatonina en el tracto reproductor masculino de cerdo, al detectarse una
elevada expresién génica y proteica de la enzima AANAT vy estar presente la proteina
ASMT, aunque la contribucién de las vesiculas seminales a la melatonina presente en el
plasma seminal porcino tampoco puede descartarse. Esto contrasta con lo observado
previamente en la especie ovina, déonde se demostrd que el testiculo es el érgano
principal de la sintesis de melatonina en el tracto reproductor del morueco (Gonzalez-
Arto et al., 2016a). Esta diferencia podria deberse a las diferencias anatdmicas del
aparato reproductor entre ambas especies, puesto que el morueco presenta una

prostata mas diseminada y con menor lobulacién que el verraco (Senger, 2003)
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Figura 5.14. Presencia de ASMT, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes érganos tracto reproductor de cerdo: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB), testiculo ovino (+) y espermatozoide ovino (-).

La melatonina sintetizada en el tracto reproductor masculino de cerdo podria actuar de
manera paracrina o autocrina (Tan et al., 2003) sobre los diferentes érganos del aparato
reproductor en los que también ha demostrado la existencia de ambos receptores de
melatonina con este trabajo. Asi, la melatonina producida en estos érganos podria ser
secretada al plasma seminal, dénde actuaria como una molécula protectora del dano
oxidativo de los espermatozoides debido a sus propiedades antioxidantes (Reiter et al.,
2013a) y ademas, podria actuar sobre los receptores de melatonina presentes en los
organos del aparato reproductor masculino del cerdo, ejerciendo acciones regulatorias
sobre la propia produccién de melatonina que también podria estar relacionado con las
variaciones estacionales de la concentracion de melatonina detectadas en el plasma

seminal de esta especie (Barranco et al., 2017).

5.3. Analisis de la expresién génica y proteica en el burro

5.3.1. Identificacion de los receptores de melatonina
La amplificacion mediante cebadores especificos a partir del ADNc del tracto

reproductor masculino de burro detectd la presencia del ARN mensajero de ambos
receptores de melatonina, MT1 y MT;, en todos los drganos estudiados. En el caso de
MTj, se obtuvo un producto unico de gPCR de 83 pb (Figura 5.15) mientras que para el

gen de MT; se originé un producto claro y definido de 101 pb (Figura 5.16).
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Figura 5.15. Expresion génica de MT1 en los 6rganos del tracto reproductor de burro: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, prdstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

PM T €a €u Co P VS GB -

Figura 5.16. Expresion génica de MT; en los 6rganos del tracto reproductor de burro: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, prostata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

Los estudios de cuantificacién de la expresién génica no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes érganos del tracto reproductor. No
obstante, se observd una mayor expresion de MT; en el testiculo, la cola del epididimo
y la préstata (Figura 5.17) y de MT; en el testiculo, la cabeza del epididimo y la préstata
(Figura 5.18).
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Figura 5.17. Cuantificacién de la expresién génica de MT1, evaluada por gPCR en los diferentes
organos del tracto reproductor de burro: testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del
epididimo, prdstata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB). Los resultados
se muestras como como media + S.E.M. (n=3).
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Figura 5.18. Cuantificacion de la expresidén génica de MT,, evaluada por g-PCR en los diferentes
organos del tracto reproductor de burro: testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del
epididimo, prostata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB). Los resultados
se muestras como como media + S.E.M. (n=3).

Asimismo, se observa una gran variabilidad en la expresidon génica de ambos receptores
en el testiculo de los tres individuos estudiados pero no en el resto de érganos. Esto
puede deberse a que el burro es una especie cuya estacionalidad reproductiva est3
regulada por la melatonina (Argo et al., 1991) y esta regulacion afecta principalmente a
la fisiologia del testiculo (Senger, 2003). En consecuencia, pueden existir mecanismos de

regulacion de la transcripcidn relacionados con la edad, los procesos de
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espermatogénesis, la fertilidad o el estado de salud general del individuo que

justificarian esas diferencias individuales.

En cuanto a los analisis de Western-Blot con el anticuerpo anti-MT;, se detecté la
existencia de una banda a 39 kDa en el testiculo, la cabeza del epididimo, la préstata, las
vesiculas seminales, las glandulas bulbouretrales y en el control positivo (proteinas de
espermatozoide ovino) compatible con el peso molecular descrito para MT: (Figura
5.19) (Reppert et al., 1994). Igualmente, en estos mismos drganos se observo la
presencia de una banda de menor intensidad a 50 kDa que se relaciond con la
dimerizacion de MT; consigo mismo (Jockers et al., 2008) o con MT; (Ayoub et al., 2002).
También se identificd una banda a 23 kDa en el testiculo, la cabeza del epididimo, la
prostata y las vesiculas seminales que se podria relacionar con la disociacién del
receptor en las subunidades a y By tras su activacion (Gilman, 1995). Asimismo, en las
glandulas bulbouretrales y en él control positivo se detectaron bandas a 25 kDa y 32 kDa
gue también podrian estar relacionadas con la activacion del receptor GPCR
(Dubocovich et al., 2005), lo que indicaria que estos érganos podrian presentaban un
nivel de activacién diferente respecto a los otros drganos del tracto reproductor

masculino.

A pesar de que los resultados de expresion génica no mostraron diferencias
significativas, la expresidn proteica de MT1 en las glandulas bulbouretrales difiere de la
del resto de tejidos, ya que la banda a 25 kDa presentd una gran intensidad pero no a
de 39 kDa, correspondiente al peso molecular de MTi. Esto podria deberse que el
anticuerpo, disefado para la especie humana, tenga afinidad por alguno de los
productos de secrecidn de estas glandulas y/o a modificaciones post-traduccionales de

MT; en este 6rgano.
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Figura 5.19. Presencia del receptor MT;, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes drganos tracto reproductor de burro: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control positivo, espermatozoide ovino (+).

La identificaciéon MT; en las proteinas extraidas del tracto reproductor masculino de
burro mostré la existencia de una banda de baja intensidad de 39 kDa en el testiculo, la
prostata, las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales (Figura 5.20). Dicha
banda se detecté con igual intensidad en el control positivo (proteinas de
espermatozoide) y corresponde al peso molecular descrito para MT; (Cogé et al., 2009).
Ademas, se observod la presencia de una doble banda entre 45-50 kDa en el testiculo, el
cuerpoy la cola del epididimo, la prdstata, las vesiculas seminales y en el control positivo
que podrian corresponder a la formacién de dimeros de MT, con MT; (Ayoub et al.,
2002) o con otros receptores GPCR (Levoye et al., 2006). También se observaron bandas
de diferentes pesos moleculares de entre 23 kDa y 27 kDa en prdstata, vesicula seminal
y glandulas bulbouretrales, posiblemente resultado de la disociacién del receptor de
tipo GPCR (Dubocovich et al., 2005), lo que sugiere un diferente estado de activacion en

las glandulas accesorias respecto al resto de drganos.
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Figura 5.20. Presencia del receptor MT), identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes drganos tracto reproductor de burro: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, prdstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control positivo, espermatozoide ovino (+).

En resumen, se ha demostrado la presencia de los receptores de melatonina en todos
los 6rganos estudiados del tracto reproductor masculino de burro y que junto con
estudios previos que han detectado su presencia en el espermatozoide de esta especie
(Gonzalez-Arto et al., 2016b) sugieren que la melatonina jugaria un papel fundamental

en la regulacion de la reproduccién en estos animales.

5.3.2. Identificacion de las enzimas de sintesis de la melatonina
La amplificacién de las enzimas de sintesis AANAT (Figura 5.21) y ASMT (Figura 5.22) por

gPCR dio lugar a la obtenciéon de productos uUnicos y definidos, de 119 pb y 91 pb
respectivamente, a partir del ADNc procedente del tracto reproductor masculino de
burro. De esta forma, se demostro la existencia del ARN mensajero codificante para la
enzima AANAT en todos los drganos analizados mientras que para la enzima ASMT se

mostré su existencia en todos los drganos a excepcién de las glandulas bulbouretrales.
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Figura 5.21. Expresion génica de AANAT en los 6rganos del tracto reproductor de burro: testiculo
(T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).
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Figura 5.22. Expresién génica de ASMT en los 6rganos del tracto reproductor de burro:
testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas
seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB) y control negativo (-).

Respecto al gen de AANAT, se observd una expresion significativamente superior en el
testiculo y la cabeza del epididimo respecto a la detectada en las vesiculas seminales
(p<0,05) (Figura 5.23). La expresion en el cuerpo y cola del epididimo, la prostata y las
glandulas bulbouretrales fue superior a la de las vesiculas seminales, e inferior a la del

testiculo y la cabeza del epididimo; no obstante estas diferencias no fueron significativas
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Figura 5.23. Cuantificacidn de la expresidon génica de AANAT, evaluada por gqPCR en los
diferentes 6rganos del tracto reproductor de burro: testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola
(Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB). Los
resultados se muestras como como media + S.E.M. (n=3). Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).

En cuanto a la cuantificacién de la expresion génica de ASMT (Figura 5.24), el testiculo
y el cuerpo del epididimo presentan una expresidn significativamente superior (p<0,05)
respecto al resto de tejidos. Igualmente, la expresidn en la cabeza y cola del epididimo,
la prdstata y las vesiculas seminales fue estadisticamente mayor a la de las glandulas

bulbouretrales (p<0,05), érgano en el cual no se detectd la expresién de ASMT.
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Figura 5.24. Cuantificacion de la expresién génica de ASMT, evaluada por g-PCR en los diferentes
organos del tracto reproductor de burro: testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del
epididimo, prostata (P), vesiculas seminales (VS) y glandulas bulbouretrales (GB). Los resultados
se muestras como como media * S.E.M. (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas
(P <0,05)
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El estudio de la expresion proteina por Western-Blot a partir de las proteinas obtenidas
del tracto reproductor de burro indico la existencia de una banda a 23 kDa compatible
con el peso molecular de AANAT (Voisin et al., 1984) en todos los érganos del tracto

reproductor (Figura 5.25) asi como en el control positivo (proteinas de testiculo ovino).

La banda a 23 kDa, correspondiente a la proteina AANAT, presenté mayor intensidad en
el testiculo que en el resto de 6rganos, lo que coincide con los resultados de expresién
génica. Asimismo, la expresion proteica también es elevada en la prostata, las vesiculas
seminales y glandulas bulbouretrales, lo que sugiere que estos drganos podrian estar

sintetizando melatonina.

100 ; o~
20—
7 . .
25 ”
23k03_>- . . »
20 \ :
\ —
PM T Ca Cu Co P VS GB (+) {-)

Figura 5.25. Presencia de AANAT, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes drganos tracto reproductor de burro: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, prostata (P), vesiculas seminales (VS)y
glandulas bulbouretrales (GB), testiculo ovino (+) y espermatozoide ovino (-).

La identificacion de ASMT por Western-Blot revelé la existencia de unas bandas de unos
35kDa y50kDay deintensidad variable en el testiculo, el cuerpo y la cola del epididimo,
la préstata, las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales compatibles con la
enzima ASMT (Figura 5.26). La banda a 35 kDa obtenida presenta un peso molecular
inferior al esperado, 37 kDa, si bien esto podria deberse a modificaciones post-
traduccionales que tal vez ocurran en esta especie. No se detectd ninguna de estas
bandas en el control positivo (proteinas de testiculo ovino) lo que se atribuyd a un
deterioro de la muestra. En el Western-Blot realizado sobre las muestras del tracto

reproductor de cerdo (Figura 5.14), se empled el mismo control positivo y el mismo
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anticuerpo, y se observd la existencia de unas bandas 37 kDa y 50 kDa correspondientes
a la enzima ASMT (Gonzalez-Arto et al., 2016a). Ademas, en las muestras de burro
aparece una banda inespecifica en torno a 32 kDa en la préstata, las vesiculas seminales
y las glandulas bulbouretrales que tal vez se pueda atribuir a la inespecificidad del

anticuerpo.

PM T Ca Cu C P VS GB (4 0

Figura 5.26. Presencia de ASMT, identificado mediante Western-Blot con anticuerpos
especificos en proteinas de los diferentes drganos tracto reproductor de burro: testiculo (T),
cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) del epididimo, préstata (P), vesiculas seminales (VS) y
glandulas bulbouretrales (GB), testiculo ovino (+) y espermatozoide ovino (-).

El testiculo, la prdstata y las vesiculas seminales mostraron tanto una elevada expresién
génica como la presencia a nivel proteico de ASMT, lo que sugiere que en estos érganos

podria tener lugar la ultima etapa de sintesis de la melatonina.

En definitiva, los resultados obtenidos indican la presencia de las dos ultimas enzimas
de las ruta de sintesis de la melatonina en el tracto reproductor masculino de burro y
que el testiculo, la préstata y las vesiculas seminales podrian ser los drganos

responsables de dicha sintesis de melatonina.

Aligual que podria ocurrir en el cerdo, la melatonina sintetizada en estos 6rganos podria
actuar sobre los receptores de melatonina presentes en los mismos. Durante la
espermatogénesis en el testiculo, se generan especies reactivas que a un alto nivel

podrian tener efectos negativos sobre la fertilidad (Reiter et al., 2013a). Por ello, la
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melatonina sintetizada en el testiculo podria actuar a través de los receptores de
melatonina presentes y proteger a los espermatozoides en desarrollo frente al estrés
oxidativo. Asimismo, la melatonina producida en las diferentes glandulas accesorias
podria regular su propia sintesis y secrecion a través de los receptores de melatonina.
Esta melatonina también pasaria al plasma seminal de burro, en el que podria ejercer
funciones antioxidantes (Reiter et al., 2013a), protegiendo a los espermatozoides ya

eyaculados del dafio oxidativo.

5.4. Discusion final

Los receptores de melatonina se encuentran distribuidos en un amplio numero de
células y tejidos, incluyendo diferentes 6rganos y células del tracto reproductor
(Slominski et al., 2012). En trabajos previos de nuestro grupo se demostro, por primera
vez, la presencia de los receptores MT1 y MT; en todos los érganos del tracto
reproductor masculino de la especie ovina (Gonzalez-Arto et al., 2017). En este trabajo,
se ha demostrado la presencia de los receptores de melatonina en todos los érganos
tracto reproductor masculino del cerdo y el burro, dos especies con diferente
estacionalidad reproductiva, no estacional el cerdo (Claus et al., 1985) y reproductor de
dias largos el burro (Argo et al., 1991). Estos resultados, junto con los obtenidos
anteriormente en la especie ovina, reproductora de dias cortos (Malpaux et al., 1997),
sugieren que la accién de la melatonina mediada por receptores sobre el tracto
reproductor masculino no estaria relacionada Unicamente con el control de la

estacionalidad.

Asimismo, se ha demostrado la existencia de las enzimas de la ruta de sintesis de la
melatonina, AANAT y ASMT, en el tracto reproductor de ambas especies. En el burro, el
testiculo, las vesiculas seminales y la prdstata parecen ser los principales drganos de
sintesis de melatonina exdégena en el tracto reproductor masculino, mientras que en la
especie porcina esta capacidad parece estar principalmente en la prdstata. Estas
diferencias pueden atribuirse a las diferencias anatdmicas entre ambas especies,
principalmente a nivel de las glandulas accesorias. En la especie porcina (Figura 2.1),
gran parte de la préstata esta diseminada a lo largo de las paredes laterales de la uretra

pélvica mientras que en el burro (Figura 2.2) esta formada Unicamente por dos |ébulos
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laterales. Respecto a las vesiculas seminales, en el cerdo presentan mayor lobulacién y

tamafio que en cerdo y ademas, sus secreciones son mas viscosas (Senger, 2003).

Por otro lado, la presencia de enzimas de la ruta de sintesis en todos los érganos del
tracto reproductor masculino de cerdo y burro podria estar explicada por los resultados
de recientes estudios que sugieren que la sintesis de melatonina tendria lugar en las
mitocondrias (Tan et al., 2013), al haberse conservado esta capacidad en las células

eucariotas desde los primeros estadios de la evolucion.

Como se ha comentado a lo largo del trabajo, la melatonina producida en el tracto
reproductor masculino podria actuar de manera autocrina o paracrina (Tan et al., 2003)
sobre los diferentes érganos del tracto reproductor. Asi, la melatonina sintetizada en el
testiculo podria ejercer una accién protectora sobre la espermatogénesis frente al estrés
oxidativo (Rao et al., 2008) producido durante este proceso (Reiter et al., 2013a)
mientras que la melatonina producida en las glandulas accesorias podria actuar sobre
los receptores presentes en estos drganos y regular la capacidad secretora de las

mismas.

Por otra parte, la melatonina nocturna producida en la glandula pineal y liberada al
torrente circulatorio es rapidamente metabolizada por el citocromo P450 hepatico (Tan
et al., 2007) y otras vias no enzimaticas (Hardeland, 2008), por lo que es poco probable
gue pueda estar presente en el plasma seminal obtenido en estas especies en horas
diurnas (Gonzalez-Arto et al., 2016b). La existencia de enzimas de sintesis en las
glandulas accesorias sugiere que parte de la melatonina sintetizada en el tracto
reproductor podria ser secretada al plasma seminal de estas especies durante la
eyaculacidn, donde estaria presente a concentraciones similares a las de la circulaciéon
sanguinea (Acuna-Castroviejo et al., 2014; Gonzalez-Arto et al., 2016b). Esta melatonina
del plasma seminal podria actuar sobre los receptores para la misma detectados en los
espermatozoides eyaculados de estas especies (Gonzalez-Arto et al., 2016b),
protegiendo a las células espermaticas del dafio oxidativo, probablemente a través del
receptor MT: (Espino et al., 2011), como se ha visto en el espermatozoide humano, o
bien modulando su estado de capacitacion a través del receptor MT,, como ocurre en la

especie ovina (Gonzalez-Arto et al., 2014).
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6. CONCLUSIONES

1. Los receptores de melatonina, MT: y MT;,, se encuentran presentes en todos los

organos del tracto reproductor masculino del cerdo y del burro.

2. Ambos receptores se expresan a nivel transcripcional en todos los érganos del tracto

reproductor de estas especies, pero no se han detectado diferencias significativas en el

nivel de expresion génica entre los diferentes érganos.

3. MT1 y MT; se expresan a nivel proteico en los diferentes d6rganos del tracto

reproductor masculino del cerdo y del burro.

4. Los resultados obtenidos han permitido demostrar la existencia de las dos ultimas

etapas de la ruta de sintesis de melatonina en el tracto reproductor masculino de burro

pero no en el cerdo.

5. En la especie porcina, AANAT se expresa a nivel génico en todos los drganos del tracto

reproductor masculino, siendo la prostata, el drgano donde presenta mayor expresion;
aunque no se ha podido demostrar la expresién génica de ASMT. Ambas enzimas se

expresan a nivel proteico en el tracto reproductor masculino del cerdo.

6. En el burro, existe expresion génica de AANAT y ASMT en el tracto reproductor
masculino, siendo el testiculo el érgano donde ambas presentan un mayor nivel de
expresion. Ademas, las enzimas AANAT y ASMT se expresan a nivel proteico en todos

los drganos del tracto reproductor masculino de la especie equina.
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CONCLUSIONS

1. Melatonin receptors, MT1y MT,, are present in all the organs of the boar and donkey

male reproductive tract.

2. There are gene expression for both receptors in all organs of the masculine

reproductive tract of these species, but no significant differences have been detected

among them.

3. MT1and MT; are expressed at protein level in the male reproductive tract of the boar

and donkey.

4. This results demonstrate the presence of the last two enzymes of the melatonin

synthesis pathway in the male donkey, but no in the boar.

5.Inthe boar, there is gene expression of AANAT in all organs of male reproductive tract,
being the prostate the organ with the highest expression levels. However, the gene

expression of ASMT could not be demonstrated.

6. In the donkey, there is gene expression of AANAT and ASMT in the male reproductive
tract, and the testicle is the organ with the highest gene expression of both enzymes.
Moreover, AANAT and ASMT enzymes are present in all the organs of the male

reproductive tract of the donkey.
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