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RESUMEN

La melatonina es una hormona ubicua que se sintetiza mayoritariamente en la glandula
pineal gracias a las enzimas arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT) y N-acetilserotonin-
O-metiltransferasa (ASMT). Entre otras funciones, esta implicada en la regulacion del ritmo
circadiano y la estacionalidad reproductiva en muchos mamiferos.

El jabali, considerado el ancestro del cerdo doméstico, presenta una reproduccién
estacional, mientras que el cerdo doméstico se reproduce a lo largo del afio. Ambos se
consideran subespecies dentro de la misma especie. Ademas, se ha detectado la presencia
de melatonina en el plasma seminal del verraco, lo que sugeriria un posible origen
extrapineal de la misma.

Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de las enzimas AANAT y
ASMT, implicadas en la sintesis de melatonina, en el tracto reproductor masculino del cerdo
domeéstico y el jabali Mediante Western-Blot y PCR de punto final, y analizar las diferencias
de los niveles de expresidn génica de estas enzimas entre ambos mediante PCR cuantitativa.

Los resultados obtenidos confirman tanto la expresidén génica como la presencia de AANAT
en todos los drganos del tracto reproductor del cerdo doméstico y el jabali, a excepcién de
las gldandulas bulbouretrales del cerdo doméstico, donde no se pudo confirmar la presencia
de esta enzima mediante Western-blot. La enzima ASMT, fue detectada en la mayoria de
drganos de ambas subespecies a nivel proteico pero no fue posible su estudio a nivel génico.

El analisis por qPCR revel6 que los niveles de expresion génica de AANAT eran mayores en el
cerdo que en el jabali (p<0,05) y que la prdstata es el 6rgano que mas expresa AANAT en
ambas subespecies.

En conclusidn, los drganos del tracto reproductor masculino del cerdo y jabali, y
principalmente la préstata, podrian tener la capacidad de sintetizar melatonina, pero seria
necesario confirmar la expresién génica de ASMT en ellos.



ABSTRACT

Melatonin is an ubiquitous hormone that is synthesized mainly in the pineal gland by
arylalkylamine-N-acetyltransferase (AANAT) and N-acetylserotonin-O-methyltransferase
(ASMT) enzymes. Among other functions, it is involved in the regulation of circadian rhythm
and the reproductive seasonality in many mammals.

Wild boar, which is considered the ancestor of the domestic pig, presents a seasonal
reproduction, while the domestic pig breeds throughout the year. Both are considered
subspecies within the same species. In addition, the presence of melatonin has been
detected in the domestic boar's seminal plasma, which suggests a possible extrapineal
origin.

Therefore, the objective of this work was to determine the presence of AANAT and ASMT
enzymes involved in the melatonin synthesis in the male reproductive tract of the domestic
pig and the wild boar, by Western Blot and end-point PCR, and to analyze the differences in
the gene expression levels between both subspecies by quantitative PCR.

Our results confirmed both the gene expression and the presence of AANAT in all organs of
the reproductive tract of the domestic pig and the boar, except for the bulbourethral glands
of the domestic pig, where the presence of this enzyme could not be confirmed by Western-
Blot. ASMT enzyme was detected in most organs of both subspecies at the protein level, but
it was not possible to study its gene expression.

Analysis by gPCR revealed that AANAT levels were higher in the domestic pig than in the wild
boar (p <0.05) and that the prostate is the organ which most express AANAT in both of them.

In conclusion, the male reproductive organs of the domestic pig and the wild boar, and
mainly the prostate, could synthesize melatonin, but it would be necessary to confirm the
gene expression of ASMT in them.



ANTECEDENTES

La melatonina y sus funciones

La melatonina es una hormona ampliamente distribuida entre los seres vivos y que estd
presente en animales, bacterias, algunos protistas, hongos, algas y plantas (Tan et al. 2014).
Entre los organismos unicelulares su accidn principal es antioxidante (Tan et al. 2007), pero
en organismos pluricelulares estd implicada, ademds, en gran variedad de funciones. Entre
ellas se encuentran la regulacion de: el ritmo circadiano y la reproduccién estacional
(Chemineau et al. 2008), el metabolismo de glucosa vy lipidos (Yoshikazu Yonei 2010), la
presién sanguinea y la respuesta inmune (Pandi-Perumal et al. 2008); ademads, induce la
diferenciacién de los osteoblastos (Witt-Enderby et al. 2003) y posee un efecto
antiproliferativo en células tumorales (Das et al. 2010), entre otras muchas acciones.

La melatonina puede ejercer alguna de estas funciones gracias a sus propiedades
antioxidantes (Reiter et al. 2000), actuando directamente sobre posibles radicales libres ya
formados o bien estimulando la accidn de otras enzimas antioxidantes como la superéxido
dismutasa o la glutation peroxidasa (Jang et al. 2010). Asimismo, también puede interactuar
con moléculas citosélicas como la calmodulina (Benitez-King et al. 1993) o la tubulina
(Benitez-King 2006) o actuar a través de su unién con los receptores de membrana MT1 y
MT2 (Dubocovich y Markowska 2005) y MT3/QR2 (Jockers et al. 2008).

Metabolismo de la melatonina

La melatonina se sintetiza en un proceso que consta de 4 pasos y cuyo precursor es el
aminodcido L-triptéfano (Fig. 1). En primer lugar, dicho aminodcido es hidroxilado mediante
la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) formando 5-hidroxitriptéfano. A continuacion, se
produce una descarboxilacion que da lugar a la serotonina por accién de la aminoacido
aromatico descarboxilasa (AAD); seguidamente la serotonina es acetilada por accién de la
arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT) formandose N-acetilserotonina. El Ultimo paso
es catalizado por la N-acetilserotonin-O-metiltransferasa (ASMT) que forma la melatonina o
N-acetil-5-metoxitriptamina (Slominski et al. 2012). Para su degradacién existen diferentes
rutas alternativas (Fig. 2).
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Figura 1: Representacion de la ruta de sintesis de la melatonina (Carpentieri et al. 2012).
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Figura 2: 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 (Tan et al. 2010).

En mamiferos, la principal ruta de degradaciéon es la 6-hidroxilacion mediada por ciertas
isoformas del citocromo P450, principalmente la CYP1A2, en la que el metabolito resultante,
6-hidroximelatonina, es sulfatado y excretado por orina (Tan et al. 2010). Otras isoformas
del citocromo P450 son capaces de catalizar la O-demetilacion de la melatonina formando su
precursor, N-acetil-serotonina, que posteriormente puede también ser sulfatado o
glucuronizado y excretado por la orina (Ma et al. 2005). Otras enzimas implicadas en la
degradacion de la melatonina, como la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), mieloperoxidasa
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(MPO), peroxidasa de rabano (HRP) y eosinofil peroxidasa (EPPO), la convierten en N1-acetil-
N2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK), que a su vez puede ser metabolizada por la catalasa
o la arilamina formamidasa para formar N1-acetil-5-metoxikinuramina (AMK) (Tan et al.
2007).

Existe también una via de degradacidn pseudoenzimatica, que converge con la ruta anterior
en el metabolito AFMK (Tan et al. 2010). Ademas, la melatonina puede ser metabolizada por
aril acilamidasas en mamiferos y por melatonina deacetilasa en otras especies dando lugar a
5-metoxitriptamina (Slominski et al. 2016). También se puede transformar en 3-
hidroximelatonina ciclica o nitromelatonina por una via independiente de enzimas, a partir
de especies reactivas de nitrégeno (RNS) y de oxigeno (ROS) (Tan et al. 2014).

Melatonina pineal y extrapineal

La melatonina se sintetiza principalmente en la gldndula pineal, desde donde es
directamente secretada a la circulacion sanguinea (Pandi-Perumal et al. 2008). La
melatonina pineal experimenta un maximo de secrecién en horas nocturnas, mientras que
durante el dia es secretada a niveles basales (Andersson 2001). De este modo este patrén de
secrecion regula los ritmos circadianos como los de la temperatura corporal y el ciclo del
suefo (Turek 2007), y la reproduccion estacional (Chemineau et al. 2008).

Sin embargo, la glandula pineal no es el Unico drgano con capacidad de sintetizar melatonina
descrito hasta la fecha; asi, se ha demostrado que la retina, el tracto gastrointestinal, los
linfocitos, la médula dsea, el cerebro y la piel también sintetizan melatonina extrapineal
(Pandi-Perumal et al. 2008). Ademas, se ha detectado su presencia en el fluido cerebral, la
saliva, la orina, el plasma seminal, el liquido amnidtico, la leche materna y el fluido folicular
(Acuna-Castroviejo et al. 2014).

En relacidn a su presencia en el tracto reproductor masculino, la melatonina no solo ha sido
identificada en el plasma seminal de seres humanos (Luboshitzky et al. 2002) y otros
mamiferos como el morueco (Casao et al. 2010a), el caballo, el burro, el toro, el perro y el
cerdo (Gonzalez-Arto et al. 2016b) sino que también lo han sido sus receptores MT; y MT; en
la membrana de los espermatozoides eyaculados de estas especies (van Vuuren et al. 1992;
Casao et al. 2012) (Gonzalez-Arto et al. 2016b).

En el morueco, la melatonina presenta concentraciones mayores en el plasma seminal que
las que hay en la sangre circulante durante el dia. Dado que su vida media no es muy
elevada, esto sugiere que la melatonina presente en plasma seminal podria tener un origen
tanto pineal como extrapineal. De hecho, en la especie ovina, los testiculos podrian ser los
organos de sintesis de la melatonina del plasma seminal, puesto que en ellos se encontraron
los mayores niveles de expresiéon génica de las enzimas responsables de su sintesis
(Gonzalez-Arto et al. 2016a).



En ovino, esta melatonina sintetizada en el testiculo podria actuar como un protector del
eyaculado frente al dafio oxidativo (Casao et al. 2010b). Ademds, la melatonina en plasma
seminal ovino presenta variaciones de concentracién a lo largo del aifo, con mayores
concentraciones en época reproductiva respecto a la época no reproductiva (Casao et al.
2010a). Estas variaciones en la concentracién de melatonina en plasma seminal a lo largo del
afio también ha sido observada en otras especies como la porcina (Barranco et al. 2017).

La melatonina y la estacionalidad reproductiva

En mamiferos, la melatonina es secretada por la glandula pineal durante la noche actuando
como una hormona mediadora de informacién del ritmo circadiano (Dun-Xian Tan 2010). De
esta forma, la secrecién nocturna de melatonina pineal proporciona informacién de la
duracion de la noche y del dia, y regula la estacionalidad (Trivedi y Kumar 2014).

En este proceso, la informacion de la luz es percibida por la retina y transmitida
directamente al ndcleo supraquidsmico (NSQ) y de alli la informacién se transmite a la
glandula pineal, que sintetiza melatonina. Asi, en la mayoria de mamiferos la duracion del
pico nocturno de melatonina correlaciona positivamente con la duracidon del periodo de
oscuridad y por tanto la melatonina es la molécula implicada en la transmisién de la
informacién del fotoperiodo (Malpaux et al. 2001).

La mayoria de las especies muestran variaciones estacionales en su fisiologia vy
comportamiento reproductivo y, aunque los mecanismos exactos por los cuales los animales
regulan esta estacionalidad no son enteramente conocidos, el NSQ y la glandula pineal via
secrecién de melatonina son las principales estructuras implicadas (Cardinali y Pevet 1998).
El cambio en la duracién de la secrecion nocturna de melatonina es una sefial pasiva que
sincroniza la actividad reproductiva estacional con los cambios estacionales ambientales y
ajusta la actividad gonadal en consecuencia, ejerciendo su actividad de sincronizacién a
través del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Malpaux et al. 1999). La melatonina regula la
secrecién pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) por el hipotdlamo y
por tanto de los cambios en la secrecién de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH), responsables de la actividad ovarica en la hembra y la produccién
de espermatozoides en el macho (Malpaux et al. 1997). Todo ello hace que la melatonina
sea el principal regulador de la reproduccién en los animales estacionales.

El principal objetivo de esta reproduccion estacional es que la descendencia nazca durante la
primavera y el verano, cuando los alimentos estén mas disponibles. En animales con ciclo
reproductivo de dia largo como el hadmster sirio y el caballo, esta hormona tiene efecto
reproductivo inhibitorio mientras que en los animales de dia corto tiene un efecto
estimulador, como es el caso de las ovejas, cabras y ciervos (Gerlach y Aurich 2000).

Ademas, la melatonina aumenta la actividad sexual en ovino, los niveles de testosterona,
estradiol y enzimas antioxidantes en el plasma seminal de esta especie y mejora la
concentracion, motilidad y criopreservacién de su esperma (Cebrian-Perez et al. 2014). En
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conejos, el tratamiento con melatonina mejora la cantidad y calidad del eyaculado, asi como
la actividad sexual en general, y en la coneja también disminuye el intervalo entre partosy la
mortalidad antes del destete (Mousa-Balabel y Mohamed 2011).

En el caso de la especie porcina, la melatonina a baja concentracién mejora la calidad
seminal del verraco durante la refrigeracidon (Martin-Hidalgo et al. 2011), probablemente
gracias a su papel antioxidante (Jang et al. 2010). Esta accion podria estar mediada por su
unién a sus receptores MT; y MT,, que como se ha comentado anteriormente, han sido
detectados en la membrana de los espermatozoides eyaculados de porcino (Gonzalez-Arto
et al. 2016b).

La estacionalidad en el cerdo doméstico y el jabali

El jabali (Sus scrofa) es un antepasado del cerdo doméstico occidental (Sus scrofa
domesticus) y pertenecen a la misma especie. La estacion reproductiva del jabali tiene lugar
a finales del otofio o principios del invierno, de forma que los partos tienen lugar a principios
de la primavera (Tast et al. 2001). En cambio, los cerdos domésticos se reproducen
continuamente a lo largo del afio, aunque existen variaciones estacionales en su
reproduccién, con una fertilidad reducida durante finales del verano y el otofio (Auvigne et
al. 2010). Este periodo de baja fertilidad coincide con el periodo anoestro del jabali europeo,
que en su habitat natural no cria en absoluto en el periodo estival-otofial, por lo que se ha
sugerido que estos problemas de fertilidad se deban a la estacionalidad reproductiva
regulada por el fotoperiodo.

El hecho de que en el jabali la reproduccién sea estacional refleja una adaptacién a las
fluctuaciones anuales en la disponibilidad de recursos y asegura el nacimiento de las crias
cuando las condiciones ambientales sean favorables. En cambio, el cerdo doméstico vive a
menudo en un ambiente artificial que le protege de las condiciones adversas (Chemineau et
al. 2008) y por tanto no tiene que adaptar su ciclo reproductivo a las condiciones
ambientales. Por ello, estas diferencias entre el patréon reproductivo entre jabalies y cerdos
se han atribuido a los cambios asociados a la domesticacidon que han sufrido estos ultimos
(Tast et al. 2001).

Sin embargo, tanto en el jabali como en el cerdo doméstico se ha demostrado que la
secrecion nocturna de melatonina pineal se ve incrementada en comparacién a la basal
diurna, y que también estd sujeta a variaciones estacionales (Tast et al. 2001), aunque esta
secrecion nocturna de melatonina parece ser menor que en la mayoria de las especies de
mamiferos estudiadas (Andersson 2001).

Del mismo modo, se ha detectado melatonina en el plasma seminal del verraco (Gonzalez-
Arto et al. 2016b) con variaciones estacionales (Barranco et al. 2017), lo que podria deberse
a su sintesis en el tracto reproductor del verraco como ocurre en la especie ovina (Gonzalez-
Arto et al. 2016a).



OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

La melatonina, principalmente sintetizada gracias a la glandula pineal, esta presente en una
amplia variedad de érganos y cumple numerosas funciones (Tan et al. 2015), entre ellas la de
regular la estacionalidad reproductiva (Acuna-Castroviejo et al. 2014).

En la especie ovina, que presenta reproduccion estacional, se han detectado variaciones en
la concentracion de melatonina en plasma seminal del morueco entre las estaciones
reproductiva y no reproductiva (Casao et al. 2010a). Ademads, en esta especie se han
detectado las enzimas responsables de la sintesis de melatonina AANAT y ASMT en los
diferentes organos del tracto reproductor masculino, principalmente en el testiculo
(Gonzalez-Arto et al. 2016a) apoyando el origen extrapineal de esta hormona presente en el
plasma seminal.

De igual manera, se ha detectado melatonina en el plasma seminal del verraco (Gonzalez-
Arto et al. 2016b). Esta melatonina también presenta variaciones estacionales (Barranco et
al. 2017), a pesar de que el cerdo doméstico no presenta estacionalidad reproductiva, a
diferencia de su ancestro salvaje, el jabali.

Por tanto, los objetivos de este trabajo son:

1. Identificar la posible presencia de las enzimas implicadas en la sintesis de
melatonina (AANAT y ASMT) en el tracto genital masculino del cerdo doméstico y el
jabali.

2. Anadlizar las posibles variaciones de expresion génica de estas enzimas entre el
jabali, cuya reproduccion es estacional, y en cerdo doméstico cuya estacionalidad
reproductiva se ha perdido por la domesticacion.



MATERIALES Y METODOS

Expresion génica de AANAT y ASMT en érganos del tracto reproductor del
cerdo doméstico v el jabali

Obtencion de muestras

El estudio de la expresidon génica y cuantificacion de proteinas se realizé en los diferentes
organos del tracto genital masculino (testiculo (T), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) de
epididimo, prdéstata (P), glandulas bulbouretrales (GB) y vesicula seminal (VS)) que se
obtuvieron a partir de muestras de aparato reproductor de 3 jabalies y 3 verracos,
sacrificados en otofio y obtenidos por la Universidad Auténoma de Barcelona, y que se
enviaron a la Universidad de Zaragoza en hielo seco. Los érganos se almacenaron a -80 °C
hasta su uso, con el objetivo de evitar activacién de las RNasas, y degradacién de las
proteinas.

Aislamiento y limpieza de ARN total

El ARN total de los diferentes odrganos del tracto reproductor se obtuvo por
homogeneizacién de aproximadamente 100 mg de cada érgano en TRl REAGENT (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos) segun el método descrito por Chomczynski y Sacchi
(Chomczynski y Sacchi 1987).

Una vez obtenido, se midié la concentracién del ARN total por espectrofotometria
(NanoDrop ND-100 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos). Para determinar su pureza se comprobd que el ratio de absorbancias
260/280 nm fuera alrededor de 2 y se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en
TBE (10,8 g/L TRIS base, 0,4% de EDTA 0,5 M y 5,5 g/L de acido bdrico) con bromuro de
etidio a una concentracién final de 200 ng/mL. La electroforesis se realizé en tampdn TBE a
80 V durante 30 min y se visualizé en luz ultravioleta (Gel Doc, Biorad Laboratorios, Hercules,
California) para comprobar la presencia de las bandas de ARN ribosdmico 28S y 18S. A
continuacion, se realizé la limpieza del ARN total obtenido para eliminar las trazas de ADN
por medio del kit TURBO DNA-free de Ambién (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. El volumen de
reaccion fue de 50 pL y estaba compuesto por 5 pL de tampdn 10X, 1 puL de DNasa, 10 ug de
ARN (volumen variable en funcidn de la concentracién de las muestras) y agua DEPC hasta
completar 50 pL. La mezcla de reaccion se incubd a 37 °C durante 30 minutos, tras lo cual se
afadieron 5 pL de DNase Inactivation Reagent para inactivar la DNasa y se incubd 2 minutos
mas a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se centrifugé durante un minuto vy
medio a 10.000 x g y se recogio el sobrenadante. La concentracidn de ARN se determind de
nuevo mediante espectrofotometria y se comprobd su pureza de la misma forma descrita



anteriormente, por medio de una electroforesis. La muestra final se almacend a -80 °C, o se
utilizé inmediatamente para la retrotranscripcion.

Sintesis de ADNc

A partir del ARN limpio de todas las muestras se llevé a cabo una retrotranscripciéon con el kit
Super Script Ill First-Strand Syntesis System (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos)
para obtener el ADNc. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se partio de 500 ng de ARN
total de cada tejido. El proceso consistid en una primera desnaturalizacion del ARN, junto
con el primer Oligo-(dT)20 (5 uM) y 10 mM de una mezcla de dNTPs a 65 °C durante 5 min,
tras lo cual se afadié una mezcla de reaccidén que contenia 2 pL de tampdn RT 10X, 4 ulL de
MgCl2 mM, 2 uL de DTT 0,1 M, y 1 pL de cada una de las enzimas RNaseOUT (40U/ ulL) y
Super Script Il RT (200 U/ pL). La sintesis del ADNc se llevd a cabo a 50 °C durante 50 min, y
se termind la reaccién a 85 °C durante 5 min. Para eliminar las trazas de ARN no
retrotranscritas a ADNc, la mezcla se traté con RNasa H durante 20 min a 37 °C. Todos los
pasos se llevaron a cabo en un termociclador MyCycler (Biorad Laboratories, Hercules,
California). Los ADNc obtenidos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Para comprobar el estado del ADNc obtenido se realizé una PCR del gen endégeno GAPDH
(gliceraldehido fosfato deshidrogenasa), con cebadores de secuencias especificas para su
amplificacién (tabla 1) y utilizando el kit REDTaq DNA Polymerase (Sigma-)Aldrich, San Luis,
Misuri, Estados Unidos).

Tabla 1: Secuencias de cebadores directo y reverso del gen GAPDH para las
amplificaciones por PCR realizadas en el proyecto.

Gen Especie Primer directo Primer reverso
GAPDH Porcino 5'-GGT CGG AGT 5-ATG TAG TGG AGG 114
GAA CGG ATTT -3' TCAA TGA AGG-3'

En cada PCR se utilizaron 48 pL de mezcla de reaccidén y 2 puL de ADNc o agua libre de DNasas
y RNasas (Ambidn, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) para
el control negativo. La mezcla de reaccién utilizada para la amplificacion de GAPDH se
muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Mezcla de reaccidn utilizada para la amplificacion de GAPDH mediante PCR.

Volumen 1x

H,0 nuclease-free 36.9 pL
10X REDTaq-PCR Reaction Buffer 5uL

dNTP Mix 10 mM 0.4 uL
Cebador directo (10 uM) 1.6 uL
Cebador reverso (10 uM) 1.6 uL
REDTaq Polymerase 2.5puL
Total 48 pL
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Las condiciones de la reaccién de PCR en el termociclador fueron las siguientes: una
desnaturalizacidon inicial a 94 °C durante 3 minutos, tras lo cual se suceden 30 ciclos
consistentes en 30 segundos de desnaturalizaciéon a 94 °C, alineamiento a 58 °C durante 30
segundos y extensién a 72 °C durante 45 segundos. Al terminar los ciclos se realizé una
extension final de 5 minutos a 72°C.

Tras finalizar la PCR se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 3% en TBE con bromuro
de etidio durante 50 minutos a 80 V y 2 uL de marcador de peso molecular 50 pb para
comprobar la integridad del ADNc.

Expresion génica de AANAT y ASMT mediante PCR de punto final

Todos los cebadores especificos para GAPDH, B-Actina y AANAT utilizados en este trabajo
(tabla 3) se disefaron sobre la secuencia génica de cada uno de los genes de interés para la
especie porcina, publicada en GeneBank, y utilizando los programas Primer3© y Beacon
Designer© Free Edition. En el caso de ASMT, como su secuencia para la especie porcina no
estd publicada en las bases de datos, se probaron cebadores disefiados sobre las secuencias
de ASMT para el vacuno y el ovino, y también cebadores para la especie porcina utilizados
por otros investigadores (Romerowicz-Misielak et al. 2015) (tabla 3).

Tabla 3: Secuencias de cebadores directo y reverso para las amplificaciones por PCR
realizadas en el proyecto.

Gen Especie Primer directo Primer reverso PM

AANAT  Porcino 5'-GGT CGG AGT 5'-ATG TAG TGG AGG 127
GAA CGG ATT T-3' TCA ATG AAG G-3'

ASMT Ovino 5’-CTG CAG AGA 5'-GAG TAC AGC AGC 104
CTG TAT CGG GC-3’  GTG GTC AG-3'

ASMT Vacuno 5'-TCACACGCAAGG 5'-ACAGACCTCTTG 110
AAA TGG ATA G -3' GAC TCT ATG G-3'

ASMT Porcino 5'- CAT GGT GTC 5'- CAG CTT CAG GGA (Romerowicz-
CCA GGT TCT CT-3' CAC ACA GA -3' Misielak et al.

2015)

GAPDH  Porcino 5'-GGT CGG AGT 5'-ATG TAG TGG AGG 114
GAA CGG ATTT -3' TCAA TGA AGG-3'

B-actina Porcino 5'- TCT GGC ACC ACA 5'-TCT TCT CAC GGT 102
CCTTCT A-3' TGG CTT TG-3'

Las condiciones de amplificacion de los genes AANAT y ASMT utilizadas en el termociclador
guedan reflejadas en la tabla 1 del Anexo I.

Tras finalizar la PCR se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 3% en TBE con bromuro
de etidio durante 50 minutos a 80 Vy 2 uL de marcador de peso molecular 50 pb.
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Cuantificacion de la expresion génica de AANAT mediante PCR a tiempo
real (qPCR)

La PCR a tiempo real (qPCR) nos permite la cuantificacién de los niveles de expresion génica
mediante la determinacién de la proporcién (ratio) entre la cantidad de un gen diana y uno o
varios genes endégenos de referencia con una expresion constitutiva e invariable en las
diferentes condiciones experimentales. La expresién se comparard calculando el valor
normalizado de muestras con la misma cantidad de ADNc para cada érgano.

Los genes enddégenos utilizados en nuestro trabajo fueron B-actina y GAPDH. La reaccion se
llevé a cabo utilizando la enzima iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad Laboratories,
Hercules, California), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los cebadores utilizados
son los mismos que los utilizados en PCR de punto final (tabla 1, Anexo 1) con una
concentracion éptima de 200 mM para todos los genes de estudio. El ADNc de cada tejido y
especie se analizdé por duplicado para cada uno de los genes y para minimizar errores de
pipeteo se hizo una mezcla de reaccion con los compuestos necesarios para la gPCR. Cada
muestra se compuso por 18 uL de mezcla de reaccién y 2 uL de ADNc o agua libre de DNasas
y RNasas en el caso del control negativo. La composicidon de la mezcla de reaccidn utilizada
para la g-PCR de los distintos genes se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Mezcla de reaccién para la cuantificacién de la expresion génica
mediante g-PCR de los genes GAPDH, B-actina y AANAT.

200:200 Volumen 1x
iTaq  Universal SYBR 10 uL
Green Supermix
Cebador directo (10 uM) 0.4 uL
Cebador reverso (10 puM) 0.4 uL
Total 18 uL

La reaccion de gPCR se realizdé en ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Estados Unidos). Se realizaron 40 ciclos de 15 segundos a 95 °Cy 1 min a 60
°C, precedidos por un paso de desnaturalizacidn inicial de 2 min a 95 °C. Finalmente se
realizé una curva de disociacién de los productos amplificados por PCR (melting) consistente
en un aumento de temperatura progresiva de 65 °C a 95 °C con incrementos de 0,5 °C cada
5 segundos.

Para el calculo de la expresidén génica de cada una de las enzimas de interés se utilizd el
método AACt, y los resultados se expresaron como - AACt (Livak y Schmittgen 2001).
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DETECCION DE LAS PROTEINAS DE ORGANOS POR WESTERN
BLOTTING

Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas en los distintos 6rganos se realizd siguiendo el mismo
procedimiento para todas las muestras: se partié de una porcion de 300 mg de cada tejido
mantenido a -80 °C, al que se aifadié 3 mL de tampdn de extraccion (0,0626 mM de Tris-HCI
pH 6,8, 4% (v/v) de SDS, 10% (v/v) de inhibidor de proteasas 10X (Sigma-Aldrich, San Luis,
Misuri, Estados Unidos)), y se homogeneizdé mediante un homogeneizador de tejidos Potter.
A continuacién, el homogenado se calenté a 95 °C durante 5 minutos y después se
centrifugd a 13.000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Por ultimo, se recogio el sobrenadante y se
alicuotd en volumenes de 300 pL. La concentracidn de proteinas de cada muestra se evalué
mediante el método Bradford con el reactivo "Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent"
(Biorad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos), y se congelaron a -20°C hasta su
evaluacién. Como control positivo se utilizaron proteinas extraidas de testiculo de ovino, que
se obtuvieron siguiendo el mismo protocolo.

SDS-PAGE y Western-Blot

Cada muestra se diluyé en tampon de carga (62,5 mM Tris-HCl 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 cargarén 10 pg
de proteinas de cada tejido en geles SDS PAGE al 12% de acrilamida, de 1 mm de grosor y 10
pocillos. Las proteinas se separaron en una dimension siguiendo el método de Laemmli
(Laemmli, 1970), utilizando patrones de comparacion de pesos moleculares de 10 a 250 kDa
(Biorad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos). Las condiciones de electroforesis
fueron 130 V durante 90 min. a 4 °C.

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF utilizando
el sistema Trans-blot Turbo (Biorad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos). Una
vez transferidas las proteinas, los sitios no especificos de uniéon de las membranas se
bloquearon incubdndolas un minimo de 2 horas en PBS (136 mM NacCl, 2,68 mM KCl, 10,1
mM Na,HPQg, 1,76 mM KH,P0O4) con BSA al 5% (p/v).

La deteccidn de AANAT se realizé mediante la incubaciéon durante una noche a 4 °C con el
anticuerpo primario policlonal Anti-Serotonin N-acetyltransferase antibody (Abcam, Reino
Unido), y la de ASMT mediante el anticuerpo primario policlonal anti-ASMT (Santa Cruz
Biothecnology, Dallas, Texas, Estados unidos), ambos generados en conejo y diluidos 1:1000
y 1:500 respectivamente en Tween-PBS (PBS con 0,1% (p/v) de Tween 20) con BSA al 1%

(p/v).

Al dia siguiente se llevaron a cabo tres lavados de las membranas, de 15 minutos cada uno,
con Tween-PBS, tras lo cual se incubaron con el anticuerpo secundario donkey anti-rabbit
(LI-COR biosisciences, Lincoln, NE, Estados Unidos) a una diluciéon 1/25000 (v/v) en Tween-
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PBS con BSA al 1% (p/v) durante una hora y cuarto a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, las membranas se lavaron de nuevo tres veces en Tween-PBS y se revelaron
utilizando el sistema Odissey CLx Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences, Lincholn, NE,
Estados Unidos).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de la expresion génica obtenida por gPCR se realizé mediante el
programa GraphPad Prism version 5.01. Primero se comprobd la distribucién normal de los
datos obtenidos mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, para después utilizar un analisis
ANOVA de dos vias. En él se examina tanto la influencia de las dos variables independientes
de estudio (subespecie y 6rgano) sobre la variable dependiente (expresién del gen analizado,
en este caso AANAT), ademas de la interaccion entre ambas. Posteriormente, se realizé un
analisis post-hoc mediante un test de Bonferroni.
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RESULTADOS Y DISCUSION

IDENTIFICACION DE LAS ENZIMAS DE SINTESIS DE MELATONINA
EN EL TRACTO REPRODUCTOR MASCULINO DEL CERDO
DOMESTICO Y EL JABALI

Identificacion de la expresion génica de AANAT en el aparato reproductor del
cerdo y el jabali mediante PCR de punto final

El resultado obtenido en la PCR con los primers especificos para la amplificacidon del gen de
AANAT (tabla 1, anexo ) a partir de los ADNc del tracto reproductor del cerdo doméstico y el
jabali se muestran en la figura 3.

250
200
150

100
50

B PMT CacCuCol P VS GB PM T CaCuCol P VS GB B

Figura 3. Expresion génica de AANAT en los érganos del tracto reproductor del jabali
(A) y el cerdo doméstico (B). B: blanco; T: Testiculo; Ca: cabeza; Cu: cuerpo; Co: cola; P:
prostata; VS: vesicula seminal; GB: glandulas bulbouretrales.

En ambas subespecies estudiadas hubo amplificacion del gen de la enzima de sintesis AANAT
para cada uno de los érganos del tracto reproductor.

Mientras que en el cerdo doméstico no parece haber ninguna diferencia significativa de
expresion entre los distintos érganos estudiados, en el jabali la distinta intensidad de las
bandas sugiere que érganos como el cuerpo del epididimo y las vesiculas seminales expresen
la enzima en niveles considerablemente inferiores a los que lo hacen el resto, por lo que se
hace necesario un analisis de expresidn génica mediante gPCR. Las bandas con mayor
intensidad se aprecian en las glandulas bulbouretrales, seguido de la prdstata y el testiculo.

Ademas, la mayor intensidad de las bandas obtenidas en el cerdo doméstico que en el jabali
también sugieren una mayor expresiéon de AANAT en esta subespecie. Solamente las
glandulas bulbouretrales del jabali parecen expresar esta enzima al mismo nivel que los
organos del cerdo.
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Identificacion de la presencia de AANAT en el aparato reproductor del cerdo y
el jabali mediante Western-Blot

Tanto para el cerdo doméstico como para el jabali (Fig. 4) la deteccién de AANAT en los
diferentes drganos del tracto reproductor se realizd6 mediante un Western-Blot con
anticuerpos anti-serotonina N-acetiltransferasa.

—
PM T Ca Cu CoP VS GB + PMTCaCuCoPVSGB,"'

Figura 4. Identificacion mediante Western-Blot de la presencia de la enzima de sintesis de
melatonina AANAT en los érganos del aparato reproductor masculino del jabali (A) y el cerdo
domeéstico (B). PM: marcador de peso molecular; T: testiculo; Ca: cabeza; Cu: cuerpo; Co: cola;
P: préstata; VS: vesicula seminal; GB: glandulas bulbouretrales; +: control positivo.

En el analisis de las proteinas extraidas del aparato reproductor masculino de ambas
subespecies puede apreciarse una banda definida a la altura de 20 kDa, coincidente con la
del control positivo (+) de ovino (Gonzalez-Arto et al. 2016a), lo que indicaria que la enzima
AANAT estd presente en casi todos los érganos del cerdo doméstico y en los del jabali.

En el caso del cerdo, la enzima se detectd en todos los érganos analizados a excepcion de las
glandulas bulbouretrales (GB). Sin embargo, la PCR a tiempo final revel6 la expresion génica
de esta enzima en las glandulas bulbouretrales. Una posible explicacién de esta discrepancia
podria ser que este drgano cumple una importante funcién secretora, ya que secreta una
gran cantidad de sustancias que formardn el plasma seminal (Senger 2003), sobre todo
proteinas. Por tanto, es posible que AANAT esté presente en una baja concentracién en este
drgano y su presencia quede enmascarada por el resto de proteinas extraidas.

En el caso del cerdo, las bandas proteicas de mayor intensidad corresponden con el
testiculo, la cabeza del epididimo y la prdstata, lo que parece indicar que estos son los
organos donde la enzima es mayormente traducida, a pesar que en la PCR de punto final no
se apreciaron diferencias en la expresion de la enzima para cada uno de los érganos.
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En el jabali, en cambio, el Western-Blot reveld la presencia de la enzima AANAT en todos los
organos estudiados, principalmente en el testiculo, la prdstata y la vesicula seminal lo que
coincide con el resultado obtenido mediante la PCR de punto final.

Identificacion de la expresion génica de ASMT en el aparato reproductor del
cerdo y el jabali mediante PCR de punto final

Los primers de la especie porcina utilizados por otros investigadores (Romerowicz-Misielak
et al. 2015) para la expresién de ASMT no permitieron la amplificacién de este gen para
ninguna subespecie ni érgano (Fig. 5). Las bandas que aparecen al final en todos los carriles
son consecuencia de la alta dimerizacidn de los primers utilizados.

250 kDa
200 kDa
150 kDa

100 kDa
50 kDa

PM T Ca Cu C

Figura 5. Expresion génica de ASMT en el cerdo doméstico por PCR de punto final con los
cebadores utilizados por Romerowiz-Misielak et al. (2015). PM: marcador de peso molecular; T:
testiculo; Ca: cabeza; Cu: cuerpo; Co: cola; P: prdstata; VS: vesicula seminal; GB: glandulas
bulbouretrales; B: blanco.

Con los primers generados sobre la secuencia de ASMT de vacuno tampoco se obtuvo
amplificacién del gen, aunque los primers disefiados sobre la secuencia de ovino si
mostraron una amplificacién (Fig 6.). Sin embargo, la gran cantidad de bandas amplificadas,
pesos moleculares muy diversos entre los distintos drganos, parece indicar que las regiones
amplificadas no corresponden con la enzima ASMT.

250 kDa
200 kDa
150 kDa
100 kDa

50 kDa

Figura 6. Expresion génica de ASMT por PCR de punto final utilizando cebadores disefiados
sobre la secuencia de ovino. PM: marcador de peso molecular; B: blanco; T: testiculo; Ca:
cabeza; Cu: cuerpo; Co: cola; P: préstata; VS: vesicula seminal; GB: glandulas
bulbouretrales. 1: Cerdo; 2: Jabali
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En definitiva, con los cebadores utilizados no ha sido posible comprobar la expresion génica
de ASMT en los tejidos del aparato reproductor masculino del cerdo o el jabali.

Identificacion de la presencia de ASMT en el aparato reproductor del cerdo y el
jabali mediante Western-Blot

La presencia de ASMT en los 6rganos del tracto reproductor de ambas especies se realizd
mediante un Western-Blot con anticuerpos anti-ASMT. Los resultados se muestran en la
figura 7.

Figura 7. Identificacién mediante Western-Blot de la enzima de sintesis de melatonina

ASMT en los érganos del aparato reproductor masculino del jabali (A) y el cerdo
domeéstico (B). PM: marcador de peso molecular; T: testiculo; Ca: cabeza; Cu: cuerpo;
Co: cola; P: préstata; VS: vesicula seminal; GB: glandulas bulbouretrales; +: control

El control positivo de ASMT (proteinas de testiculo ovino) muestra una banda a la altura un
poco por debajo de 37 kDa, junto con otra menos marcada de 50 kDa, que corresponderia a
esta enzima (Gonzalez-Arto et al. 2016a). En el cerdo, se observan bandas a una altura
similar al control positivo en todos los carriles a excepcién del de las glandulas
bulbouretrales, lo que confirma también la presencia de la enzima en esta especie. La banda
que se aprecia en la mayor parte de los érganos del cerdo y el jabali tiene un tamafio
ligeramente menor que el del control positivo de ovino. Sin embargo, esto podria explicarse
por posibles modificaciones post-traduccionales de ASMT entre ambas especies.

En el cerdo no puede confirmarse si la enzima ASMT estd presente en las glandulas
bulbouretrales, ya que no se pudo realizar la PCR de punto final para esta enzima y ademas,
de la misma forma que antes ocurria con AANAT, esta proteina podria quedar enmascarada
en este érgano, impidiendo su deteccidon mediante el Western Blot.

En el jabali no se identificd esta enzima ni en la cola del epididimo ni en las glandulas
bulbouretrales. En el resto de drganos, se aprecia una banda muy poco marcada, a
excepcion del testiculo, que parece ser el érgano predominante de la sintesis de esta enzima
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en el jabali. Sin embargo, la falta de estudios de expresién génica para ASMT no permite
confirmar esta afirmacion.

DIFERENCIAS EN LA EXPRESION GENICA DE AANAT EN LOS
ORGANOS DEL APARATO REPRODUCTOR MASCULINO DEL CERDO
DOMESTICO Y EL JABALI.

En la figura 8 se muestran los resultados del analisis de expresién génica de AANAT en los
organos del aparato reproductor del cerdo y el jabali mediante qPCR.

AANAT

- @ Testiculo

Cabeza

B3 Cuerpo

@8 Cola

@l Prostata

@ Vesicula seminal

@@ Glandulas bulbouretrales

-AACt

>
W ?
Figura 8. Anadlisis de la expresion génica de AANAT en los diferentes érganos del aparato

reproductor masculino del jabali y el cerdo doméstico, estudiadas por gPCR. Los
resultados se muestran como media = SEM de n=3. Las diferencias significativas de
expresion de la enzima entre drganos de la misma subespecie se determinan segun las
letras "a/b" y los nimeros "1/2". Las diferencias significativas de expresion génica entre
subespecies se indican con el simbolo " @.

Mientras que en el jabali no se hallaron diferencias significativas en la expresién génica de
AANAT entre los distintos drganos estudiados, en el cerdo doméstico la prostata es el 6rgano
gue presenta mayor expresion génica, con diferencias significativas con el testiculo y la
cabeza, cuerpo y cola del epididimo (P<0,05). A su vez, el cuerpo del epididimo muestra
diferencias significativas con el testiculo (P<0,05).

De igual manera, en el jabali la préstata parece ser también el érgano con mayor expresion
génica de AANAT, aunque, como ya se ha comentado, sin diferencias significativas con los
otros érganos estudiados. Esto sefalaria a la préstata como el principal érgano responsable
de la sintesis de la melatonina en el cerdo doméstico y el jabali. Estos resultados difieren con
los obtenidos previamente en la especie ovina (Gonzalez-Arto et al. 2016a), en la que la
melatonina se sintetizaba principalmente en el testiculo. Estas diferencias tal vez podrian
explicarse debido a la anatomia del morueco, que presenta una proéstata de pequefio

tamafio y diseminada, a diferencia de la préstata del verraco (Senger 2003).
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Ademas, los resultados de gPCR revelaron una mayor expresion génica de AANAT en el
cerdo doméstico que en el jabali (P<0,05), principalmente en la préstata, el cuerpo del
epididimo y la vesicula seminal. En el resto de los 6érganos excepto el testiculo, la expresién
génica de AANAT también fue mayor en el cerdo doméstico que en el jabali, aunque sin
llegar a ser significativa.

Estas diferencias entre el jabali y el cerdo doméstico podrian explicarse por la seleccidn
comercial que se ha hecho en la especie porcina. Los verracos se han seleccionado en
funcion de sus resultados de fertilidad, y dado que por su capacidad antioxidante (Reiter et
al. 2000), la melatonina protege a los espermatozoide del dafio oxidativo (Casao et al.
2010b) y mejora su fertilidad (Mousa-Balabel y Mohamed 2011) (Cebrian-Perez et al. 2014),
es posible que indirectamente, durante la domesticacién y su explotacién en granjas
industriales, se hayan seleccionado a los verracos con mayor capacidad de sintesis de
melatonina en su aparato reproductor.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos no han permitido demostrar la existencia de la ruta de
sintesis de la melatonina en el tracto reproductor del cerdo doméstico y el jabali.

La enzima AANAT fue identificada a nivel génico mediante PCR a punto final y qPCR
en todos los érganos del cerdo y el jabali. Sin embargo, no se ha podido demostrar la
expresion génica de ASMT.

Se han detectado las enzimas AANAT y ASMT mediante Western-Blot.

En el cerdo doméstico, los niveles de expresion génica de la enzima AANAT son mas
elevados a los del jabali.

En el cerdo doméstico, existen diferencias significativas en la expresién génica de
AANAT entre los diferentes 6rganos estudiados, siendo la prdstata el érgano que
presenta la mayor expresién de esta enzima.

CONCLUSSIONS

The results obtained did not allowed to demonstrate the existence of the melatonin
synthesis pathway in the reproductive tract of the domestic and wild boar.

The enzyme AANAT was identified at the gene level by end-point PCR and gPCR in all
organs of the pig and the wild boar. However, the gene expression of ASMT could not
be demonstrated.

AANAT and ASMT enzymes have been detected by Western Blotting.

AANAT gene expression levels in the domestic pig are higher than those of the wild
boar.

In domestic pig, there are significant differences in AANAT gene expression among

the different organs studied, being the prostate the organ with the highest
expression of this enzyme.
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