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1. RESUMEN

La melatonina es una hormona sintetizada principalmente en la glandula pineal que
esta implicada en la regulacion de muchos procesos biolégicos, entre los que se encuentra
la reproduccion estacional en algunos mamiferos. A nivel celular, la melatonina puede llevar
a cabo sus efectos regulatorios a través de dos vias: bien por la union a receptores
especificos de membrana, denominados MT; y MT,, o bien atravesando directamente la
membrana plasmatica.

En el espermatozoide ovino se ha descrito que la melatonina modula la capacitacién
espermatica (conjunto de cambios bioquimicos y biofisicos que necesita sufrir un
espermatozoide para adquirir capacidad fecundante), de forma que afadida a
concentraciones altas (1 uM) tiene un efecto descapacitante. Dado que la enzima calcio-
calmodulina protein-kinasa 1l (CaMKIl) también estad implicada en la capacitacion
espermatica, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto de la melatonina, y de
un agonista y un antagonista de los receptores de la misma, sobre la capacitacion
espermatica y sobre los niveles y la activacion por modificaciones postraduccionales de la
CaMKIl en espermatozoides ovinos.

Para ello, espermatozoides ovinos seleccionados por swim-up se incubaron durante 3
horas en condiciones capacitantes (39 °C, 5 % de CO, y 100 % humedad) en medio TALP
(control), en un medio con agentes elevadores del AMPc (cocktail), en medio cocktail con
melatonina a una concentracion 1 uM, y con un agonista (8M-PDOT) o un antagonista (4P-
PDOT) de los receptores de melatonina afiadidos a diferentes concentraciones (1 uM y 10
nM). Tras la incubacion se evalu6 la motilidad, viabilidad y estado de capacitacion mediante
tincion con clorotetraciclina y fosforilacion en residuos de tirosina evaluados por western-
blot. El analisis de los cambios en los niveles de CaMKIl y su isoforma CaMKlla se
realizaron mediante un inmunoensayo ELISA y la identificacion y cuantificacién de las
modificaciones post-traduccionales en CaMKII se realizé6 mediante western-blot.

Los resultados obtenidos mostraron que la incubacién con melatonina o su agonista a
una concentracion 1 uM aumenté el porcentaje de espermatozoides no capacitados
(P<0,05), mientras que la incubacién con el antagonista a ambas concentraciones aumento
el porcentaje de espermatozoides capacitados (P<0,05). Estos resultados sugieren que la
melatonina ejerceria su efecto descapacitante sobre los espermatozoides ovinos a través de
Su union a sus receptores. No obstante, la incubacion con melatonina, o con agonistas o
antagonistas de sus receptores no tuvo efecto sobre los niveles de CaMKIIl ni de CaMKlla.
En este trabajo se identific, por primera vez, la forma fosforilada de la CaMKIl en el
espermatozoide ovino, una de las formas activas de la enzima, pero no se evidencié de
forma concluyente la presencia de la forma oxidada, otra de las posibles vias de activacion
de la misma. Sin embargo, la melatonina tampoco parece ejercer efecto sobre los niveles de
la CaMKII fosforilada.

En conclusién, este trabajo sugiere que la melatonina ejerceria su accion
descapacitante a través de la union a sus receptores de membrana, pero no modificaria los
niveles o la activacion de la enzima CaMKIl por medio de modificaciones post-
traduccionales, al menos mediante fosforilacion.



ABSTRACT

Melatonin is a hormone synthesized principally by the pineal gland which is involved
in the regulation of many biological processes, such as seasonal reproduction in some
mammals. At the cellular level, melatonin can exert its regulatory effects through two
pathways: by binding to specific membrane receptors called MT; and MT,, or by crossing
plasma membrane directly.

It has been described that in ram sperm melatonin modulates sperm capacitation (set
of biochemical and biophysical changes that sperm require to gain fertilizing capacity) so that
when it is added at high concentrations (1 uM), it has a decapacitating effect. Since the
enzyme calcium-calmodulin protein-kinase Il (CaMKII) is also involved in sperm capacitation,
the main aim of this work was to evaluate the effect of melatonin, and the effect of melatonin
receptor agonist and antagonist over sperm capacitation and the levels and activation by
post-translational modifications of CaMKII in ovine sperm.

For this purpose, ram spermatozoa selected by swim-up were incubated for 3 hours
under capacitating conditions (39 °C, 5 % de CO, and 100 % humidity) in TALP medium
(control), in a medium containing cAMP-elevating agents (cocktail), in cocktail medium with
melatonin at a concentration of 1 uM, and with an melatonin receptor agonist (8M-PDOT) or
an antagonist (4P-PDOT) added at different concentrations (1 uM and 10 nM). After
incubation, motility and viability were evaluated, and capacitation state was assessed by
chlortetracycline staining and by western-blot of phosphorylated tyrosine residues. The
analysis of changes in CaMKIl and CaMKIlla isoform levels were carried out by an ELISA
immunoassay and the identification and quantification of post-translational modifications in
CaMKII were evaluated by western-blot.

The obtained results showed that incubation with melatonin or its agonist at a
concentration of 1 uM increased the percentage of non-capacitated sperm (P<0,05) while
incubation with the antagonist at both concentrations increased the percentage of
capacitated sperm (P<0,05). These results suggest that melatonin would exert its
decapacitating effect on ram sperm by binding to its receptors. However, the incubation with
melatonin, or with melatonin receptor agonists or antagonists had no effect on the levels of
CaMKIl or CaMKIlla. In this work, the phosphorylated form of CaMKIl in sheep sperm was
identified for the first time. This is one of the active forms of the enzyme, but the presence of
the oxidized form, another of the possible types of activation, was not conclusively
evidenced. Nevertheless, it does not seem that melatonin has an effect on the levels of
phosphorylated CaMKII either.

In conclusion, this work suggests that melatonin would exert its decapacitating action
by binding to its membrane receptors, but it would not modify the levels or the activation of
the CaMKII enzyme by post-translational modifications, at least by phosphorylation.



2. INTRODUCCION

2.1. MELATONINA: LA HORMONA DE LA OSCURIDAD
2.1.1. Biosintesis de la melatonina

La melatonina (figura 1) es un derivado del indol que en vertebrados se produce
principalmente en la glandula pineal a partir del aminoacido triptéfano, en una cascada de
reacciones de cuatro pasos (Boutin et al., 2005). Se trata de una molécula poco soluble en
agua, pero soluble en solventes organicos como el etanol o el dimetilsulféxido, por lo que es
capaz de atravesar las membranas celulares por difusion pasiva (Yu et al., 2016).

Figura 1: Estructura quimica y modelo espacial de la melatonina (Imagen de Martinez et al., 2012)

A la melatonina se la conoce como la hormona de la oscuridad (Martinez et al., 2012)
debido a que su produccion en la glandula pineal se relaciona con el ritmo circadiano, ya
que su sintesis se ve estimulada por la oscuridad e inhibida por la luz. Fueron Ebling y
Hastings (1992) los primeros en identificar las bases de este mecanismo de liberacion:
cuando la luz incide sobre la retina, ésta envia la informacion a la glandula pineal, a través
del nucleo supraquiasmatico del hipotalamo y una vez llega, se suprime la liberacién de
melatonina. De esta forma, la melatonina sélo se secreta en periodos de oscuridad, lo que
regula los ritmos circadianos, y ademas, esta secrecioén es proporcional a la duracion de la
noche, regulando los ritmos circanuales. Asi, la secrecion de melatonina nocturna varia a lo
largo del afio en funcién de la duracion de las noches, siendo mas elevada durante los dias
cortos de otofio e invierno, y menor en los dias largos de primavera y verano. Una vez
sintetizada, la melatonina se libera rapidamente al sistema vascular, pues dada su
naturaleza lipofilica escapa facilmente de los pinealocitos encargados de su produccion
(Reiter, 1991), y de este modo accede a todos los tejidos, fluidos y compartimentos celulares
para ejercer sus funciones.

No obstante, ademas de su produccién nocturna en la glandula pineal, la melatonina
también puede producirse durante el dia en otros tejidos extrapineales, como el ojo (Smith
and Baker, 1974), la piel (Slominski et al., 2008), el tracto gastrointestinal (Huether, 1993), el
tracto reproductor femenino (Brzezinski et al., 1987), y, tal y como demostr6é hace unos afios
nuestro grupo de investigacion, en el tracto reproductor masculino (Gonzalez-Arto et al.,
2016). Resulta curioso que, en muchos de estos tejidos, apenas se producen variaciones en
la sintesis de melatonina extrapineal entre el dia y la noche, lo cual sugiere que han de
existir otros mecanismos de regulacion de la sintesis de esta hormona, ademas del eje
retino-hipotalamico ya comentado.



2.1.2. Mecanismo de accién de la melatonina

La melatonina esta implicada en la regulacion de muchos procesos fisiol6gicos y
presenta un mecanismo de accién muy complejo. Asi, participa en la regulacién de los
ritmos circadianos y circanuales, como se ha comentado, y también en la reproducciéon en
mamiferos de reproduccion estacional, como se comentard en el apartado siguiente. Esta
molécula también destaca por su papel antioxidante, ya que evita el dafio oxidativo en
macromoléculas, células y tejidos (Tan et al., 2010), se le ha asignado un importante papel
como molécula quimioatrayente en células del epitelio pigmentario retinal (Shirakawa and
Ogino, 1987) y en leucocitos (Pefia et al., 2007), y también actia como moduladora del
citoesqueleto (Benitez-King, 2006).

La melatonina puede ejercer muchas de estas funciones, exceptuando su actividad
antioxidante, a través de su interaccion con receptores especificos de membrana que
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, del inglés G-
protein coupled receptors, Reppert, 1997). Actualmente se han descrito dos receptores de
melatonina en mamiferos, que reciben el nombre de MT; y MT, y que estan relacionados
con la regulacion de AMP ciclico (AMPc) en células sométicas (Yung et al., 1995). También
se ha identificado un tercer receptor de baja afinidad por la melatonina, el receptor MT3, que
esta presente en aves, anfibios, peces (Ebisawa et al., 1994) y en algunos mamiferos, pues
se ha descrito también en hamster (Nosjean et al., 2000).

En células somaticas, la union de melatonina a estos receptores provoca una
cascada de sefalizacibn mediada por segundos mensajeros que puede variar en funcion del
tejido y la especie estudiados (Luchetti et al., 2010). Algunas de esas vias son (figura 2):

e La via de la adenilato ciclasa (AC): La union de melatonina a sus receptores
inhibe la actividad de la AC, lo que provoca una disminucién de los niveles de
AMPc, y la consecuente reduccion de la actividad de la enzima proteina
kinasa dependiente de AMPc o PKA (Hazlerigg et al., 1991).

e La ruta de la fosfolipasa C (PLC), que al activarse, convierte el
fosfatidilinositol (PIP,) en diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5,-trifosfato (IP3).
Por un lado, el IP; generado podria unirse a receptores especificos
localizados en depoésitos intracelulares de calcio, y ello provocaria la salida de
este ion hacia el citoplasma, y por otro lado, el aumento de DAG provocaria la
activacion de la proteina kinasa C (PKC), que a su vez activaria a otras
kinasas, como la calcio-calmodulina kinasa Il (CaMKIl) de la que se hablara
posteriormente.

En ambos receptores, la union de melatonina desencadena algunas de estas vias de
transduccion de sefial, mediadas en su mayoria por diversas proteinas G. En el caso del
receptor MT; (figura 2.A), la disminucion de la produccion de AMPc y la actividad de la PKA
hace que disminuya la fosforilacion de la proteina CREB (del inglés, cAMP response
element-binding) y que por el contrario, aumente la fosforilacion de las kinasas MEK1, MEK
2, ERK1 y ERK 2. Ademas, la activacion del receptor MT; puede modular los niveles de
calcio y potasio intracelulares activando o bloqueando canales i6nicos, y también puede
activar a la PLC (Masana and Dubocovich, 2001), con el aumento de los niveles de DAG y
PIP, que ello conlleva.



Por su parte, la union de melatonina al receptor MT, (figura 2.B) provoca una
cascada de transduccién similar a la del receptor MT4, si bien existen algunas diferencias
entre ambas, pues la activacion del receptor MT, puede impedir la formacién de GMPc y no
solo de AMPc, como ocurre con el receptor MT; (Masana and Dubocovich, 2001).
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Figura 2: Representacion de las principales vias de transduccion de sefial reguladas por el receptor
MT, (panel A) y por el receptor MT, (panel B). Imagen tomada de Masana and Dubocovich, 2001.

Por otro lado, dada su naturaleza anfipatica, la melatonina también puede atravesar
la membrana plasmética (figura 3), y una vez en el interior de la célula, puede unirse a
proteinas de unién a calcio, como la calreticulina (Macias et al., 2003) y la calmodulina
(Benitez-King et al., 1993). Su unidn a calreticulina se ha asociado a efectos sobre el nucleo
celular (Macias et al., 2003), mientras que su unién a calmodulina se relaciona con la
regulacion del citoesqueleto (Benitez-King et al., 1993). La union de la melatonina a la
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calmodulina puede impedir la unién de la calmodulina al calcio y evitar asi la formacion del
complejo calcio-calmodulina, necesario para activar algunas enzimas, como la calcio-
calmodulina protein kinasa Il o CaMKIll (Benitez-King et al., 1996), de la que se hablara mas
adelante.

R,

K o N
Melatonin

Figura 3: Ruta de sefializacion de la hormona melatonina, donde puede verse la interaccion con
CaMKiII (CalMKII en la imagen) remarcada en color rojo. Imagen tomada y modificada de: “QIAGEN -
GeneGlobe Pathways - Melatonin Signaling,” n.d.

2.2. PAPEL DE LA MELATONINA EN LA REPRODUCCION
2.2.1. Influencia de la melatonina en la estacionalidad reproductiva

En lo que concierne a la participacion de la melatonina en los procesos
reproductivos, esta regula la estacionalidad reproductiva mediante el eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal (McGuire et al., 2011). En el caso de la especie ovina, que presenta una
reproduccion estacional muy marcada en latitudes elevadas, con un periodo reproductivo en
otofio e invierno y otro no reproductivo en primavera y verano, la melatonina actua, en
concreto, como estimuladora de la reproduccién. La secreciébn de melatonina nocturna
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regula la liberacion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotoropina (GnRH) en el
hipotalamo, lo que a su vez regula la liberacién de hormona luteinizante (LH), responsable
de la actividad ovarica en la hembra y de la produccién de espermatozoides en el macho
(Malpaux et al., 1999; Misztal et al., 2002).

Asi, en la especie ovina, al ser una especie estacional de dias cortos, el aumento de
las horas nocturnas en otofio e invierno se traduce por tanto en un aumento de la secrecion
de melatonina y en un efecto estimulador de la reproduccion, aunque esta también puede
verse afectada por factores ambientales, la nutricion, o incluso las relaciones sociales entre
individuos (Rosa and Bryant, 2003). En el morueco, pese a que la produccién de semen es
continua a lo largo de todo el afio, la calidad espermatica si que resulta ser menor en la
época no reproductiva (Rosa and Bryant, 2003), y ademas, también se ha descrito una
disminucion de la libido y una reduccion del volumen y del peso testicular de estos machos
durante este periodo (Avdi et al., 2004).

2.2.2. Efecto de la melatonina sobre los espermatozoides ovinos y la capacitacion
espermatica

Ademas de actuar sobre el eje hipotalamo-hipofisario-testicular, en los machos de
algunas especies de mamiferos, como el morueco, se ha descrito la presencia de
melatonina en el plasma seminal, donde ejerce un efecto directo sobre los espermatozoides
(Casao et al., 2010a). Ademas, esta hormona también se ha encontrado en el tracto
reproductor femenino (Brzezinski et al., 1987), donde posiblemente regularia la
funcionalidad espermatica durante el transito de los espermatozoides por el mismo. Durante
este transito, el espermatozoide sufre un conjunto de cambios bioquimicos y biofisicos que
le confieren capacidad fecundante, conocido como capacitacion. Entre los cambios que
ocurren durante la capacitacion destacan:

e Cambios en la fluidez de la membrana plasmatica debido a la eliminacién de
colesterol, que es captado por proteinas presentes en el tracto reproductor
femenino, como la albdmina, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y las beta-
ciclodextrinas (Iborra et al., 2000; Vadnais et al., 2007).

e La fosforilacién de proteinas principalmente en residuos de tirosina (Visconti et al.,
1995), pero también de serina y treonina (Grasa et al., 2009).

e La hiperactivacion flagelar, que es un cambio en el patrén de motilidad de los
espermatozoides que les permite maximizar las probabilidades de encontrar al
ovocito y atravesar las envueltas que lo rodean, a fin de fecundarlo (Yanagimachi,
1994a).

e Otros cambios, como el aumento de los niveles de calcio (Baldi et al., 1991), AMPc
(Galantino-Homer et al., 1997) y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Kothari et
al., 2010) que les prepararan para sufrir la reaccion acrosdmica, una exocitosis
controlada que le permite atravesar la zona pellcida que rodea al ovocito.

A este respecto, se ha descrito que la incubacién con melatonina puede ejercer efectos
directos sobre los espermatozoides, mejorando la motilidad en muestras seminales
humanas (Ortiz et al., 2011) y promoviendo la capacitacion en bufalo (Di Francesco et al.,
2010) y la hiperactivacion en hamster (Fujinoki, 2008). En la especie ovina, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que esta hormona provoca la disminuciébn de marcadores
apoptoticos, el aumento de la tasa de fertilidad, y ademas, es capaz de regular el proceso de



capacitacion, teniendo un efecto capacitante o0 descapacitante en funcion de su
concentracion (Casao et al., 2010b).

En cuanto al mecanismo por el cual la melatonina ejerce estos efectos sobre los
espermatozoides, nuestro grupo de investigacibn ha demostrado la presencia de los
receptores de melatonina MT; y MT, en la membrana de los espermatozoides ovinos
(Casao et al.,, 2012), asi como un posible papel del receptor MT, en la regulacién de la
capacitacion espermética (Gonzalez-Arto et al., 2016). Como ya se ha comentado, la unién
de la melatonina a estos receptores en células sométicas provoca una serie de cascadas de
transduccién de sefial mediadas por segundos mensajeros, y algunas de esas vias son las
mismas que participan en los procesos que sufren los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino, como la capacitacion, la hiperactivacion y la reaccién acrosémica
(Grasa et al., 2006). En células sométicas, la melatonina es capaz de aumentar los niveles
de calcio citosolico como consecuencia de la unién del IP; a receptores especificos
localizados en depdésitos intracelulares de calcio. En espermatozoides, el aumento del calcio
intracelular es un fendbmeno crucial para algunos procesos ya comentados, como la
capacitacion y la reaccion acrosémica (Wassarman, 1999), y también para la actividad del
flagelo (Bedu-Addo et al., 2008). En los espermatozoides, el i6n calcio puede proceder del
exterior (por la apertura de canales de calcio presentes en la membrana plasmética) o bien
de reservorios intracelulares como la envoltura nuclear redundante (ENR), una estructura
compuesta por cisternas membranosas y localizada en la base del flagelo que presenta,
precisamente, receptores para IP; (Ho and Suarez, 2003). Esta estructura, ademas,
presenta receptores para calreticulina (Ho and Suarez, 2003), una de las proteinas con
capacidad de unién con la melatonina.

Ademas, hay que recordar también que la melatonina, atravesando la membrana
plasmatica puede no solo unirse a la calreticulina, sino que seria capaz de unirse también a
la calmodulina citoplasmica. Esta proteina, tras su union al calcio, puede regular la actividad
de la enzima calcio-calmodulina protein-kinasa Il (CaMKIl), una enzima implicada en la
capacitacion (Schlingmann et al.,, 2007) y en la hiperactivacién espermatica (Ignotz and
Suarez, 2005).

2.3. LA ENzIMA CALCIO-CALMODULINA PROTEIN-KINASA |l Y SU RELACION CON LA
MELATONINA

La denominada calcio-calmodulina protein-kinasa Il (CaMKIl o CAMK2) es una
serin/treonina kinasa que participa en importantes procesos neuronales relacionados con la
memoria y el aprendizaje, y en otros como la regulacion de la expresiéon de enzimas
oxidativas, de la biogénesis mitocondrial y de la expresién de algunas proteinas miofibrilares
(Chin, 2004).

Esta kinasa es en realidad una familia de isoformas (a, 3, v y 8) derivadas de cuatro
genes altamente relacionados: CAMK2A, CAMK2B, CAMK2D y CAMK2G (Hudmon and
Schulman, 2002a). Cada RNA mensajero producido a partir de estos cuatro genes puede
sufrir procesos de splicing alternativo, lo que hace que existan muchas isozimas para cada
gen, aunque por lo general, la mayoria de holoenzimas CaMKIl son multimeros formados



por la asociacion de unas 12 subunidades (Ma et al., 2015) teniendo cada una de ellas la
siguiente estructura (figura 4):

e Un dominio catalitico

¢ Un dominio regulador, que presenta el sitio de unién para la calmodulina y una region
de autoinhibicion.

¢ Un segmento de asociacion para la formacién de multimeros

¢ Un segmento que une el dominio regulador con el de asociacion.
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Figura 4: Modelo de un multimero de 12 subunidades de CaMKIl, y estructura primaria de CaMKII
donde pueden observarse sus tres segmentos. En el dominio regulador, se destacan la secuencia de
la regién de union al complejo calcio-calmodulina y la secuencia de la regién de inhibiciéon. Imagenes
tomadas y modificadas de Coultrap and Bayer, 2012.

Algunas de estas isoformas se han encontrado en el testiculo de ratén (Hudmon and
Schulman, 2002b) y de toro (Ignotz and Suarez, 2005), y para la especie ovina se han
identificado los cuatro genes de CaMKIl, aunque las secuencias de aminoacidos de las
diferentes isoformas de CaMKIIl que se pueden obtener a partir de estos genes estan solo
predichas, y muchas de ellas sin revisar.

En cuanto a su funcién en las células espermaticas, esta kinasa juega un papel
relevante en la motilidad (Schlingmann et al.,, 2007), hiperactivacién (Ilgnotz and Suarez,
2005) y en la fosforilacion de proteinas (Gonzalez-Fernandez et al., 2013), procesos claves
para la capacitacion espermatica. En espermatozoides de ratéon se ha comprobado que la
proteina CaMKIIB es diana del complejo calcio-calmodulina y que co-localiza con él en la
pieza principal del flagelo del espermatozoide (Schlingmann et al., 2007). En bovino también
se ha visto que previene la reaccién acrosomica mediante la polimerizacion de la actina
(Rotfeld et al., 2014), y en espermatozoides humanos se ha demostrado que la CAMKII que
participa en la regulacion de la reaccion acrosémica es, en concreto, la isoforma a
(CaMKlla) (Zhang et al., 2016).

Para poder llevar a cabo estas funciones, la CaMKIl debe activarse mediante
procesos de fosforilacién y/o oxidacion en algunos de sus residuos (Hudmon and Schulman,
2002b; Luczak and Anderson, 2014). En un principio, este proceso requiere de la union al
complejo calcio-calmodulina, pero se ha demostrado que, cuando se cumplen determinadas
circustancias, la enzima puede liberarse de este complejo y se mantiene activa sin



necesidad de estar unida al complejo calcio-calmodulina, tal y como puede apreciarse en la
figura 5. Por ejemplo, se ha visto que con un aumento del nivel de calcio intracelular, CaMKII
puede autofosforilarse en su residuo Thr287, y de esta manera mantiene su actividad (Lai et
al., 1987) una vez queda libre, y también ha observado que pueden oxidarse los residuos
Met281 y Met282, y que estas modificaciones parecen evitar que la CaMKIl se desactive
una vez se ha liberado del complejo calcio-calmodulina (Erickson et al., 2011a).
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Figura 5: Mecanismo de regulacion de la actividad de CaMKIIl. Los monémeros de CaMKIl se unen
entre si para forma la holoenzima a través del dominio de asociacion (en gris). Por su parte, el
dominio regulador (en verde) presenta sitios de unién para el complejo calcio-calmodulina y regiones
en las que se pueden sufrir modificaciones post-traduccionales (representadas por circulos amarillos).
Imagen tomada de Luczak and Anderson, 2014.

Ademas, se ha demostrado que en el espermatozoide bovino la activacion de esta
kinasa depende a su vez de otras, como la PKA, que recordemos que podria ver su
actividad disminuida como consecuencia de la unién de melatonina a sus receptores, y
también las SFK (familia de las Src kinasas) (Rotfeld et al., 2014). En estos procesos, la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) parece ser determinante, ya que se
ha sugerido que niveles altos de ROS podrian activar la adenilato ciclasa para aumentar los
niveles de AMPc y con ello aumentar la actividad de la PKA y de la CaMKII, ademas de que
niveles altos de ROS permitirian también la oxidacién de CaMKIl (Shabtay and Breitbart,
2016).

En lo referente a la relacion de melatonina con CAMKII, parece que la accion
inhibidora o activadora de la hormona sobre esta proteina depende del tipo celular y de la
especie que se esté estudiando. Por ejemplo, en células somaticas se ha visto que la
melatonina es capaz de inhibir in vitro la actividad de CaMKIl y también su autofosforilacion,
al unirse con gran afinidad a la calmodulina, lo que impide la unién de esta al calcio y la
consiguiente formacion del complejo calcio-calmodulina, necesario para activar la CaMKI|
(Benitez-King et al., 1996). Sin embargo, esta accién solo se ha observado en tratamientos
conjuntos con melatonina y otras sustancias que aumentan los niveles de AMPc, como la
foskolina o la IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) (Bazwinsky-Wutschke et al., 2014). In vivo,
esta inhibicion se ha visto en células de cancer colorrectal humano (Wei et al., 2015) y en
células del masculo liso de rata (Han et al., 2012).

Hasta la fecha se desconoce si la de melatonina, atravesando la membrana
plasmatica, podria unirse a la calmodulina y asi inhibir la activacion de la CaMKII en
espermatozoides por un mecanismo competitivo, 0 si por el contrario mediante su unién a
receptores y a través de la ruta de la PLC aumentaria los niveles de calcio para regular la
actividad de esta enzima. Por todo esto, el mecanismo de accién de la melatonina sobre la
CaMKIl en espermatozoides resulta bastante complejo, y hasta el momento, desconocido.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La melatonina es una hormona sintetizada principalmente en la glandula pineal que
esta implicada en la regulacibn de muchos procesos fisioldgicos, como la reproduccion
estacional en algunos mamiferos. Esta regulacion la puede llevar a cabo a través del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal (McGuire et al., 2011), pero también puede hacerlo actuando
directamente sobre los gametos (Casao et al., 2010a).

En la especie ovina se ha demostrado que esta hormona puede regular la
capacitacion espermatica, es decir, el conjunto de cambios que debe sufrir un
espermatozoide para adquirir capacidad fecundante (Yanagimachi, 1994b), con un efecto
descapacitante cuando se afiade a una concentracion 1 uM (Casao et al., 2010b). Este
efecto podria llevarlo a cabo mediante su union a receptores especificos, denominados MT;
y MT, en la membrana del espermatozoide (Gonzalez-Arto et al., 2016), pero también podria
hacerlo atravesando directamente la membrana plasmatica y uniéndose a proteinas de
unién a calcio como la calmodulina (Benitez-King et al., 1993). La unién de la melatonina a
la calmodulina puede afectar a la formacién del complejo calcio-calmodulina, y ello puede
impedir la activacion (por fosforilacion u oxidacion) de enzimas como la calcio-calmodulina
protein kinasa Il o CaMKII (Benitez-King et al., 1996), una enzima implicada, precisamente,
en la capacitacion espermatica (Schlingmann et al., 2007). Pero por otro lado, a través de su
unién a receptores, la melatonina podria activar la ruta de la fosfolipasa C (PLC) (Masana
and Dubocovich, 2001), en la que se produciria un aumento del diacilglicerol (DAG) que
podria activar a la proteina kinasa C, y ésta podria fosforilar a otras kinasas, como la
CaMKIL.

Por tanto, en base a los antecedentes presentados, en el presente Trabajo Fin de Master se
planted la siguiente hipotesis: la melatonina podria ejercer su efecto regulador de la
capacitacion actuando sobre la enzima calcio-calmodulina protein kinasa Il, bien tras su
unién a receptores o bien atravesando directamente la membrana plasmatica.

De este modo, el objetivo principal de este trabajo consistié en evaluar el efecto de
la melatonina, y de un agonista y un antagonista de los receptores de la misma, sobre la
capacitacion espermética y sobre los niveles y la activacibn por modificaciones
postraduccionales de la CaMKIl en espermatozoides ovinos incubados en condiciones
capacitantes y alto AMPc. Y, para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Evaluar el efecto de un agonista y un antagonista de los receptores de melatonina,
anadidos a diferentes concentraciones (1 uM y 10 nM) sobre espermatozoides ovinos

sometidos a capacitacion in vitro, a fin de determinar si el efecto de la melatonina
sobre la capacitacion estd mediado por su unién a receptores.

2) Analizar los cambios en los niveles de CaMKIl y de su isoforma CaMKIlla debido a
la adicion de melatonina y sus agonistas y antagonistas a diferentes concentraciones
durante la capacitacion in vitro de espermatozoides ovinos.

3) Identificar si la enzima CaMKII sufre procesos de oxidacion y/o fosforilacion durante
la capacitacion espermatica y si estos dependen o no de la accién de la melatonina, y
de la unidn o no a sus receptores.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. PROCESADO DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS
4.1.1. Obtencion de muestras seminales

Para realizar los experimentos se utilizaron muestras seminales obtenidas a partir de
nueve moruecos adultos pertenecientes a la Asociacion Nacional de Ganaderos de la raza
Rasa Aragonesa (ANGRA), estabulados en las instalaciones del Servicio de
Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza. Tanto el mantenimiento de
los sementales como la obtencién de muestras corrieron a cargo del personal del SEA. Se
obtuvieron dos eyaculados consecutivos por morueco mediante vagina artificial, y se
utilizaron sélo los segundos en base a resultados previos que demostraron que tenian
mejores parametros de calidad que los primeros (Ollero et al., 1996). Ademas, se trabajé
con la mezcla de estos segundos eyaculados para evitar diferencias individuales. Tras la
recogida, las muestras se mantuvieron a 37 °C durante el transporte al laboratorio y hasta su
uso.

4.1.2. Seleccion espermatica por el método de swim-up / dextrano

Se utilizé el método de swim-up / dextrano con el fin de eliminar el plasma seminal
y/o restos celulares de las muestras seminales obtenidas. La eliminacién del plasma seminal
resulta conveniente debido al efecto perjudicial que éste ejerce en las muestras
espermaticas (Mortimer, 1994), asi como para evitar la influencia de sus componentes,
incluida la melatonina presente en el eyaculado (Casao et al., 2010a), en los resultados
obtenidos.

El método de swim-up / dextrano, puesto a punto en nuestro laboratorio por Garcia-
Lopez y cols. (1996), esta basado en el descrito por Alvarez y cols. para espermatozoides
humanos (Alvarez et al., 1993), pero con el medio y algunos de los pasos del proceso
modificados para su aplicacién en el lavado de los espermatozoides de morueco. El método
original de Alvarez incluia un paso de centrifugacion, pero, dado que la centrifugacion
resulta perjudicial para los espermatozoides ovinos, este paso se ha eliminado del proceso.
Cabe destacar que esta técnica no es un simple método de lavado de espermatozoides,
sino que, ademas de la eliminacion del plasma seminal, permite obtener una poblacion
celular enriguecida en espermatozoides altamente mdtiles y viables. La composicién del
medio utilizado para el swim-up (MS) fue la siguiente: NaCl 50 mM, KCI 10 mM, MgSO, 0,4
mM, K;HPO, 0,3 mM, HEPES 21 mM, glucosa 2,8 Mm, piruvato sédico 0,33 mM, lactato
sédico 18,6 mM y sacarosa 200 mM y el pH se ajustdé a 6,5. Este medio no contenia ni
CaCl, ni NaHCO; para evitar fendmenos de capacitacion prematura de los espermatozoides
(Grasa et al., 2004).

Para la realizacion del swim-up se pipetearon cuidadosamente 500 pl de semen en el
fondo de un tubo redondeado de 15 mm de didmetro, y sobre el semen se depositaron 500
pl de MS-Dextrano (30 mg dextrano/ml MS). Esta capa, con alta concentracion de dextrano,
funciona como una barrera fisica al impedir el paso de espermatozoides de baja motilidad, y
ademas retiene a aquellos que presenten alteraciones en su membrana. Seguidamente, se
afladieron muy lentamente 1,5 ml de MS-Albimina (5 mg de albimina sérica bovina/ml MS),
sobre la capa de dextrano, para evitar la aglutinacion espermética, tal y como se aprecia en
la figura 6. No obstante, cuando se vié que la albumina interferia en la identificacion de
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CAMKII oxidada, se decidi6 sustituir los 1,5 ml de MS-Albdamina por 1,5 ml de MS-PVP (1
mg de polivinilpirrolidona/ml MS). En cualquier caso, se dej6 incubar a 37 °C en posicion
vertical durante 15 minutos, y pasado ese tiempo se retiraron 750 ul de la fase superior (a
esta fraccion se la designé como primer sobrenadante y fue desechada, al contener restos
de plasma seminal) y posteriormente se anadieron 750 ul de MS-Albumina o de MS-PVP.
Pasados otros 15 minutos, se retiraron otros 750 ul de la fase superior, se recogieron en
otro tubo, y se volvieron a anadir 750 ul de MS-Albimina o de MS-PVP. El proceso se repitié
otras dos veces consecutivas para obtener finalmente un total de tres sobrenadantes, que
fueron mezclados en un mismo tubo para proceder a trabajar con ellos.

MS-
AlbUmina/PVP

MS-Dextrano

Semen

Figura 6: Esquema del proceso de seleccién espermatica mediante el método swim-up /dextrano

4.1.3. Capacitacion in vitro

Los espermatozoides se capacitan in vivo a lo largo de su transito por el tracto
reproductor femenino. Para inducir la capacitacion in vitro, es necesario incubar a los
espermatozoides en presencia de una serie de compuestos que inducen este proceso y en
una estufa que simule las condiciones de ese ambiente. El medio usado fue un medio
definido que imita la composicion del fluido oviductal, denominado medio TALP completo
(Parrish et al., 1988), compuesto por NaCl 100 mM, KCI 3,1 mM, NaHCO; 25 mM, NaH,PO,
0,3 mM, CaCl, 3 mM, MgCl, 0,4 mM, HEPES 10 mM, glucosa 5 mM, piruvato sédico 1 mMy
lactato sédico 21,6 mM, polivinilpirrolidona (PVP) 1 mg/ml y con el pH ajustado a 7,2. Asi,
los espermatozoides previamente seleccionados mediante el método de swim-up/dextrano
se diluyeron a una concentracion de 1,6 x 10° células/ml en este medio y se incubaron en
una estufa a 39 °C, con un 5 % de CO, y un 100 % de humedad, durante tres horas.

Como los espermatozoides ovinos son dificiles de capacitar in vitro, fue necesario
afiadir al medio TALP una mezcla de sustancias que denominamos cocktail, que son
capaces de incrementar el AMPc, y asegurar la capacitacion in vitro de los espermatozoides
ovinos (Colas et al. 2008). Este cocktail estaba compuesto por dibutiril-cAMP (db-cAMP, un
analogo del AMPc; 1 mM), cafeina y teofilina (ambos inhibidores de fosfodiesterasas; a una
concentracion final de 1 mM, cada uno), &cido okadaico (OA, un inhibidor de fosfatasas de
amplio espectro; afiadido a una concentracion de 0,2 uM) y metil-B-ciclodextrinas (M-B-CD,
un aceptor de colesterol; 2,5 mM). Ademas, a todas las alicuotas se les afadi6 D-
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penicilamina (PEN) a una concentracion final de 1 mM, dado que se ha descrito
recientemente que este producto de la degradacion de la penicilina evita la aglutinacion
espermética cuando se afiade a un medio capacitante (Leahy et al., 2016).

Para valorar el efecto de la melatonina, ésta se afiadié al inicio de la capacitacién a
una concentracion final de 1 uM. Debido a la baja solubilidad de esta hormona en medios
acuosos, se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSO) y PBS (NaCl 3,13 g/l, KCI 0,2 g/l, Na;HPO,
1,44 gl/l, KH,PO, 0,24 g/l, pH 7,4). Para tener en cuenta un posible efecto del DMSO, este se
afiadié a la misma concentracion (0,1%o0) a la muestra control sin melatonina.

Ademads, para analizar si los posibles efectos de la melatonina estaban mediados por
Su union a sus receptores de membrana MT; y/o MT,, se afiadieron también agonistas y
antagonistas de los mismos. Se utiliz6 8-metoxi-2-propionamidotetralin (8M-PDOT), que es
un agonista fuerte del receptor MT, y un agonista débil del receptor MT; (Dubocovich et al.,
1997), a dos concentraciones finales distintas, 1 uM y 10 nM, nada mas empezar la
capacitacion in vitro. En el caso de los antagonistas, se afiadio 4-fenil-2-propionamidotetralin
(4P-PDOT), que es un antagonista competitivo de MT,, pero a concentraciones superiores
a 300 nM también inhibe MT; (Dubocovich and Markowska, 2005), por lo que también se
afadio a dos concentraciones distintas, 1 uM y 10 nM, a tiempo cero. En las muestras con
antagonistas, tras 30 minutos de incubacion se afadi6 también melatonina a una
concentracion final de 1 uM.

De esta forma, las muestras utilizadas en los ensayos se denominaron:

e Swim-up: muestra libre de plasma seminal, sin incubar en condiciones
capacitantes.

e Control: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio TALP.

e Cocktail: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio TALP y
con la mezcla de sustancias denominada cocktail, con capacidad demostrada
para inducir la capacitacion in vitro.

e Mel 1 uM: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio TALP
junto con la mezcla de sustancias cocktail y melatonina a una concentracion
de 1 uM.

e 8M-PDOT 1 uM: muestra incubada en condiciones capacitantes enmedio
TALP junto con la mezcla cocktail y el agonista 8M-PDOT a una
concentracion de 1 puM.

¢ 8M-PDOT 10 nM: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio
TALP junto con la mezcla cocktail y el agonista 8M-PDOT a una
concentracion de 10 nM.

e 4P-PDOT 1 puM: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio
TALP junto con la mezcla cocktail y el antagonista 4P-PDOT a una
concentracion de 1 uM. A los 30 minutos de incubacién se afiadi6 también
melatonina a una concentracion de 1 puM.

e 4P-PDOT 10 nM: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio
TALP junto con la mezcla cocktail y el antagonista 4P-PDOT a una
concentracion de 10 nM. A los 30 minutos de incubacion se afiadid
melatonina a una concentracion de 1 uM.
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4.2. EVALUACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS
4.2.1. Andlisis de la motilidad espermatica

La determinacién de la motilidad espermatica se realizé mediante un sistema
automatizado de andlisis espermatico asistido por ordenador (CASA, del inglés Computer
Assisted Semen Analysis), que utiliza un software libre de cbdigo abierto desarrollado
recientemente por nuestro grupo de investigacion denominado OpenCASA (Alquézar-Baeta
et al., 2019).

Para ello se hizo una dilucién (1:10 para las muestras seleccionadas con el método
del swim-up y 1:5 para las muestras capacitadas) con medio bifase (sacarosa 0,25 M, EGTA
100 mM, fosfato sédico 0,5 mM, glucosa 50 mM, HEPES 100 mM y KOH 20 mM), se colocé
una gota de 8 pul en un portaobjetos, se cubrid con un portaobjetos y se evalué en un
microscopio de contraste de fases con objetivo 10x conectado a un ordenador y a una
camara de video capaz de grabar a 60 fotogramas por segundo durante un segundo.
OpenCASA es capaz de integrar las imagenes captadas mostrando la trayectoria de los
espermatozoides y clasificandolos en funcién de su movimiento (estaticos y motiles) y
velocidad (lentos, medios y rapidos). Asi, entre otros datos, proporciona valores de motilidad
total (MT, porcentaje de espermatozoides métiles) y de motilidad progresiva (MP, porcentaje
de espermatozoides que se mueven siguiendo una trayectoria recta).

4.2.2. Estudio de la viabilidad celular (integridad de la membrana plasmatica)

La viabilidad, entendida como la integridad de la membrana espermatica, se valoré
mediante el método descrito por Harrison y Vickers (1990), conocido como método del
ioduro de propidio/diacetato de carboxifluoresceina (PI/CFDA). Esta técnica se basa en la
distinta coloracién que presentan los espermatozoides tras su incubacion con estos dos
colorantes fluorescentes en funcién de la integridad de su membrana plasmatica. Con este
método se consideran viables los espermatozoides tefiidos de color verde, pues ello implica
la presencia de esterasas capaces de hidrolizar el diacetato de carboxifluoresceina
(incoloro) a carboxifluoresceina (fluorescencia verde) y que su membrana esta integra al
presentar impermeabilidad al ioduro de propidio. Por otro lado, los espermatozoides con
fluorescencia roja se consideran no viables, ya que tienen la membrana plasmatica dafiada
y por tanto permeable al ioduro de propidio, el cual penetra en el interior de la célula y se
une al ADN, proporcionando fluorescencia roja (Figura 7.A).

Para la evaluacion, las muestras se diluyeron en el medio bifase, anteriormente
descrito, a una concentracion final de 5 x 10° células/ml y se afiadieron 3 ul de diacetato de
carboxifluoresceina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos, 10 yM en DMSO), 3
pl de ioduro de propidio (Sigma-Aldrich, 7,3 yM en agua destilada), y 5 pl de formaldehido
(1,7 mM en agua destilada) para la fijacion de las células. Seguidamente las muestras se
incubaron a 37 °C en oscuridad durante 15 minutos, y luego se evaluaron mediante un
citdmetro de flujo FC 500 (Beckam Coulter, Fullerton, California, Estados Unidos), que usa
un laser de argon a 488 nm. La fluorescencia se detectdé mediante los filtros FL1-525 + 5 nm
(para CFDA) y FL4-675 £ 5 nm (para PI), y se analizaron un total de 20.000 eventos, con
una media de 500-1.000 eventos/segundo. Se diferenciaron cuatro subpoblaciones de
espermatozoides y se consideraron los CFDA+/ PI- como viables, tal y como se muestra en
la figura 7.B.
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Figura 7. A) Imagen representativa de la doble tincién de los espermatozoides ovinos con ioduro de
propido y diacetato de carboxifluoresceina, evaluada mediate microscopia de fluorescencia con filtro
B-2A (filtro de excitacion 450-490 nm) y aumento 400x B) Diagrama respresentativo de la integridad
de membrana evaluada por citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4.

4.2.3. Evaluacién del estado de capacitacién

Un espermatozoide adquiere la capacidad fecundante durante su transito por el
tracto reproductor femenino en un proceso conocido como capacitacion espermatica, que
implica una serie secuencial de profundos cambios bioquimicos y biofisicos (Yanagimachi,
1994b). Algunos de los cambios que se producen, y que es preciso evaluar para determinar
el estado de capacitacion de la muestra, son un aumento de los niveles de calcio intracelular
(Baldi et al., 1991; White and Aitken, 1989) que puede deberse tanto a la entrada de calcio
procedente del exterior como a la salida del mismo de reservorios intracelulares, asi como el
aumento de la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina (Visconti et al., 1995), serina
y treonina (Grasa et al., 2009). .

4.2.3.1. Estudio de la distribucién del calcio mediante tincion con clorotetraciclina
(CTO)

La determinacion la distribucion del calcio se realiz6 mediante tincion con el
antibiético clorotetraciclina (CTC). Este antibidtico, al penetrar en la célula esperméatica se
une al calcio libre y da lugar a patrones caracteristicos de tincion en funcion de la
distribucion intracelular de este cation, que se relacionan con diferentes estados fisioloégicos
del espermatozoide: no capacitados, capacitados y aquellos que han sufrido la reaccion
acrosomica (Gillan et al., 1997). En este estudio se utilizé una version validada para semen
ovino por nuestro grupo de investigacion (Grasa et al., 2006), basada en el ensayo descrito
por Ward y Storey (1984).

La solucién de CTC se preparo el mismo dia del experimento a una concentracion de
750 uM en una solucion tampoén que contenia Tris 20 mM, NaCl 130 mM vy cisteina 5 pM,
esterilizada mediante un filtro de 0,22 um (Milipore Ibérica, Madrid, Spain) y con un pH de
7,8. Para realizar la tincién se mezclaron 18 ul de cada muestra espermatica (a una
concentracion de 1,6 x 10° células/ml) y 20 ul de la solucién de CTC y las células se fijaron
con 5 pl de una solucién de paraformaldehido al 1,25 % (p/v) en Tris-HCI 0,5 M a pH 7,4.
Tras una incubacién de 30 minutos a 4 °C en oscuridad, se deposité una gota de 6 pl de
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cada mezcla en un portaobjetos y se le afiadieron, para conservar la fluroescencia, 4 pl de
trietilendiamina (DABCO, Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos). Por ultimo, se
colocd el cubreobjetos y se selld6 la preparacibn con esmalte transparente, siempre
realizando todos estos pasos del proceso protegiendo las muestras y los reactivos de la luz.

Las muestras se evaluaron mediante un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse
E-400) equipado con un filtro V-2A (420-490 nm de excitacion y 510 nm de emision) y
objetivo de inmersion 100x. Se evaluaron 200 espermatozoides por muestra y se
distinguieron tres tipos espermaticos distintos segun el patron de tincion (figura 8): no
capacitados (NC, distribuciéon uniforme de la fluorescencia en toda la cabeza), capacitados
(C, con fluorescencia unicamente en el acrosoma) y células con el acrosoma reaccionado
(R, sin fluorescencia en la cabeza, o Unicamente con una banda de fluorescencia en la zona
ecuatorial).

Figura 8: Espermatozoides ovinos tefiidos con CTC y visualizados con microscopia de fluorescencia
con filtro V-2A y 1000x. Se pueden observar espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y
reaccionados (R).

4.2.3.2. Estudio de la fosforilacion de tirosinas mediante western-blot
4.2.3.2.a Extraccién de proteinas espermaticas

La extraccion de proteinas espermaticas se realiz6 siguiendo el método descrito por
Colas y col. (2008). A 200 ul de cada muestra conteniendo una concentracién de 1,6 x 10°
células/ml se les afiadieron 100 pl de medio de extraccion (ESB, Extraction Sample Buffer),
compuesto por un 2% de SDS (dodecil sulfato sodico, p/v), Tris-HCI 0,0626 mM a pH 6,8 e
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos), a
una concentracion de final de 1% (v/v).

La mezcla se incub6 durante 5 minutos a 100 °C en un bafio de arena y después se
centrifugé a 15000 x g durante otros 5 minutos. Se recogié el sobrenadante al que se
afadieron 2-mercaptoetanol y glicerol, a una concentracion final del 5% y el 1% (v/v)
respectivamente, y 0,002% (p/v) de azul de bromofenol diluido en glicerol al 10%. Las
proteinas extraidas se almacenaron en congelador a -20 °C hasta su posterior analisis.
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4.2.3.2.b SDS-PAGE e Inmunoblotting

Las proteinas se separaron en una dimension siguiendo el método descrito por
Laemmli (1970). Asi, 10 ul de las proteinas extraidas se cargaron en geles de acrilamida al
10 %, junto con un patrén de comparacion de pesos moleculares de 10 a 250 kDa (Bio-Rad,
Hercules, California, Estados Unidos). Las condiciones de electroforesis fueron 130 V
durante 90 minutos, a 4 °C. Las proteinas, una vez separadas, fueron transferidas a una
membrana de PVDF utilizando una unidad de transferencia semi-seca, mediante el sistema
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, Hercules, California, Estados Unidos).

Realizada la transferencia de las proteinas, los sitios de unién no especificos de la
membrana se bloquearon mediante incubacion de la misma en PBS (NaCl 3,13 g/I, KCI 0,2
g/l, Na,HPO, 1,44 g/l, KH,PO,4 0,24 g/l, pH 7,4) con 5% de BSA (p/v) durante cuatro horas a
temperatura ambiente.

Para la deteccién de residuos de tirosina fosforilados, se utilizé el anticuerpo primario
monoclonal generado en ratén anti-fosfotirosinas (clone 4G10® Millipore #05-321), diluido
1:1000 en PBS-Tween-20 (0,1 % p/v) con un 1% de BSA (p/v). Se afadi6 también un
anticuerpo anti-actina como control de carga, producido en conejo (SC-398103, Santa Cruz
Biotechnology, California, Estados Unidos) diluido 1:500 (v/v) en PBS-Tween-20 (0,1 % p/v)
con un 1% de BSA (p/v). Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, tras realizar tres lavados de 10 minutos de duracion con PBS-
Tween-20, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios (IRDye® 800CW
Donkey anti-Mouse e IRDye® 680RD Donkey anti-Rabbit, (LI-COR Biosciences, Lincoln,
Nebraska, Estados Unidos)) diluidos 1:30.000 y 1:15.000 (v/v) respectivamente, durante una
hora a temperatura ambiente en semi-oscuridad.

Finalmente, las membranas se escanearon utilizando el sistema de adquisicion de
imagenes para western-blot basado en fluorescencia Odissey CIx Infrared Imaging System
(LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos) y se cuantifico la sefal para
determinar la intensidad de las bandas de fosfotirosinas de las proteinas en relacion al
control de carga. Ademas, las membranas se tifieron con colorante azul Coomasie durante
10 minutos y se destifieron con metanol al 30% y acido acético al 10% (v/v) durante 4 horas
para verificar que la transferencia se habia producido correctamente.

4.3. INMUNOENSAYO DE TIPO ELISA PARA LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
DE CaMKIl Yy CaMKlla

Para evalular la concentraciéon de CaMKIl y CaMKIla en las muestras espermaticas
se utilizaron dos kits ELISA de tipo sandwich comerciales (MBS033451 y MBS054563
respectivamente, MyBioSource, San Diego, California, Estados Unidos).

Previamente, se obtuvieron lisados celulares de muestras de espermatozoides
incubados en condiciones capacitantes: para ello 500 ul de células se centrifugaron a 600 g
durante 6 minutos, se descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 500 pl de un
buffer de lisis comercial (X050, Arbor Assays, Michigan, Estados Unidos) al que de forma
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previa se habian afiadido inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich, San Luis,
Misuri, Estados Unidos) en una proporciéon 1:1000 (v/v) y 1:100 (v/v), respectivamente, y
también fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), otro inhibidor de proteasas, a una
concentracion final 1 mM. Tras 30 minutos de incubacién en hielo, las muestras se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4 °C. Por ultimo, se
recogié el sobrenadante y se guardd en forma de alicuotas que se almacenaron en un
congelador a -80 °C hasta su analisis posterior.

Para la realizacion del inmunoensayo, se afiadieron 50 pul de las muestras de lisados
celulares y 50 ul de cada estandar (S, S,, Sz, S4, Ss Y Se, suministrados en el kit ELISA) a
los pocillos correspondientes de una placa de 96 pocillos, dejando dos pocillos vacios, que
funcionaron como blanco. Seguidamente, se afiadieron 100 pl del reactivo HRP-Conjugate a
todos los pocillos (excepto a los que funcionaban como blanco), se cubri6 la placa con una
membrana y se dej6 incubar durante una hora a 37 °C. Pasado ese tiempo, se realizaron
cuatro lavados con una solucién de lavado proporcionada por el propio kit. Tras los lavados,
se afiadieron 50 pl de la denominada solucion cromégena A y otros 50 pl de la solucion
cromoOgena B, también a todos los pocillos. Se dejo incubar la placa protegida de la luz
durante 15 minutos a 37 °C y pasado ese tiempo se afiadieron 50 ul de la solucién STOP a
cada pocillo. Por altimo, se midi6 la densidad 6ptica a 450 nm utilizando un lector de placas
de ELISA (SPECTROstar Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania).

4.4, DETECCION DE LA ENZIMA CALCIO-CALMODULINA KINASA II EN SUS FORMAS
FOSFORILADA Y OXIDADA MEDIANTE WESTERN-BLOT

La extraccién de proteinas espermaticas se realizé siguiendo el mismo método que
el descrito en el apartado 4.2.3.2.a, si bien de forma previa a la adicion del medio de
extraccion, se realizd una centrifugacién de las muestras a 600 g durante 10 minutos. Tras
la centrifugacién, se descarté el sobrenadante y fue el pellet lo que se resuspendid
directamente en el medio de extraccion ESB. Por su parte, la separacion de proteinas y el
inmunoblotting se llevaron a cabo de forma similar a la descrita en el apartado 4.2.3.2.b, con
algunas modificaciones. Por ejemplo, a la hora de estudiar la presencia de la forma oxidada
de CaMKIl, el tiempo de bloqueo de los sitios de uniéon no especificos de las membranas
con PBS 5% BSA tuvo que alargarse, a fin de disminuir al méximo las uniones inespecificas,
pasando de las 4 horas a las 8 horas.

Para la deteccién de las formas fosforilada y oxidada del complejo calcio-calmodulina
Kinasa Il (CaMKIl) se probaron varios anticuerpos primarios distintos: asi, se utilizaron dos
anticuerpos monoclonales anti-CamKIll fosforilada en su residuo T286, generados ambos en
raton (AB171095, Abcam, Cambridge, Reino Unido y SC-32289, Santa Cruz Biotechnology,
California, Estados Unidos) y un anticuerpo policlonal anti-CamKII oxidada en sus residuos
Met281/2, generado en conejo (07-13987, Milipore Corporation, Burlington, Massachusetts,
Estados Unidos), ambos diluidos 1:2000 (v/v) en PBS-Tween-20 (0,1 % p/v) con un 1% de
BSA (p/v). En ambos casos se afadieron también anticuerpos anti-actina y anti-tubulina
como control de carga, producidos el primero en conejo (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri,
Estados Unidos) y el segundo en ratén (SC-398103, Santa Cruz Biotechnology, California,
Estados Unidos), diluidos 1:500 (v/v) tal y como se describe en el apartado 4.2.3.2.b.
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La incubacion de las membranas con los anticuerpos primarios tuvo una duracion
diferente en funcién del tiempo utilizado en el blogqueo; de este modo, si el bloqueo tuvo una
duracion de cuatro horas, la incubacion con el anticuerpo primario se mantuvo durante toda
la noche, mientras que si el bloqueo se habia extendido hasta las 8 horas, como en el caso
de los western-blot para analizar la forma oxidada de CaMKIl, la incubacion con el
anticuerpo primario se realiz6 durante 16 horas.

Por ultimo, los lavados, la incubacién con anticuerpos secundarios y el escaneado de
las membranas se realizaron con el procedimiento descrito en el apartado 4.2.3.2.b.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados en este trabajo se muestran como la media £ S.E.M.
(error estandar de la media) del nimero de muestras indicadas para cada caso. El andlisis
estadistico de los datos se realiz6 con el software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc, San Diego, California, Estados Unidos). La motilidad, la viabilidad y el estado de
capacitacion se analizaron por chi-cuadrado, mientras que la cantidad de proteina CaMKII
fosforilada y oxidada, la fosforilacion en residuos de tirosina, y los niveles de CaMKIl y
CaMKIlla analizados por inmunoensayo se evaluaron mediante ANOVA tras corroborar que
los datos seguian una distribucion normal mediante el test de Kolmogorov—Smirnov.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. [EFECTO DE LA MELATONINA Y DE UN AGONISTA Y UN ANTAGONISTA DE RECEPTORES
DE LA MISMA SOBRE ESPERMATOZOIDES OVINOS INCUBADOS EN CONDICIONES
CAPACITANTES

En primer lugar, con el objetivo de comprobar que la adicién de la melatonina, o de
los agonistas y antagonistas de los receptores de la misma, no afectaba negativamente a la
funcionalidad espermatica, se estudié la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides
ovinos en presencia de estos compuestos tras su incubacion en condiciones capacitantes.

Por un lado, la incubacion de los espermatozoides en medio TALP y en medio
cocktail durante tres horas en condiciones capacitantes disminuy6 la motilidad total de forma
significativa (P<0,01) en todas las muestras con respecto a la muestra swim-up (figura 9).
Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo de
investigacion, en los que se ha descrito que la incubacién de espermatozoides en
condiciones capacitantes durante tres horas provoca una disminucion de la motilidad total
(Gimeno-Martos et al., 2019). Por otra parte, la muestra incubada con el antagonista de los
receptores de melatonina a baja concentracion (4P-PDOT a 10 nM), mostré diferencias
significativas (P<0,01) con las muestras TALP, cocktail y melatonina (33,73 + 6,1 vs. 62,03 =
8,9; 54,84 + 8,7 y 50,25 *+ 9,9 % para 4P-PDOT 10 nM vs. TALP y cocktail y melatonina,
respectivamente, figura 9). Este hecho, junto con el aumento de motilidad de la muestra
incubada con el agonista 8M-PDOT 10 nM con respecto a las muestras cocktail y
melatonina (55,69 + 13,4 vs. 54,85 + 8,7 y 50,269 + 9,9 % para 8M-PDOT 10 nM vs. cocktail
y melatonina, P<0,05) sugiere que, en el espermatozoide de morueco, el receptor MT,
estaria implicado en la motilidad, a diferencia de otros estudios en conejo que sugieren que,
en esta especie, la melatonina actia sobre la motilidad espermatica por via del receptor MT,
(Zhu et al., 2019)

En el caso de la motilidad progresiva, se observé una disminucion de este parametro
en todas las muestras incubadas en condiciones capacitantes (figura 9), debido a que
durante la capacitacion espermatica se produce un cambio en el patron de movimiento de
los espermatozoides, denominado hiperactivaciébn espermatica, que implica un movimiento
menos progresivo (Yanagimachi, 1994b). Este descenso fue significativo en presencia tanto
del agonista del receptor de melatonina a ambas concentraciones como del antagonista,
también a ambas concentraciones, lo cual parece indicar que este descenso en la motilidad
progresiva es independiente de los efectos de la adicion de melatonina o de sus agonistas y
antagonistas. Esto concordaria con algunos estudios en los que se sugiere que, aunque la
hiperactivacién ocurra durante la capacitacion, son fendémenos controlados por rutas
diferentes, y que por tanto deberian considerarse de forma independiente (Ho and Suarez,
2001).
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Figura 9: Porcentaje de espermatozoides matiles y métiles progresivos en muestras seleccionadas
por swim-up e incubadas en medio TALP y cocktail (CK) en condiciones capacitantes (39 °C, 100%
humedad y 5% de CO,) sin o con melatonina (a concentracion final 1 puM), o con diferentes
concentraciones (1 uM o 10 nM) del agonista de los receptores de la misma, (8M-PDOT) o
melatonina 1 puM junto con el antagonista de los receptores de la misma (4P-PDOT). Los valores se
muestran como media + error estandar de la media (n=4).*** P < 0,001 comparando con la muestra
swim up; **° P<0,001, ** P<0,01 y ° P<0,05 con la muestra TALP; ### P<0,001, y ## P<0,01 y #
P<0,05 con la muestra cocktail.; T11 P<0,001 y T P<0,05 con la muestra incubada en cocktail con
melatonina.

Por otro lado, la viabilidad (integridad de membrana plasmatica) disminuy6
ligeramente tras las tres horas de incubacion en condiciones capacitantes, tanto en las
muestras incubadas en medio TALP (control) como en medio cocktail, en comparaciéon con
la muestra swim-up (figura 10). Estos resultados coincidirian con otros anteriores de nuestro
grupo que demostraron que la incubacion de los espermatozoides ovinos durante tres horas
en condiciones capacitantes disminuye la viabilidad de las muestras (Luna et al., 2015), y
que la incubacién con melatonina no parece afectar a la viabilidad (Casao et al., 2010b).
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Figura 10: Porcentaje de espermatozoides viables (con la membrana intacta) en muestras
seleccionadas por swim-up e incubadas en medio TALP o cocktail (CK) en condiciones capacitantes
(39 °C, 100% humedad y 5% de CO,) con o sin melatonina (a una concentracion final de 1 uM), con
diferentes concentraciones del agonista de los receptores de melatonina 8M-PDOT (1 uM o0 10 nM) o
con diferentes concentraciones del antagonista de los receptores de melatonina 4P-PDOT (1 uM o 10
nM) junto con melatonina 1 puM. Los valores se muestran como media + error estandar de la media
(n=4).*** P<0,001, ** P<0,01 y * P<0,05 comparando con la muestra swim-up.

5.2. IMPLICACION DE LOS RECEPTORES DE MELATONINA EN EL EFECTO DESCAPACITANTE
DE LA MISMA EN ESPERMATOZOIDES OVINOS INCUBADOS EN CONDICIONES CAPACITANTES

5.2.1. Efecto sobre la distribucion del calcio

Nuestro grupo de investigacion habia descrito con anterioridad que la melatonina, a
concentracion 1 uM, ejercia un efecto descapacitante sobre los espermatozoides ovinos,
tanto en medios sin agentes elevadores del AMPc (Casao et al., 2010b) como en presencia
de los mismos (cocktail) (Gimeno-Martos et al, 2019). Este efecto podria estar mediado por
la unién de la melatonina a sus receptores (MT;, MT, 0 ambos) o ser independiente de ellos
(y producirse tras atravesar directamente la membrana plasmatica). Para dilucidar esta
cuestion, se procedio a evaluar el estado de capacitacion espermatica mediante tincion con
clorotetraciclina (CTC), tras incubacion en condiciones capacitantes con agentes elevadores
del AMPc (cocktail) en presencia de melatonina, y de un agonista y un antagonista de sus
receptores.

Tal y como se aprecia en la figura 11, tras tres horas de incubacion en condiciones
capacitantes se produjo un incremento significativo (P<0,01) de espermatozoides
capacitados en todas las muestras incubadas en medio cocktail cuando se comparan con el
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grupo TALP. Este resultado concuerda con estudios previos de nuestro grupo, que
demostraron que para que se produzca la capacitacion en espermatozoides ovinos no solo
son necesarios los iones calcio y bicarbonato (presentes tanto en el medio TALP como en el
cocktail), sino también un conjunto de sustancias que incrementen el AMPc, ya que en los
espermatozoides de esta especie hay una elevada cantidad de fosfodiesterasas que
degradan rapidamente el AMPc generado (Colas et al., 2008).
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Figura 11: Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados evaluados
mediante la tincién con clorotetraciclina (CTC) en muestras seleccionadas por swim-up y tras 3 horas
de incubacién in vitro en medio TALP o cocktail (CK) y en condiciones capacitantes (39 °C, 100%
humedad y 5% de CO,) sin 0o con melatonina (a una concentracién final de 1 uM), con diferentes
concentraciones del agonista de receptores de melatonina 8M-PDOT (1 uM o 10 nM), o con
diferentes concentraciones del antagonista de los receptores de melatonina 4P-PDOT (1 uM o 10 nM)
junto con melatonina 1 puM. Los valores se muestran como media * error estandar de la media (n=4 ***
P<0,001 comparando con la muestra control (TALP); ### P<0,001; ## P<0,01 y # P<0,05
comparando con la muestra incubada en medio cocktail; T+t P<0,001, tt P<0,01 y t P<0,05
comparando con la muestra incubada en medio cocktail y con melatonina 1 uM.

Ademas, la presencia de melatonina a una concentracion 1 uM en el medio cocktail
produjo un aumento significativo (P<0,01) del porcentaje de espermatozoides no
capacitados (41 + 2,9 vs. 58,40 + 5,3 % para cocktail vs. melatonina), en detrimento del
porcentaje de capacitados (53,40 + 2,8 vs. 36,6 + 5,9 % para cocktail vs. melatonina
P<0,01), respecto de la muestra incubada en el mismo medio pero sin esta hormona. Estos
resultados estarian en concordancia con el efecto descapacitante de la melatonina a esta
concentracion descrito anteriormente por nuestro grupo y comentado anteriormente (Casao
et al., 2010b; Gimeno-Martos et al, 2019).

Al afadir el agonista de los receptores de melatonina 8M-PDOT a concentracion 1
uM se obtuvieron unos porcentajes de espermatozoides no capacitados y capacitados
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similares a los obtenidos con melatonina (58,4 + 5,3 y 59,4 + 6,7 % de no capacitados para
melatonina y para 8M-PDOT 1 uM y 36,6 + 59 y 35,2 + 7,2 % de capacitados para
melatonina y para 8M-PDOT 1 uM, respectivamente, figura 11). Sin embargo, a
concentracion menor (10 nM), aunque también se produjo un aumento del porcentaje de
espermatozoides no capacitados (51 + 7,9 vs. 41 + 2,9 para 8M-PDOT 10 nM vs cocktalil,
P<0,01) y una disminucion del porcentaje de capacitados (44,4 + 8,1 vs. 53,4 + 2,8 para
8M-PDOT 10 nM vs cocktail, P<0,05) con respecto a la muestra cocktail, estos cambios
también fueron significativamente inferiores a los de la muestra incubada con melatonina
(58,4 + 5,3 % de no capacitados y 36,6 + 5,9 % de capacitados, P<0,05 con respecto a 8M-
PDOT 10 nM). Teniendo en cuenta que a concentracién 1 uM, 8M-PDOT es capaz de unirse
a los dos receptores de melatonina MT; y MT,, mientras que a concentracion 10 nM tiene
mayor afinidad por el receptor MT, (Dubocovich et al., 1997), estos resultados parecen
apuntar a que la melatonina, en medios con alto AMPc, necesita unirse a ambos receptores
de melatonina para ejercer todo su efecto descapacitante.

Cuando, previamente a la adicion de melatonina 1 uM en las muestras cocktail, se
afadi6 el antagonista de los receptores 4P-PDOT, se atenud el efecto descapacitante de la
hormona, ya que, como se puede observar en la figura 11, no hubo diferencias significativas
en el porcentaje de espermatozoides capacitados con respecto a la muestra cocktail (53,4 +
28 vs. 47,2 £+ 36 y 49,2 + 6,6 % para cocktail vs. 4P-PDOT 1 uM y 10 nM,
respectivamente), mientras que los no capacitados aumentaron ligeramente (41 + 2,9 vs.
48,8 + 3,5y 48,2 + 6,72 para cocktail vs. 4P-PDOT 1 uM y 10 nM, respectivamente. P<0,05).
Ademas, en las muestras incubadas con el antagonista, el porcentaje de espermatozoides
no capacitados fue significativamente inferior, y el de capacitados superior a los de la
muestra incubada con melatonina 1 uM (58,4 + 5,3 % de no capacitados y 36,6 + 5,9 % de
capacitados ,P<0,01 cuando se comparan con 4P-PDOT 1 uM y 10 nM). Como 4P-PDOT es
un antagonista selectivo del receptor MT, a concentracién 10 nM, y antagonista de ambos
receptores a concentracion 1 uM (Dubocovich and Markowska, 2005), estos resultados
corroboran los observados con el agonista. Hasta ahora, nuestro grupo habia demostrado
que el efecto descapacitante de la melatonina en medios sin agentes elevadores del AMPc
se ejercia fundamentalmente a través del receptor MT, (Gonzalez-Arto et al., 2016). Los
resultados del presente trabajo Fin de Master apuntan a que, cuando la capacitaciéon se
dispara con agentes elevadores del AMPc, este efecto descapacitante se podria llevar a
cabo también a través de MT;.

5.2.2. Efecto sobre la fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas de
membrana esperméaticas

La fosforilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional que se relaciona
con el proceso de capacitacion espermética. En concreto, se ha observado que durante la
capacitacion aumenta el grado de fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina en
especies como el ratén (Visconti et al., 1995), el ser humano (Carrera et al., 1996; Leclerc et
al., 1997) y tal como describié nuestro grupo, también en la especie ovina (Pérez-Pé et al.,
2002). Por esta razon, una vez observado que la melatonina, el agonista 8M-PDOT vy el
antagonista 4P-PDOT modifican los porcentajes de espermatozoides capacitados y no
capacitados determinados mediante tincion con CTC, se procedid a estudiar si la incubacién
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con estas sustancias en condiciones capacitantes afectaba también a la fosforilacion de
residuos de tirosina.

El analisis de las bandas correspondientes a fosfotirosinas obtenidas mediante
western-blot por cuantificacion densitométrica revelé una mayor sefial para todas las
muestras incubadas en medio cocktail frente a las muestras no capacitadas in vitro (swim-
up) y muestras incubadas en medio TALP (figura 12.A). También puede observarse un
ligero aumento de la sefial en la muestra incubada con el agonista a concentracion 1 uM.
Sin embargo, las diferencias no fueron significativas entre ninguno de los grupos
experimentales posiblemente debido a la gran variabilidad de sefial que presentaron las
distintas membranas de western-blot. Aunque tampoco se puede descartar que, aunque la
melatonina y los moduladores de los receptores de la misma produzcan cambios sobre la
distribucion intracelular del calcio, que es lo que evalla la tincion de CTC, no tengan efecto
sobre la fosforilacién de tirosinas en las condiciones ensayadas, ya que, aunque ambos
fendmenos ocurren durante la capacitaciébn espermatica, no tienen por qué darse siempre
juntos o en respuesta a los mismos estimulos (Gonzalez-Arto et al., 2016). Asi, seria
necesario llevar a cabo un mayor nimero de experimentos de western-blot para dilucidar
esta cuestion.
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Figura 12.A: Cuantificacion por densitometria del total de proteinas fosforiladas en tirosinas de las
muestras espermaticas seleccionadas por swim-up y tras 3 horas de incubacion en condiciones
capacitaciones (39 °C y 5% de CO.,), en medio TALP (control), en medio cocktail, con melatonina 1
uM, con diferentes concentraciones del agonista de receptores de melatonina 8M-PDOT (1 uM o 10
nM), o con diferentes concentraciones del antagonista de los receptores de melatonina 4P-PDOT (1
pM o 10 nM) junto con melatonina 1 pM. Los valores se muestran como media * error estandar de la
media (n=4). B. Western-blot representativo de los obtenidos utilizando anticuerpos antifosfotirosinas
en proteinas de muestras seleccionadas por swim-up (carril 1) y tras 3 horas de incubaciéon en
condiciones capacitacitantes (39 °C y 5% de CO,) en medio TALP (control, carril 2), en medio
cocktail (carril 3), con melatonina 1 uM (carril 4), con diferentes concentraciones del agonista de
receptores de melatonina 8M-PDOT (1 uM en el carril 5 0 10 nM, en el carril 6), 0 con el antagonista
de los receptores de melatonina 4P-PDOT a una concentraciéon 1 pM, junto con melatonina 1 uM
(carril 7).
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5.3.  IMPLICACION DE LA CAMKII EN EL MECANISMO DE ACCION DE LA MELATONINA

Una vez estudiado el efecto de la melatonina sobre la capacitaciébn espermatica y la
participacion de ambos receptores de melatonina en el proceso, nos planteamos estudiar si
en este mecanismo también estaba implicada la enzima CaMKIl, y de qué manera.

5.3.1. Efecto de la melatonina, y de agonistas y antagonistas de receptores de
melatonina sobre los niveles de CaMKIl y CaMKlla en el espermatozoide ovino
evaluado por inmunoensayo

En un trabajo anterior, que formé parte de mi Trabajo Fin de Grado, se identifico, por
primera vez, la CaMKIl y su isoforma alfa (CaMKlla) en el espermatozoide ovino. Ademas,
se observl un aumento cualitativo en los niveles de esta enzima, evaluado por western-blot,
cuando los espermatozoides eran incubados en condiciones capacitantes en presencia de
melatonina a una concentracion 1 uM (Pefia-Delgado et al., 2018) . Ya que, como hemos
comentado, a veces es dificil la observacion de diferencias significativas tras cuantificacion
de las sefales de western-blotting, debido a la gran variabilidad de sefial que presentan las
distintas membranas, en el presente TFM se traté de determinar cuantitativamente cambios
en los niveles de CaMKIl y CaMKlla debidos a la presencia de melatonina mediante
ensayos ELISA. Asi mismo, también se realizaron ensayos en presencia de agonistas y
antagonistas de sus receptores de membrana, con el fin de analizar si los cambios relativos
a la cantidad de enzima se relacionarian con una posible unién de la melatonina a los
receptores MT; y MT,.

Como se puede apreciar en la figura 13.A, se observé un aumento no significativo de
los niveles de CaMKII total en todas las muestras incubadas en el medio cocktail respecto
del control (TALP), lo que sugiere que se produce un aumento de la concentracion de esta
enzima con la capacitaciébn espermatica, ya que esta kinasa participa en importantes
procesos que ocurren durante la capacitacién, como la hiperactivacion (Ignotz and Suarez,
2005) y la fosforilacion de proteinas (Gonzalez-Fernandez et al., 2013; Li et al., 2016). Sin
embargo, la concentracion de la isoforma alfa (CaMKlla) se mantiene constante entre los
distintos grupos experimentales, en torno a los 1.5 ng/ml (figura 13.B). Teniendo en cuenta
que el kit de ELISA empleado para medir los niveles de CaMKI| total es capaz de reconocer
todas las isoformas de la misma, es posible que el aumento en los niveles de CamKiIl
observado se deba a que aumenta la concentracion de otras isoformas de CaMKIl, como las
isoformas B,6 o y. En cualquier caso, la presencia de melatonina no dio lugar a ningan
aumento en los niveles de esta enzima, ni tampoco la incubacion con los agonistas o
antagonistas de los receptores de la misma. Estos resultados no concuerdan con los
observados en células sométicas, pues se ha visto en células de musculo esquelético que la
melatonina es capaz de aumentar la concentracion intracelular de CaMKIl, y lo hace
aumentando sus niveles de expresion (Teodoro et al., 2014). Tal vez este efecto no se
pueda observar en espermatozoides debido a que su material genético esta altamente
compactado al tener las histonas sustituidas por protaminas, de tal forma que no puede
haber replicacion ni transcripcion (Angel et al., 2006), y de este modo, no se pueda producir
ningan cambio en los niveles de expresion de ninguna proteina, incluida la CaMKII.
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Figura 13: Concentracién de CaMKIl total (panel A) y CaMKlla (panel B) evaluada mediante
ELISA en muestras espermaticas tras 3 horas de incubacién en condiciones capacitantes (100%
humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en medio TALP, en medio cocktail (CK), en medio cocktail con
melatonina a una concentracion final de 1 uM, con diferentes concentraciones del agonista de
receptores de melatonina 8M-PDOT (1 uM o 10 nM) o con diferentes concentraciones del
antagonista de los receptores de melatonina 4P-PDOT (1 uM o 10 nM) junto con melatonina 1 puM.
Los valores se muestran como media + error estandar de la media de n=3 para CaMKIl y de n=4
para CaMKlla.

5.3.2. ldentificacion de modificaciones post-traduccionales de la calcio-
calmodulina protein kinasa Il (CaMKIl) en el espermatozoide ovino

Una vez comprobado que los efectos de la melatonina sobre la capacitacion
espermatica no estdn mediados por cambios en la concentracion de la enzima CaMKIl,
gquedaba por estudiar la posibilidad de que dicha hormona actuase dando lugar a
modificaciones post-traduccionales de la citada enzima, pues ésta puede sufrir tanto
procesos de fosforilacion como de oxidacion (Erickson, 2014) . Estas modificaciones se han
descrito en células somaticas como en cardiomiocitos (Erickson et al., 2011b), neuronas
(Lee et al., 2009) y células de musculo esquelético (Eilers et al., 2014), y también en
espermatozoides de algunas especies, como la especie bovina (Shabtay and Breitbart,
2016), pero hasta la fecha, nunca se habian descrito en el espermatozoide ovino. Asi que,
el siguiente paso se centré en investigar si las formas oxidada y fosforilada de la CaMKII
estaban presentes en espermatozoides de morueco.

5.3.2.1 Identificacién de la enzima CaMKIl en su forma oxidada

La oxidacion de los residuos Met281 y Met282 es un fendmeno que se ha observado,
ademas de en tejido cardiaco (Erickson et al., 2011a), en el espermatozoide bovino
(Shabtay and Breitbart, 2016), de modo que se procedié a evaluar, mediante western-blot, la
posible presencia de CaMKII oxidada en el espermatozoide de morueco.
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Los primeros western-blot realizados con el Unico anticuerpo disponible para CAMKII
oxidada (07-13987, Milipore Corporation, Burlington, Massachusetts, Estados Unidos )
mostraron una banda muy intensa en torno en torno a los 60 kDa, que es el peso molecular
esperado para esta proteina oxidada (figura 14.A.). Aunque estos resultados parecian
esperanzadores, al comparar las bandas fluorescentes con las que aparecian en las
membranas una vez tefiidas (figura 14.B.) daba la impresion de que el anticuerpo estaba
reconociendo en realidad a la albimina sérica bovina (BSA), que estaba presente en los
medios en los que se habian incubado las muestras, y que tiene un peso molecular parecido
al de la CaMKII oxidada (en torno a 66 kDa).
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Figura 14. A): Western-blot representativo de los obtenidos utilizando un anticuerpo anti CaMKII
oxidada (07-13987, Milipore Corporation) en proteinas extraidas de espermatozoides
seleccionados por swim-up (carril 1), y tras tres horas de incubacién en condiciones capacitantes (100
% humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en medio TALP (carril 2), en medio cocktail (carril 3) y en medio
cocktail con melatonina a una concentracion 1 uM (carril 4). Las bandas correspondientes a la
proteina de interés (en rojo) y a la tubulina empleada como control de carga (verde) aparecen
remarcadas en blanco. B): Membrana tefiida con Azul de Coomasie de ese mismo western-blot.

A fin de comprobar esta posible unién inespecifica, se realiz6 un nuevo western blot
en el que se cargaron proteinas extraidas de una muestra de semen fresco diluido en medio
bifase (que no lleva BSA en su composicion), semen fresco diluido en medio mHTF con
BSA, y muestras de espermatozoides seleccionados por swim-up y posteriormente
capacitados in vitro sustituyendo la BSA por polivinilpirrolidona (PVP) para evitar la
aglutinacion espermatica y la adhesion de los espermatozoides a las paredes de los tubos.
Este cambio se realiz6 en base a resultados previos del grupo, que sugerian que la BSA no
era necesaria para la capacitacion de los espermatozoides ovinos (Grasa et al., 2006).
Ademas, en ese mismo western-blot también se carg6 el medio mHTF-BSA sin células. El
resultado revel6 que, efectivamente, el anticuerpo se estaba uniendo a la BSA (figura 15),
pues solo aparecia sefial en los carriles donde se habian cargado muestras celulares que se
habian diluido en medio con BSA, y en el medio mHTF-BSA sin células.
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Figura 15: Western-blot incubado con un anticuerpo que reconoce a la enzima CaMKI| oxidada (07-
13987, Milipore Corporation) en una muestra de proteinas procedentes de semen fresco diluido
1:100 (carril 1) y 1:500 (carril 2) en medio bifase; de una muestra de semen fresco diluido 1:100 (carril
3) y 1:500 (carril 4) en medio mHTF-BSA; de una muestra de espermatozoides seleccionados por
swim-up realizado con dextrano y PVP (sin BSA, carril 5), y de una alicuota de medio mHTF-BSA sin
células sometido al mismo procedimiento de extraccion de proteinas que el resto de muestras (carril
6) o afiadida directamente (carril 8).

Dado que la eliminacion de BSA aparentemente no afectaba negativamente al
desarrollo del swim-up y la capacitacién (evaluada por CTC), se realizaron los experimentos
con agonistas y antagonistas sustituyendo la BSA por PVP en los medios, y cuyos
resultados se han expuesto en los apartados 5.1-5.3. Tras el proceso de capacitacion, se
extrajeron proteinas y estas fueron analizadas de nuevo por western-blot, probando distintos
tiempos de bloqueo e incubacién con el anticuerpo primario, a fin de disminuir al maximo las
posibles uniones inespecificas. Ademas, se afiadieron también controles positivos (lisado de
corazon de ratén, y lisado de higado ovino), con los que se esperaba identificar la banda
correspondiente a la CaMKIl oxidada, con un peso molecular en torno a los 60 kDa. La
eleccién estos los controles positivos se basé en estudios que demostraban que la enzima
estaba presente en el corazén de ratén (Swaminathan et al., 2011) y en el higado de rata
(Toledo et al., 2014), aunque no se encontré bibliografia especifica sobre la presencia de
CaMKIll en el higado ovino. El andlisis de las membranas revel6 la presencia de una banda
en torno a 60 kDa en las muestras de espermatozoide de morueco, que podria tratarse de la
enzima CaMKII oxidada; sin embargo, junto a ella aparecian también otras bandas, de
incluso mayor intensidad y de menor peso molecular (figura 16) que podrian implicar la
presencia de la proteina, pero fragmentada, aunque esto resulta poco probable, pues no se
ha descrito que la CaMKII tenga subunidades susceptibles de separarse por SDS-PAGE.
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Figura 16: Western-blot representativo de los obtenidos utilizando un anticuerpo anti CaMKII oxidada
(07-13987, Milipore Corporation) en proteinas extraidas de espermatozoides incubados durante tres
horas en condiciones capacitantes (100 % humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en medio TALP (carril 3),
en medio cocktail (carril 4), en medio cocktail con melatonina a una concentracién 1 uM (carril 5), con
el agonista 8M-PDOT a una concentracion 1 uM (carril 6) 0 10 nM (carril 7), y con el antagonista 4P-
PDOT a concentracion 1 uM (carril 8) o 10 nM (carril 9) junto con melatonina 1 uM. Los carriles 1 y 2
corresponden a los controles positivos: proteinas de lisado de corazén de ratdn (carril 1) y de lisado
de higado ovino (carril 2). Las bandas correspondientes a la proteina de interés aparecen de color
rojo, mientras que la banda verde es la tubulina empleada como control de carga.

No obstante, al visualizar las membranas en blanco y negro, se evidenci6 la
presencia de un mayor nimero de bandas (figura 17) que implicarian una union inespecifica
del anticuerpo primario utilizado a multiples proteinas oxidadas, y que no aparecian en los
controles positivos. ElI hecho de que aparezcan estas mdltiples bandas en las muestras
espermaticas y no aparezcan en los controles positivos podria deberse a que los
espermatozoides son células muy sensibles al estrés oxidativo (Agarwal et al., 2014) y los
espermatozoides incubados en condiciones capacitantes sufren un aumento de la
produccion de ROS, que sirven para regular la capacitacion (Kothari et al., 2010) y que
podrian oxidar maltiples proteinas en sus residuos de metionina.

De este modo, con los experimentos realizados no se hapodido evidenciar de forma
fehaciente que la CaMKIl sufra procesos de oxidacién en el espermatozoide ovino, pese a
gue si se ha descrito esta modificacion post-traduccional para la CaMKII del espermatozoide
bovino (Shabtay and Breitbart, 2016), por lo que se necesitaria realizar mas estudios de
western-blot o ampliar estos con ensayos de inmunofluorescencia indirecta a fin de poder
determinar si verdaderamente la CaMKII se oxida en el espermatozoide ovino.
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Figura 17: Mismo Western-blot que el mostrado en la figura 16 pero visualizado en blanco y negro
con el canal de deteccion de 700 nm, donde se visualizan las bandas que proporciond el anticuerpo
anti CaMKIl oxidada (07-13987, Milipore Corporation) en proteinas extraidas de espermatozoides
incubados durante tres horas en condiciones capacitantes (100 % humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en
medio TALP (carril 3), en medio cocktail (carril 4), en medio cocktail con melatonina a una
concentracién 1 uM (carril 5), con el agonista 8M-PDOT a una concentracion 1 uM (carril 6) o 10 nM
(carril 7), y con el antagonista 4P-PDOT a concentracién 1 uM (carril 8) o 10 nM (carril 9) junto con
melatonina 1 uM. Los carriles 1 y 2 corresponden a los controles positivos: proteinas de lisado de
corazon de ratén (carril 1) y de lisado de higado ovino (carril 2).

5.3.2.2 Identificacion de la enzima CaMKII en su forma fosforilada y de cambios en los
niveles de la misma

Para identificar la CaMKII fosforilada se realizaron andlisis por western-blot utilizando
anticuerpos que reconocian a la CaMKiII fosforilada en su residuo T286. El primer anticuerpo
utilizado (ab171095, Abcam, Cambridge, Reino Unido), permitié evidenciar la presencia de
una banda de peso molecular de aproximadamente 50 kDa (figura 18) que se
corresponderia con el peso molecular de la CaMKIl fosforilada. Sin embargo, el peso
molecular de esta enzima coincide con el peso molecular de la actina, la proteina utilizada
para la normalizacién en la cuantificacion por densitometria, de tal modo que con este
anticuerpo resultaba imposible discernir cual era la banda correspondiente a la proteina de
interés, y cual la correspondiente a la actina, pues se veia una Unica banda de color
amarillo, resultado de la superposicion de la sefal verde (correspondiente a la CaMKII
fosforilada) y la sefial roja (la correspondiente a la actina). Este marcaje inespecifico también
se mantenia al evaluar los canales 700 y 800 por separado.
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Figura 18: Western-blot representativo de los obtenidos utilizando un anticuerpo anti CaMKII
fosforilada (ab171095, Abcam) en proteinas extraidas de espermatozoides seleccionados por swim-
up (carril 1), y tras tres horas de incubacién en condiciones capacitantes (100 % humedad, 39 °C y 5
% de CO,) en medio TALP (carril 2), en medio cocktail (carril 3) y en medio cocktail con melatonina a
una concentracion 1 uM (carril 4). Las bandas correspondientes a la proteina de interés aparecen
remarcadas en blanco. A la izquierda, aparece la membrana vista con el canal de deteccién de 700
nm, a la derecha, vista con el canal de detecciéon de 800 nm, y en el centro, vista con ambos canales
abiertos a la vez.

Por este motivo, se decidié cambiar de anticuerpo y se adquirid otro de otra casa
comercial (SC-32289, Santa Cruz Biotechnology, California, Estados Unidos), se repitieron
los analisis de western-blot y siguié apareciendo el mismo problema. Finalmente, para evitar
estas interferencias, se decidié no afadir anticuerpos que reconociesen a la actina, a fin de
observar una Unica banda a 50 kDa (figura 19), que se corresponderia con la CaMKII
fosforilada. Los cambios observados en la sefial de estas bandas fueron referidos a la
concentracion de células afadidas al principio (1,6 x 10° células/ml, para todas las
muestras).
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Figura 19: Western-blot representativo de los obtenidos utilizando un anticuerpo anti-CaMKII
fosforilada (SC-32289, Santa Cruz Biotechnology) en proteinas extraidas de espermatozoides
seleccionados por swim-up (carril 1), y tras tres horas de incubacién en condiciones capacitantes en
medio TALP (carril 2), en medio cocktail (carril 3) y en medio cocktail con melatonina a una
concentracién 1 uM (carril 4), con el agonista 8M-PDOT a una concentracion 1 uM (carril 5) y a 10
nM (carril 6), y con el antagonista 4P-PDOT a concentracién 1 uM (carril 7) y 10 nM (carril 8), junto
con melatonina 1 uM. Las bandas correspondientes a la proteina de interés aparecen remarcadas
con flechas blancas.
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Estos resultados permitieron evidenciar, por primera vez, la presencia de la CamKIl
en su forma fosforilada en espermatozoides ovinos. Tras haber identificado que la enzima
CaMKIll sufre procesos de fosforilacion en el espermatozoide ovino, se procedié a evaluar si
se producian cambios en los niveles de esta enzima fosforilada en presencia de melatonina,
0 de agonistas y antagonistas de los receptores de la misma. La cuantificacion por
densitometria de las membranas obtenidas por western-blot, mostré aumento de la sefal,
aungue no significativa, en las muestras incubadas con la hormona y los agonistas y
antagonistas, con respecto a las muestras TALP y cocktail, especialmente en las muestras
incubadas con el antagonista 4P-PDOT, a una concentracion 1 uM (figura 20).

A la vista de estos resultados, se podria concluir que, la melatonina, a través de su
unién a receptores, no es capaz de ejercer cambios sobre la CaMKIl relacionados con su
fosforilacion.

Cuantificaciéon de CaMKII fosforilada
500+

4004
300+

2004

1004

Intensidad de la sefial (unidades arbitrarias)

Tratamiento (3 horas)

Figura 20: Cuantificacion por densitometria de CaMKII fosforilada en las muestras esperméticas tras
tres horas de incubacién en condiciones capacitantes (100 % humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en
medio TALP, en medio cocktail (CK), en medio cocktail con melatonina (a una concentracion final de
1 uM), con diferentes concentraciones del agonista de los receptores de melatonina 8M-PDOT (1 uM
0 10 nM) o con diferentes concentraciones del antagonista de los receptores de melatonina 4P-PDOT
(1 uM 0 10 nM) junto con melatonina 1 uM. Los valores se muestran como media + error estandar de
la media (n=4).

En conclusién, la melatonina a concentracion 1 uM ejerce un efecto descapacitante
en los espermatozoides ovinos. Este efecto, al menos en relacion con la localizacion del
calcio intracelular evaluado por la tincion de CTC, lo ejerce por medio de su uniéon a ambos
receptores de membrana especificos, el MT; y el MT,. Sin embargo, a esta concentracion, la
melatonina, no es capaz de modificar los niveles de la enzima CamKiIl, ni de forma global, ni
de su isoforma a, que es la estd mas relacionada con la capacitacién espermatica en otras
especies (Zhang et al., 2016). Ademas, tampoco es capaz de ejercer modificaciones post-
traduccionales en dicha enzima, al menos fosforilaciones, ya que la forma oxidada no se ha
detectado en el presente trabajo. Por tanto, el efecto sobre la capacitaciébn espermatica
ovina de la melatonina no parece mediado por una accion sobre la CaMKIl.
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6. CONCLUSIONES

1) El agonista de receptores de melatonina 8M-PDOT a concentraciones altas (1 uM)
produjo un aumento significativo del porcentaje de espermatozoides no capacitados y una
disminucion del porcentaje de capacitados similares a los producidos por la melatonina
afiadida a la misma concentracion en condiciones capacitantes.

2) La incubacion con el antagonista de receptores de melatonina 4P-PDOT afiadido a
diferentes concentraciones (1 uM y 10 nM), y seguido de la adicibn de melatonina (1 puM)
treinta minutos después, produjo una disminucion del porcentaje de espermatozoides no
capacitados y un incremento del porcentaje de capacitados con respecto a la muestra
incubada con melatonina, lo que sugiere que en medios con alto AMPc, la melatonina
ejerceria su efecto descapacitante sobre los espermatozoides ovinos a través de su union a
sus dos receptores especificos, MT, y MT..

3) Los cambios observados en los porcentajes de espermatozoides capacitados y no
capacitados en respuesta a la melatonina, y a los agonistas y antagonistas de los receptores
de la misma, no se relacionaron con los cambios en el grado de fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina.

4) La melatonina no produjo cambios cuantitativos en los niveles de la enzima
CaMKIl ni de su isoforma alfa (CaMKlla), y tampoco lo hicieron el antagonista ni el
antagonista de sus receptores, afiadidos a diferentes concentraciones.

5) La forma fosforilada de la CaMKII esta presente en espermatozoides ovinos, pero
no se pudo determinar de forma concluyente la presencia de la forma oxidada.

6) La incubacién con melatonina, agonistas o antagonistas de sus receptores no
afecta a la fosforilacién de la CaMKII durante la capacitacién espermética ovina

CONCLUSIONS

1) Melatonin receptor agonist, 8M-PDOT, at high concentrations (1 uM), produced a
significant increase in the percentage of non-capacitated sperm and a decrease in the
percentage of capacitated sperm, which were similar to those changes produced when
melatonin was added at the same concentration in capacitating conditions.

2) Incubation with melatonin receptor antagonist 4P-PDOT, added at different
concentrations (1 uM and 10 nM), followed by the addition of melatonin (1 uM) 30 minutes
later, produced a decrease in the percentage of non-capacitated sperm and an increase in
the percentage of capacitated spermatozoa compared to the sample incubated with
melatonin, suggesting that in high AMPc medium, melatonin would exert the decapacitating
action on ram sperm by binding to its two specific receptors MT; and MT,.

3) These observed changes in the percentages of non-capacitated and capacitated
sperm in response to melatonin, and to agonists and antagonists of melatonin receptors,
were not related to changes in the degree of phosphorylation of tyrosine residues in proteins.
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4) Melatonin did not produce quantitative changes in the levels of the CaMKIl enzyme
or its alpha isoform (CaMKIla), nor did the antagonist or antagonist of its receptors added to
different concentrations (1 uM and 10 nM).

5) Phosphorylated CaMKII is present in ram spermatozoa, but the presence of the
oxidized form could not be conclusively determinated.

6) Incubation with melatonin, or melatonin receptor agonists or antagonists did not
affect CaMKIl phosphorylation during ram sperm capacitation.
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