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1. RESUMEN

La melatonina es una hormona que se sintetiza principalmente en la glandula pineal
y que regula muchos procesos fisiolégicos, como la reproduccién estacional. A nivel celular
es capaz de aumentar los niveles de calcio intracelular en células somaticas y unirse a la
proteina calmodulina. Esto inhibe la formacion del complejo calcio/calmodulina, que regula la
actividad de la enzima calcio/calmodulina protein-quinasa Il (CaMKIl).

Dado que tanto el aumento de los niveles de calcio como la actividad de CaMKII
estan implicados en la capacitacién espermatica (conjunto de cambios que debe sufrir un
espermatozoide para adquirir capacidad fecundante), en el presente trabajo se planted la
hipétesis de que la melatonina podria modular la capacitacién espermatica ovina a través de
la enzima CaMKII. Asi, los objetivos de este estudio fueron investigar el efecto de la
melatonina sobre los niveles y distribucién del calcio intracelular, identificar la presencia de
la proteina CaMKII en el espermatozoide ovino y evaluar los cambios en la concentracion de
la misma en espermatozoides ovinos incubados en condiciones capacitantes.

Para ello, espermatozoides ovinos seleccionados por swim-up se incubaron durante
3 horas en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de CO,) en medio TALP (control), y con
dos concentraciones de melatonina (100 pM y 1 uM). Tras la incubacién se evalu6 la
motilidad, viabilidad, y estado de capacitacion de las muestras. Los cambios en la
concentracion y distribucion de calcio intracelular se evaluaron mediante citometria de flujo
con las sondas Fluo-4 AM y Rhod-5N AM. Finalmente, la identificacion y cuantificacion de
CaMKIl se realiz6 mediante Western Blot en proteinas espermaticas extraidas tras la
capacitacion in vitro.

Los resultados obtenidos indican que la melatonina a una concentracion 1 pM es
capaz de aumentar el porcentaje de espermatozoides vivos con altos niveles de calcio tras
tres horas de incubacion en condiciones capacitantes, sin afectar negativamente a la
funcionalidad espermatica. Ademas, la presencia de melatonina en el medio parece
aumentar los niveles de CaMKIl y de una de sus isoformas (CaMKlIla) en el espermatozoide
de morueco.

En conclusion, este trabajo sugiere que la melatonina podria regular el proceso de
capacitacion espermatica aumentando los niveles de la enzima CaMKIl, aunque las
implicaciones que puede tener esto en su activacibn o actividad todavia no estan
esclarecidas.



ABSTRACT

Melatonin is a hormone synthesized principally by the pineal gland that regulates
many physiological processes, such as seasonal reproduction. At the cellular level,
melatonin can increase intracellular calcium levels in somatic cells, and it can also bind to
calmodulin. This binding inhibits the formation of the calcium/calmodulin complex, which
regulates the activity of calcium/calmodulin protein-kinase Il (CaMKIl).

Since both the increase of calcium levels and CaMKII activity are involved in sperm
capacitation (set of changes required for sperm to gain fertilizing capacity), we hypothesized
that melatonin could modulate ovine sperm capacitation through the CaMKIl enzyme.
Therefore, this study aimed to investigate the effect of melatonin on intracellular calcium
levels and distribution, to identify the presence of CaMKII protein in ram spermatozoa, and to
evaluate the changes in CaMKIl concentration in ram spermatozoa incubated under
capacitating conditions.

For this purpose, ovine spermatozoa, selected by a swim-up/dextran procedure, were
incubated for three hours under capacitating conditions (39 °C and 5% CO,) in TALP
medium (control) and with two different concentrations of melatonin (100 pM y 1 uM). After
incubation, motility, viability and capacitation state of the sperm samples were evaluated.
Changes in intracellular calcium levels and distribution were evaluated by flow cytometry with
Fluo-4 AM and Rhod-5N AM probes. Finally, CaMKIl was identified and quantified by
Western Blot analysis of ram sperm proteins extracted after in vitro capacitation.

The obtained results indicated that 1 uM melatonin can increase the percentage of
live spermatozoa with high calcium levels after three hours under capacitating conditions,
with no negative effects on sperm functionality. Moreover, melatonin seems to increase
CaMKIl and CaMKIlla (an isoform of CaMKII) levels in ram spermatozoa.

In conclusion, this work suggests that melatonin could regulate sperm capacitation by
increasing CaMKII levels, although the melatonin implication on CaMKII activation or activity
is still not clear.



2. INTRODUCCION

2.1 LA MELATONINA Y LA REPRODUCCION

La melatonina es una hormona sintetizada principalmente durante la noche en la
glandula pineal a partir del aminoacido triptéfano, aunque también se produce a lo largo del
dia en otros tejidos extra-pineales, como el ojo (Smith and Baker, 1974), la piel (Slominski
et al.,, 2008), el tracto gastro-intestinal (Huether, 1993), el tracto reproductor femenino
(Brzezinski et al., 1987) y, tal y como demostr6 hace unos afios nuestro grupo de
investigacion, en el tracto reproductor masculino (Gonzalez-Arto et al., 2016).

Esta hormona esta implicada en la regulacion de muchos procesos fisiologicos y
presenta un mecanismo de accion muy complejo. Por una parte, participa en la regulacion
de los ritmos circadianos y circanuales, y de la reproduccion en mamiferos de reproduccién
estacional. Esta molécula también destaca por su papel antioxidante, evitando el dafio
oxidativo en macromoléculas, células y tejidos (Tan et al., 2010). Ademas, a la melatonina
también se le ha asignado un importante papel como molécula quimioatrayente en
leucocitos (Pefia et al., 2007) y en células del epitelio pigmentario retinal (Shirakawa and
Ogino, 1987), y también como modulador del citoesqueleto (Benitez-King, 2006).

Respecto a su participacién en los procesos reproductivos, la melatonina regula la
estacionalidad reproductiva a través del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (McGuire et al.,
2011). En el caso de la especie ovina, que presenta una reproduccion estacional muy
marcada, con un periodo reproductivo en otofio e invierno y otro no reproductivo en
primavera y verano, la melatonina actia como estimuladora de la reproduccién. Fueron
Ebling y Hastings (1992) los primeros en identificar las bases del mecanismo de liberacién
de esta hormona: cuando la luz incide sobre la retina, ésta envia la informacion a la glandula
pineal, a través del nlcleo supraquiasmatico del hipotalamo y una vez llega, se suprime la
liberacion de melatonina. De esta forma, la melatonina so6lo se secreta en periodos de
oscuridad, siendo esta secrecién proporcional a la duracién de la noche. 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 que son, precisamente, las
estaciones en las que la especie ovina presenta actividad reproductiva.

Esta secreciébn de melatonina nocturna regula la liberacion pulséatii de GnRH
(hormona liberadora de gonadotropina) en el hipotdlamo, lo que a su vez regula la secrecion
de LH (hormona luteinizante), responsable de la actividad ovarica en la hembra y de la
produccion de espermatozoides en el macho (Malpaux et al., 1999, 1997; Misztal et al.,
2002) .

En los machos de algunos mamiferos, la melatonina, ademas de actuar sobre el eje
hipotadlamo-hipofisario-testicular, también esta presente en el plasma seminal (Casao et al.,
2010a), donde ejerce un efecto directo sobre los espermatozoides. Ademas, también se
haya presente en el tracto reproductor femenino, formando parte del fluido oviductal
(Brzezinski et al., 1987), regulando posiblemente la funcionalidad espermatica. Asi, se ha
descrito que la incubacion de los espermatozoides con melatonina mejora la motilidad en
muestras seminales humanas (Ortiz et al., 2011), y promueve la hiperactivacion espermatica
(el cambio en el patron de motilidad que sufren los espermatozoides para poder llevar a
cabo la fecundacion) en hamster (Fujinoki, 2008) y la capacitacion (conjunto de cambios



bioquimicos y biofisicos que debe sufrir un espermatozoide para adquirir capacidad
fecundante) en bufalo (Di Francesco et al., 2010).

En la especie ovina, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que esta
hormona ejerce efectos beneficiosos en los espermatozoides, como la disminucién de
marcadores de apoptosis o el aumento de la tasa de fertilidad, y que regula el proceso de
capacitacion, ya que tiene efectos capacitantes o descapacitantes en funcién de su
concentracion (Casao et al., 2010b).

2.2 MECANISMO DE ACCION DE LA MELATONINA EN LAS CELULAS

La melatonina puede ejercer muchas de sus funciones, a excepcién de su actividad
antioxidante, a través de su interaccion con receptores especificos que pertenecen a la
superfamilia de receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCRs, del inglés G-
protein coupled receptors, Reppert, 1997). En mamiferos se han descrito dos receptores:
MT; y MT,, mientras que un tercer receptor, MT3, esta presente en aves, anfibios y peces
(Ebisawa et al., 1994). Ademas, debido a su naturaleza lipofilica, la melatonina también es
capaz de atravesar la membrana plasmatica directamente. Una vez en el interior de la
célula, la melatonina puede unirse a proteinas como la calmodulina (Benitez-King et al.,
1993) y la calreticulina (Macias et al., 2003), ambas proteinas de union a calcio. Su unién a
la calmodulina estaria relacionada con el mecanismo de regulacion del citoesqueleto
(Benitez-King et al., 1993), mientras que su unién a calreticulina se ha asociado con sus
efectos sobre el nucleo celular (Macias et al., 2003).

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la presencia de los receptores de
melatonina MT; y MT, en la membrana de los espermatozoides ovinos (Casao et al.,
2012a), asi como el posible papel del receptor MT, en la capacitacion espermatica
(Gonzalez-Arto et al., 2016) En células somaticas, la uniéon de melatonina a estos receptores
provoca una cascada de sefializacion mediada por segundos mensajeros, que varia segun
el tejido y la especie estudiados (Luchetti et al., 2010). Muchas de esas rutas de
transduccion de sefiales son las mismas que participan en muchos de los procesos que
sufre el espermatozoide en el tracto reproductor femenino (Grasa et al., 2006), tales como la
hiperactivacion, la capacitacion y la reaccion acrosémica.

En células somaticas, como consecuencia de la activacion de estas rutas de
transduccién por la accién de la melatonina, se produce un aumento del calcio intracelular
(Kumari and Dash, 2011; Sjéblom et al., 2003). En espermatozoides, éste es un fendbmeno
crucial para los procesos de capacitacion, la reaccion acrosémica (Wassarman, 1999) y la
actividad del flagelo (Bedu-Addo et al., 2008). En estas células, ese calcio puede proceder
bien del exterior, por la apertura de canales de calcio presentes en la membrana, o bien de
reservorios intracelulares, como la envoltura nuclear redundante (ENR), una estructura
situada en la base del flagelo compuesta por cisternas membranosas que presentan
receptores para IP; y para calreticulina (Ho and Suarez, 2003), que, como ya se ha
comentado, tiene capacidad de unién a melatonina. De este modo, se puede conjeturar que
la melatonina podria regular el aumento de calcio intracelular en el espermatozoide de
manera directa, tras su union a calreticulina, o bien por la ruta de la fosfolipasa C (PLC), en
la que se produce IP3.

Ademads, la melatonina, atravesando directamente la membrana plasmatica,también
seria capaz de unirse a la calmodulina citoplasmica. La calmodulina es una proteina que,
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tras su union al calcio, regula la actividad de la enzima calcio/calmodulina protein-quinasa |
(CaMKIl), enzima implicada en la hiperactivacion (Ignotz and Suarez, 2005) y en la
capacitacion espermatica (Schlingmann et al., 2007).

% - N
Melatonin

A

A

Y.

-

Figura 1: Ruta de sefializacion de la hormona melatonina, donde puede verse la interaccién con CaMKIl
(CalMKII en la imagen) remarcada en color rojo. Imagen tomada y modificada de: “QIAGEN - GeneGlobe
Pathways - Melatonin Signaling,” n.d.

En células somaticas, la melatonina es capaz de inhibir in vitro la actividad de la
CaMKIll y su autofosforilacién, al unirse con gran afinidad a la calmodulina, impidiendo asi
su unién al calcio y la formacion del complejo Ca**/calmodulina, necesario para activar a la
CaMKIl (Benitez-King et al., 1996). Sin embargo, in vivo esta accién so6lo se ha observado
en tratamientos conjuntos de melatonina con sustancias que aumentan los niveles de AMPc,
como IBMX (3-isobutil-1-metilxantine) o foskolina (Bazwinsky-Wutschke et al., 2014). Hasta
la fecha se desconoce si la unién de la melatonina a la calmodulina inhibiria la activacion de
esta enzima en espermatozoides por un mecanismo competitivo. Tampoco debemos olvidar
la accion de la melatonina sobre la liberacion de calcio mencionada anteriormente, que
también podria regular la activacion de la CaMKII. Por tanto, el mecanismo de accion de la
melatonina sobre la CaMKII en espermatozoides puede ser bastante complejo, y, hasta el
momento, desconocido.



2.3 LA ENZIMA CALCIO/CALMODULINA PROTEIN-QUINASA Il

La denominada calcio/calmodulina protein-quinasa Il (CaMKIl, o0 CAMK2), es una
serina/treonina quinasa que participa, ademas de en la capacitacion espermatica, en
importantes procesos neuronales relacionados con el aprendizaje y la memoria (Silva et al.,
1992) y otros como la regulacion de la expresién de enzimas oxidativas, de la biogénesis
mitocondrial y de la expresion de proteinas miofibrilares concretas (Chin, 2004).

Esta quinasa es en realidad una familia de isoformas derivadas de cuatro genes
altamente relacionados (a, B, y y 6) (Hudmon and Schulman, 2002). Cada RNA mensajero
producido a partir de estos cuatro genes puede sufrir splicing alternativo, lo que hace que
existan muchas isozimas para cada gen. A pesar de la gran variedad de isoformas que
existen, la mayoria de holoenzimas CaMKIl son multimeros formados por la asociaciéon de
aproximadamente unas 12 subunidades (Ma et al., 2015), y cada una de ellas con la
siguiente estructura:

e Un dominio catalitico-regulador.
¢ Un segmento de asociacién, que permite la formacién de multimeros.

¢ Un segmento que une el dominio catalitico con el de asociacion.

Catalytic Association
ATP Substrate ?’

1 RS e 478

-
4’ i

273 HRQETVDCLK F 314
286 T305 T306

TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 2: Modelo linearizado de la estructura de CaMKII, donde pueden observarse sus tres segmentos. En la
regién reguladora, se destacan el dominio de unién al complejo calcio/ calmodulina y el dominio de inhibicién.
Tomado de Merrill et al., 2005.

Algunas isoformas se han encontrado en testiculos de raton (Hudmon and Schulman, 2002)
y de toro (Ignotz and Suarez, 2005). Y en la especie ovina, se han identificado los cuatro
genes de CaMKIl (CAMK2A, CAMK2B, CAMK2D y CAMK2G). Sin embargo, las secuencias
de aminoacidos de las diferentes isoformas de CaMKIl que se pueden obtener a partir de
estos cuatro genes en ovino tan solo estan predichas, y muchas de ellas estan sin revisar.

En cuanto a su funcién en las células espermaticas, esta quinasa juega un papel
relevante en la motilidad de los espermatozoides de mamiferos (Schlingmann et al., 2007),
asi como en la hiperactivacion (Ignotz and Suarez, 2005) y en la fosforilacion de proteinas
(Gonzélez-Fernandez et al., 2013), procesos clave de la capacitacion espermética. En
espermatozoides de ratdbn se ha comprobado que la proteina CaMKIIB es diana del
complejo Ca?'/calmodulina y co-localiza con él en la pieza principal del flagelo del
espermatozoide (Schlingmann et al., 2007). En bovino también se ha demostrado que la



CaMKIl previene la reaccién acrosémica espontdnea mediante la polimerizacion de la actina
(Rotfeld et al., 2014; Shabtay and Breitbart, 2016). Y en espermatozoides humanos se ha
demostrado que esta accion esta mediada concretamente por la isoforma a, (CaMKlla)
(Zhang et al., 2016).

Para poder llevar a cabo estas funciones, la CaMKIl debe activarse mediante
fosforilacion y/o oxidacién en algunos de sus residuos. En un principio, este proceso
requiere su unién al complejo Ca?/calmodulina, pero se ha demostrado que cuando
aumentan los niveles de calcio intracelulares, la CaMKIl sufre una autofosforilacion en su
residuo Thr287 que la mantiene activa sin que sea necesario que esté unida este complejo.
Por otro lado, también pueden oxidarse los residuos Met281 y Met282 del dominio
regulador, lo que parece que también evita que la CamKIll se desactive una vez se ha
liberado del complejo (Erickson et al., 2011). Ademas, se ha demostrado en el
espermatozoide bovino que la activaciéon de esta quinasa depende a su vez de otras, como
la PKA (protein quinasa A) y las SFK (familia de las Src quinasas) (Rotfeld et al., 2014). En
estos procesos, la concentracion de ROS (especies reactivas de oxigeno) parece ser crucial
y se ha sugerido que unos niveles altos de ROS podrian activar a la Adenil Ciclasa para
aumentar los niveles de AMPc, lo que activaria a la PKA, y con ello, a la CaMKII; por otro
lado, niveles altos de ROS también serian importantes para la oxidacion de la CaMKIl
(Shabtay and Breitbart, 2016).

Por tanto, dado que la melatonina parece regular la actividad de CaMKII en células
somaticas, y que en los espermatozoides CaMKII esta relacionada con la capacitacién
espermatica, podriamos hipotetizar que la melatonina podria ejercer sus efectos
moduladores de la capacitacion a través de la enzima CaMKII.



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La melatonina es una hormona implicada en la regulacién de muchos procesos
fisiologicos, entre ellos la reproduccion estacional en algunos mamiferos a través del eje
hipotalamo-hipofisiario-gonadal (McGuire et al., 2011); pero la melatonina también puede
actuar directamente sobre los gametos (Casao et al., 2010a).

La melatonina es capaz de regular la capacitacion espermética, o conjunto de
cambios que debe sufrir un espermatozoide para adquirir capacidad fecundante,
(Yanagimachi, 1994), mediante su union a receptores especificos en la membrana del
espermatozoide (Casao et al., 2012a) (Casao et al., 2012b). Pero la melatonina, al menos
en células sématicas, también es capaz de atravesar directamente la membrana plasmética
y unirse a proteinas de unién a calcio como la calmodulina (Benitez-King et al., 1993). Esta
union afectaria a la formacién del complejo Ca*/calmodulina, lo que tendria un efecto
inhibitorio sobre enzimas como la Ca®‘/calmodulina protein-quinasa Il (CaMKIl) (Benitez-
King et al., 1996) ademas de incrementar los niveles de calcio libre intracelular (Kumari and
Dash, 2011; Sjoblom et al., 2003). Para que se produzca la capacitaciobn espermatica es
imprescindible que haya un aumento de los niveles de calcio intracelular, y ademas se ha
demostrado la implicacion de la enzima CaMKII en este proceso (Schlingmann et al., 2007).

Por tanto, en base a los antecedentes presentados, en el presente Trabajo Fin de
Grado se planted la siguiente hipétesis: la melatonina podria modular la capacitacion
espermatica ovina a través de cambios en los niveles intracelulares de calcio, mediante la
regulacion del complejo Ca®**/calmodulina y la enzima Ca?*/calmodulina protein-quinasa II.

De este modo, el objetivo principal de este trabajo consistié en evaluar el efecto de
la melatonina sobre los niveles y distribucion del calcio intracelular y los niveles de la
Ca?*/calmodulina protein-quinasa |l (CaMKIl) en espermatozoides ovinos incubados en
condiciones capacitantes.

Y, para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de diferentes concentraciones fisiolégicas de melatonina
afadidas a los espermatozoides ovinos durante la capacitacion in vitro sobre los
niveles y la distribucion del calcio intracelular.

2. ldentificar la presencia de CaMKII en espermatozoides ovinos
3. Analizar los cambios en la concentracién de la proteina CaMKIl debidos a la

adicion de la melatonina a diferentes concentraciones fisiolégicas durante la
capacitacion in vitro.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 PROCESADO DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS
4.1.1 Obtencion de muestras seminales

Para realizar los experimentos se utiliz6 semen obtenido 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 estos sementales como la
obtencion 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 los
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 Método de swim-up / dextrano.

Se utilizé el método de swim-up / dextrano con el fin de eliminar el plasma seminal
yl/o restos celulares de las muestras frescas obtenidas. La eliminacion del plasma seminal
resulta conveniente debido al efecto perjudicial que éste ejerce en el mantenimiento de 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 (1993), pero se modificaron tanto algunos de los pasos del proceso como la
composicion del medio para su aplicacion 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 enriquecida en espermatozoides altamente métiles 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 sddico 18,6 mM y sacarosa 200 mM y el pH del mismo se ajust6 a
6,5. Este medio no contenia ni CaCl, ni NaHCO; para evitar fendbmenos 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. A continuacion se
afiadieron muy lentamente 1,5 ml de MS-Albumina (5 mg de albumina sérica bovina/ml MS)
sobre la capa de dextrano, tal y como se aprecia en la figura 3. La adicion de albumina en la
capa superior evita la aglutinacion espermética. Se dejé incubar a 37 °C en posicién vertical
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durante 15 minutos, seguidamente se retiraron 750 ul de la fase superior (a esta fraccion se
le design6 como primer sobrenadante, y fue desechada al contener restos de plasma
seminal) y posteriormente se afadieron 750 yl de MS-Albdmina. Pasados otros 15 minutos,
se retiraron otros 750 pl de la fase superior, se recogieron en otro tubo, y se volvieron a
afiadir 750 pl de MS-Albumina. El proceso se repiti6 otras dos veces consecutivas
obteniéndose al final un total de tres sobrenadantes, que fueron mezclados en un mismo
tubo para proceder a trabajar con ellos.

AlbUmina

MS-
Dextrano

Semen

Figura 3: Esquema del proceso de seleccion espermatica mediante el método swim-up /dextrano

4.1.3 Capacitacion in vitro

Para inducir la capacitacion in vitro, los espermatozoides previamente seleccionados
mediante swim-up, se diluyeron a una concentracion de 1,6 x 108 células/ml en medio TALP
completo (J 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 mM y lactato sodico 21,6 mM, albumina sérica bovina 5 mg/ml (p/v) y pH ajustado a
7,2.

Las muestras se incubaron en una estufa a 39 °C, con un 5 % de CO, y un 100 % de
humedad, durante tres horas. Para valorar el efecto de la melatonina, ésta se disolvié en
PBS (NaCl 3,13 g/l, KCI 0,2 g/l, Na,HPO, 1,44 g/l, KH,PO, 0,24 g/l, pH 7,4) con
dimetilsulféxido (DMSO) y se afiadio al inicio de la capacitacion a una concentracion final de
1 UM o 100 pM, respectivamente. Para tener en cuenta un posible efecto del DMSO, este se
afiadio a la misma concentracion (0,1%.) a la muestra control sin melatonina.

Las muestras utilizadas en los ensayos se denominaron:

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

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

= Mel 100 pM: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio TALP
junto con melatonina a una concentracién de 100 pM.

= Mel 1 pyM: muestra incubada en condiciones capacitantes en medio TALP junto
con melatonina a una concentracién de 1 uM.
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4.2 EVALUACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS
4.2.1 Anélisis de la motilidad espermatica

La determinacién de la motilidad espermatica se realiz6 mediante un sistema
automatizado de andlisis espermatico asistido por ordenador (CASA, del inglés Computer
Assisted Semen Analysis), mediante el programa ISAS 1.0.4. (Integrated Semen Analysis
System, Proiser SL, Valencia, Espafia). Para ello se hizo una diluciéon (1:100 para las
muestras frescas, 1:10 para las seleccionadas con el método del swim-up) 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 coloc6é una gota en un portaobjetos y se evaludé en un microscopio de
contraste de fases con objetivo 10x conectado a un ordenador. Se analizaron al menos
cinco campos por gota. El programa ISAS es capaz de integrar las imagenes captadas
mostrando la trayectoria de los espermatozoides y clasificAndolos en funcion de su
movimiento (estaticos y moétiles) y velocidad (lentos, medios y rapidos). Asi, proporciona
valores de motilidad total (MT, porcentaje de espermatozoides motiles) 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 valoro
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 coloraciéon que presentan los espermatozoides tras su incubacion con estos dos
colorantes en funcién de la integridad de su membrana plasmatica. Se consideran viables
los espermatozoides teflidos 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 (Fig 4.A).

Asi, las muestras se diluyeron en el medio bifase, anteriormente descrito, a una
concentracion final de 5 x 10° células/ml y se afadieron 3 ul de diacetato de
carboxifluoresceina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos, 10 uM en DMSO), 3
ul de ioduro de propidio (Sigma-Aldrich, 7,3 uM en agua destilada), y 5 ul 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, USA), que usa un laser de
argén a 488 nm. La fluorescencia se detect6 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 PI-/CFDA+ como viables, tal y como se muestra en
la figura 4.B.
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Figura 4: A) Imagen representativa de la doble tincion 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 FLA4.

4.2.3 Evaluacion del estado de capacitacién

La determinacién del estado de capacitacién se realizé6 mediante tincion con el
antibiético clorotetraciclina (CTC). Este antibidtico, al penetrar en la célula espermética se
une al calcio libre y da lugar a patrones caracteristicos de tincion en funcién de la
distribucién intracelular de este catidn, que se relacionan con diferentes estados fisiol6gicos
del espermatozoide: no capacitado, capacitadosy que ha sufrido la reaccién acrosémica
(Gillan et al., 1997). En este estudio se utiliz6 una version modificada del ensayo descrito
por Ward y Storey (Ward and Storey, 1984) y validada para semen ovino por nuestro grupo
de investigacion (Grasa et al., 2006).

La solucién de CTC se prepar6 el mismo dia del experimento a una concentracion
750 uM en una solucion tampon que contenia Tris 20 mM, NaCl 130 mM vy cisteina 5 pM,
esterilizada mediante un filtro de 0,22 ym (Milipore Ibérica, Madrid, Spain) y con un pH de
7,8. Para realizar la tinciéon se mezclaron 18 ul de cada muestra espermatica (a una
concentracion de 1,6 x 10° células/ml) y 20 pl 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 incubacion de 30 minutos a 4 °C en oscuridad, se deposité una gota de 6 ul de
cada mezcla en un portaobjetos y se le afiadieron 4 pl de trietilendiamina (DABCO Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos) para conservar la fluorescencia. Se coloco el
cubreobjetos y se sello la preparacion con esmalte transparente, siempre realizando todos
estos procesos 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 inmersién 100x. Se evaluaron 200 espermatozoides por muestra y se
distinguieron tres tipos espermaticos distintos segun el patrén de tincion (Fig. 5): no
capacitados (NC, distribucién 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).

12



Figura 5: Espermatozoides ovinos tefiidos con CTC y visualizados con microscopia de fluorescencia con filtro V-
2A 'y 1000x. Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y reaccionados (R).

4.2.4 Estudio de los niveles intracelulares de calcio por citometria de flujo

El calcio intracelular se valor6 en las muestras seleccionadas por swim-up y en las
muestras capacitadas, a la hora y a las 3 horas de incubacion in vitro en condiciones
capacitantes. Para ello se utilizaron dos tinciones:

Para valorar el calcio intracelular libre se utilizé la sonda fluorescente Fluo-4 AM
(Invitrogen, Thermo Fisher, Eugene, Oregon, USA). Cuando Fluo-4 AM penetra en el interior
celular es hidrolizado por las esterasas alli presentes para generar Fluo-4, que presenta
gran afinidad por el i6n calcio, y proporciona fluorescencia verde (Gee et al., 2000). Para
esta tincion se afiadieron de 3 ul de la sonda fluorescente Fluo-4 AM, y 2 ul de ioduro de
propidio (Pl) a las muestras espermaticas diluidas a una concentracion final de 1,4 x 10’
espermatozoides/ml. Tras una incubacién de 15 minutos a 37 °C, las muestras se fijaron con
4 ul de formaldehido.

El analisis se realizé en un citdmetro FC 500 (Beckman Coulter, Fullerton, California,
USA) equipado con un laser de argdén a 484 nm. La fluorescencia de la sonda Fluo-4 se
detectd usando un filtro de banda FL-1 (525 nm), mientras que la del ioduro de propidio se
detectd usando un filtro FL-4 (675 nm). Se analizaron un total de 10.000 eventos, con una
media de 500-1.000 eventos/segundo. Se excluyeron del andlisis las células muertas (IP
positivas) y se calcul6 la intensidad media de la fluorescencia correspondiente a Fluo-4 (X
mean) de las células vivas (negativas para IP), distinguiéndose dos sub-poblaciones:
aquellas con niveles de calcio altos (alta intensidad de fluorescencia verde) y aquellas con
niveles de calcio mas bajos (baja intensidad de fluorescencia verde). Posteriormente, se
escogiob la poblacion de altos niveles de calcio para evaluar los cambios en la intensidad de
fluorescencia emitida por la sonda Fluo-4 en esta sub-poblacién de interés.

Para valorar el calcio intracelular contenido en el interior de los diferentes
compartimentos celulares se utilizé la la sonda fluorescente Rhod-5N AM, (Cayman
Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Esta sonda presenta una menor afinidad por el calcio
que Fluo-4 AM, por lo que resulta Gtil para valorar los niveles de este i6n en aquellos
organulos donde es la concentracion es elevada, por ejemplo, en el reticulo endoplasmico
(Paredes et al., 2008). Su mecanismo de actuacion es el mismo que el de Fluo-4 AM. Para
esta tincion se afadieron 1,4 pyl de Rhod-5N AM, y 1,4 ul de Yo-Pro-1 (Invitrogen, Thermo
Fisher Eugene, Oregon, USA) a las muestras espermaticas diluidas a una concentracion
final de 2,2 x 10" espermatozoides/ml. La sonda fluorescente Yo-Pro-1 es un marcador de
apoptosis celular que tifie aquellas células con alteracién de membrana plasmatica asociada
a los primeros estadios de apoptosis (Idziorek et al., 1995). Tras 15 minutos de incubacién a
37 °C, las células se fijaron con 4 ul de formaldehido.
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La fluorescencia de la sonda Rhod-5N se detecté usando el filtro de banda FL-4 (675
nm), mientras que la del Yo-Pro-1 se detecté con el filtro de banda FL-1 (525 nm ). Se
excluyeron del andlisis aquellas células positivas para el marcaje con Yo-Pro-1 (apoptéticas
y muertas) y se calculé la intensidad de fluorescencia (X mean) correspondiente a Rhod-5N
de las células vivas no apoptéticas (Yo-Pro-1 negativas).
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Figura 6: A) Diagrama respresentativo de la concentracién de calcio intracelular libre estudiada como intensidad
de la sefial de la sonda Fluo-4 AM y evaluada por citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1y FL4. La
poblacion de interés (espermatozoides vivos, con altos niveles de calcio) aparece remarcada en rojo. La
poblaciéon de interés (espermatozoides vivos con altos niveles de calcio, aparece remarcada en rojo.
B) Diagrama respresentativo de la concentracion de calcio intracelular en reservorios celulares estudiada como
intensidad de la sefial de la sonda Rhod-5N y evaluada por citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1
y FL4. La poblacién de cuya sefal se estudia la intensidad (células vivas, YO-PRO negativas) aparece
remarcada en rojo.

4.3 DETECCION DEL COMPLEJO CALCIO/CALMODULINA PROTEIN-QUINASA |l POR
WESTERN BLOTTING

4.3.1 Extraccién de proteinas espermaticas

La extraccion de proteinas espermaticas se realizé siguiendo el método descrito por
Colas y cols. (Colas et al., 2008) . A 200 pl de cada muestra (swim-up y capacitadas con y
sin melatonina) conteniendo una concentracion de 1,6 x 10° células/ml se les afiadieron 100
ul 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, un 0,002% de azul de bromofenol
diluido en glicerol al 10% (siendo la concentracion final de glicerol del 1%) e inhibidores de
proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos), a una
concentracion de final de 1%.

La mezcla se incub6 durante 5 minutos a 100 °C en un bafio de arena y después se
centrifugd a 15000 xg durante otros 5 minutos. Se recogié el sobrenadante al que se
afladieron 2-mercaptoetanol y glicerol, a una concentracién final del 5% y el 1%
respectivamente. Las proteinas extraidas se almacenaron en congelador a -20 °C hasta su
posterior andlisis.

4.3.2 SDS-PAGE e Inmunoblotting

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

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

Para la deteccion del complejo calcio/calmodulina protein-quinasa Il se probaron dos
anticuerpos primarios distintos: un anticuerpo monoclonal anti-CamKlla y un anticuerpo
policlonal anti-CamKIl (SC-32288 y SC-5306 respectivamente, Santa Cruz Biotechnology,
California, USA), ambos generados en raton y diluidos 1:1000 en PBS-Tween-20 (0,1 % p/v)
con un 1% de BSA (p/v). Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente durante toda la noche a 4 °C.

En ambos casos se afiadié también un anticuerpo anti-actina como control de carga,
producido en conejo (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos) y diluido 1:500 en
PBS-Tween-20 (0,1 % p/v) con un 1% de BSA (p/v).

Tras realizar tres lavados de 10 minutos de duracibn con PBS Tween-20, las
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios (IRDye® 800CW Donkey anti-
Mouse e IRDye® 680RD Donkey anti-Rabbit) diluidos 1:30.000 y 1:15.000 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 ClIx Infrared Imaging System
(LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos) y se cuantificd la sefial para
determinar la intensidad de las bandas correspondientes al complejo calcio/calmodulina
protein-quinasa ii en relacién 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% durante 4 horas para verificar que la transferencia se habia producido
correctamente.

4.4  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 analisis
estadistico de los datos se realiz6 con el software GraphPad Prism. Se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas en la motilidad, la
viabilidad, el estado de capacitacion, la cantidad de calcio intracelular y de proteina CaMKII
y CaMKlla en funcién del tratamiento. Previamente, todos los datos expresados en
porcentaje fueron normalizados mediante la transformacién arcoseno. Esta transformacién
consiste en calcular el arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje (arcoseno\/_ , donde p es
el porcentaje dividido entre 100).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LOS NIVELES Y DISTRIBUCION DEL CALCIO EN
ESPERMATOZOIDES OVINOS INCUABADOS EN CONDICIONES CAPACITANTES.

Con el objeto de comprobar que la adicibn de melatonina no tenia efectos
perjudiciales en la funcionalidad de los espermatozoides, se estudi6 si se producian cambios
en la motilidad, la viabilidad y el estado de capacitacion durante la incubacién con esta
hormona en condiciones capacitantes.

Como se puede observar, la incubacion de los espermatozoides en medio TALP
durante 3 horas en condiciones capacitantes, apenas afectd a la motilidad total,
manteniéndose en torno a valores del 80 % en todos los grupos experimentales, mientras
que la motilidad progresiva disminuyé de forma significativa en todas las muestras (Fig. 7).

Esta disminucion de la motilidad progresiva con la capacitacién se produce porque
durante este proceso se produce un cambio en el patrén de movimiento, denominado
hiperactivacion espermética, que implica un movimiento menos progresivo (Yanagimachi,
1994).

Por otro lado, la viabilidad, entendida como la integridad de membrana, también
disminuyd ligeramente tras tres horas de incubacién en condiciones capacitantes (Fig. 8).
Estos resultados concuerdan con los observados anteriormente por nuestro grupo de
investigacion, pues se ha visto que la incubacion con melatonina en condiciones similares,
pero en un medio no capacitante, no afecta a la viabilidad espermatica (Casao et al., 2010b).
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Figura 7: Porcentaje de espermatozoides
moétiles y mdétiles progresivos en muestras
seleccionadas por Swim up e incubadas en
condiciones capacitantes (100% humedad, 39
°C y 5% de COy) sin (TALP) y con diferentes
concentraciones de melatonina (100 pM o 1
pMM). Los valores se muestran media + error
estandar de la media (n=9). *** P <0,001; ** P
<0,01 y * P <0,05 comparando con la muestra
del swim-up.

Tratamiento

Figura 8: Porcentaje de espermatozoides via-
bles (con la membrana intacta) en muestras
seleccionadas por swim-up e incubadas en
condiciones capacitantes (100% humedad, 39
°C y 5% de COy) sin (TALP) y con diferentes
concentraciones de melatonina (100 pM o 1
pUM). Los resultados se muestran como media
+ error estandar de la media (n=9).

Cuando se evalud el estado de capacitacion mediante la tincién con CTC no se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides no capacitados,

16



capacitados o reaccionados entre los distintos grupos experimentales (Fig. 9), tal vez debido
a que los experimentos se llevaron a cabo durante la época reproductiva, momento en el
cual hay elevadas concentraciones de melatonina en el plasma seminal (Casao et al.,
2010a), y debido a la presencia de esas cantidades de hormona los espermatozoides quiza
no respondan a la adicibn de melatonina exdgena. Pese a ello, tras tres horas de
incubacién, el porcentaje de espermatozoides capacitados aumentd en las muestras
tratadas con una concentracion de melatonina 100 pM, mientras que el porcentaje de
espermatozoides no capacitados aumentdé en el grupo tratado con concentracion de
melatonina 1 uM.

Estado de capacitacion

100- )
@@ Mo capacitados

[ Capacitados
[ Reaccionados

% espermatozoides
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Figura 9: Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados, y reaccionados evaluados mediante la
tincion con clorotetraciclina (CTC) en muestras seleccionadas por swim-up y tras 1 y 3 horas de incubacion in
vitro en condiciones capacitantes (100% humedad, 39 °C y 5% de CO;) sin (TALP) o con diferentes
concentraciones de melatonina (100 pM 6 1 puM). Los resultados se representan media + error estandar de la
media (n=8).

Esto concuerda con trabajos previos de nuestro grupo de investigacion (Casao et al.,
2010b), donde se observd que la melatonina parece tener un efecto capacitante sobre las
muestras espermaticas a una concentracion de 100 pM, mientras que tendria un efecto
descapacitante a una concentracion de 1 uM.

Una vez evidenciado que la capacitacion espermética ha tenido lugar y que la
melatonina a las concentraciones ensayadas no provoca un detrimento ni en la motilidad ni
en la integridad de la membrana espermatica, se analizaron los niveles de calcio intracelular
en las muestras esperméticas mediante citometria de flujo.

La tincién con la sonda Fluo-4AM, permitio distinguir dos poblaciones celulares: una
poblacion de espermatozoides vivos con alto contenido en el i6n calcio intracelular libre
(poblacion de vivos con alto calcio), y otra con un contenido menor, en la que la intensidad
de fluorescencia emitida por la sonda era menor (vivos con bajo calcio). Una vez
identificada la poblacion de interés, aquella con altos niveles de calcio, se decidi6 evaluar si
el porcentaje de espermatozoides con altos niveles de calcio intracelular variaba en
condiciones capacitantes y en presencia de melatonina. Tal y como se observa en la figura
10, se produjo un aumento del porcentaje de espermatozoides vivos con alto calcio durante
el proceso de capacitaciéon en medio TALP, especialmente evidente durante la primera hora
de incubacion. Estos datos coincidirian con lo descrito en otras especies, como ratdon
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(Ruknudin and Silver, 1990), hamster (White and Aitken, 1989), cerdo (Zhou et al., 1990) y
humano (Baldi et al., 1991), donde se observé un incremento de calcio intracelular durante
la capacitacion espermética. Tras tres horas de incubacién en condiciones capacitantes en
presencia de melatonina 1 uM, el porcentaje de espermatozoides con alto calcio fue mucho
mayor que en el medio TALP sin hormona. Si bien esas diferencias no fueron significativas,
a la vista de estos resultados, se podria hipotetizar que la melatonina seria capaz de
aumentar el calcio en el interior celular cuando se encuentra a concentraciones de 1 uM, tal
vez mediante su union a la calmodulina, impidiendo asi la formacion del complejo
calcio/Calmodulina (Ca®*/CaM) (Benitez-King et al., 1996) y aumentando por consiguiente el
calcio libre.

Altos niveles de calcio intracelular libre
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Figura 10: Porcentaje de espermatozoides vivos (ioduro de propidio negativos) y con altos niveles de calcio
intracelular libre (mayor intensidad de fluorescencia emitida por la sonda Fluo 4-AM) en muestras seleccionadas
por swim-up y tras 1 y 3 horas de incubacion in vitro en condiciones capacitantes (100% humedad, 39 °C y 5%
de COy) sin (TALP) o con diferentes concentraciones de melatonina (100 pM o 1 pM). Los resultados se
muestran como media * error estandar de la media (n=6).

Dado que el aumento del calcio intracelular puede darse tanto por la entrada de
calcio procedente del medio extracelular (Yanagimachi and Usui, 1974) como por la salida
de los reservorios intracelulares (Ho and Suarez, 2003), se procedidé a evaluar las posibles
variaciones en los niveles de calcio contenidos en los reservorios celulares por accién de la
melatonina, mediante la tincién con la sonda Rhod 5-AM. Este compuesto se une con menor
afinidad al calcio que el Fluo 4-AM, de modo que es capaz de unirse al calcio contenido en
los compartimentos que actien de reservorios, donde la concentracion del ién serd mucho
mas elevada que en el citoplasma.

No obstante, al evaluar los cambios en la intensidad de fluorescencia emitida por la
sonda Rhod 5-AM, no se observaron diferencias en las muestras incubadas en condiciones
capacitantes con o sin melatonina (Fig. 11). Por tanto, se podria sugerir que el incremento
en los niveles de calcio intracelular observado en las muestras incubadas con melatonina 1
UM no seria debido a calcio procedente de los reservorios intracelulares. Tal vez podria
deberse a que la presencia de la melatonina, a esta alta concentracion, desplace al calcio de
su unién con la calmodulina, y por tanto quede mas calcio intracelular libre. Esta menor
cantidad del complejo calcio/calmodulina repercutiria por tanto en la activacion de la enzima
CaMKIl. Como primer abordaje para testar esta hipotesis, se planted el estudio de los
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niveles de CaMKIl en presencia de melatonina, aunque previamente habria que evidenciar
la presencia de esta enzima en el espermatozoide ovino.

Calcio intracelular en reservorios
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Figura 11: Intensidad media de fluorescencia emitida por la sonda Rhod-5AM y evaluada por citometria de flujo
en espermatozoides vivos de muestras seleccionadas por Swim up y tras 1 y 3 horas de incubacién in vitro en
condiciones capacitantes (3 horas a 39 °C y 5% de CO,) sin (control, TALP) y con diferentes concentraciones de
melatonina (100 pM 6 1 uM). Los resultados se representan como media * error estandar de la media (n=6).

52 IDENTIFICACION DE LA ENZIMA CAMKII EN EL ESPERMATOZOIDE OVINO

Para poder analizar si los cambios ejercidos por la melatonina sobre los niveles de
calcio intracelular estaban relacionados con la enzima CaMKII, previamente se hizo
necesario identificar a la enzima CaMKIl en el espermatozoide ovino, ya que, hasta la fecha,
no se habia evidenciado su presencia. Para ello se llevaron a cabo analisis por Western-
blotting utilizando dos anticuerpos distintos: uno que detectaba todas las isoformas de la
CaMKIl, y otro especifico para la isoforma alfa (CaMKlla), ya que, al menos en
espermatozoides humanos es la que se relaciona con la funcionalidad espermatica, en
concreto, con la inhibicion de la reacciéon acrosmica espontanea (Zhang et al., 2016).

Los resultados del western-blot revelaron que CaMKIl estd presente en el
espermatozoide ovino. El anticuerpo anti-CaMKIl utilizado permitié evidenciar en algunas
muestras dos bandas de peso molecular de aproximadamente 50 kDa y 60 kDa,
compatibles con el peso molecular de algunas isoformas de CaMKII (Fig. 12).

La isoforma a de CaMKII también esta presente en el espermatozoide ovino, ya que
el anticuerpo anti-CaMKIla identificé una Unica banda, en torno a los 50 kDa, compatible con
esta enzima (Fig. 13).

La aparicion de las dos bandas en la membrana mostrada en la figura 12 podria
explicarse porque el anticuerpo empleado es capaz de reconocer varias isoformas de la
enzima. Por un lado, la isoforma a tiene un peso molecular predicho préximo a 50 kDa,
correspondiéndose entonces con la banda de 50 kDa, que ya ha sido caracterizada en el
espermatozoide de rata y ratén (Ackermann et al., 2009). Por otro lado, la isoforma (3 tiene
un peso molecular predicho de unos 62 kDa, y se ha encontrado en el espermatozoide
equino (Lasko et al., 2012) y murino (Schlingmann et al., 2007). En el gel de la figura 12,
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puede apreciarse que la intensidad de la banda inferior es mucho mayor que la de la banda
superior (que ni siquiera se aprecia con claridad en algunas muestras), por lo que podriamos
concluir que hay una mayor cantidad de CaMKIlla que de CaMKIIB en el espermatozoide

ovino.

Pm 1 2 3 4 5 6 7 8

100 kDa
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50 kDa
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Figura 12: Western-blot representativo de los obtenidos utilizado anticuerpos anti-CaMKII en proteinas extraidas
de espermatozoides seleccionados por swim up, (carriles 1 y 5), y tras tres horas de incubacion en condiciones
capacitantes (100% humedad, 39 °C y 5 % de COz) en medio TALP sin melatonina, (carriles 2y 6), con 100 pM
de melatonina (carriles 3 y 7) y con 1 yM de melatonina (carriles 4 y 8). Las bandas correspondientes a la
proteina aparecen remarcadas en rojo.

Por otro lado, en la membrana representativa de la figura 13, al usarse un anticuerpo
especifico para CaMKlIla, tan solo se evidencié una Unica banda en torno a los 50 kDa, tal y
como se esperaba para esta isoforma.
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Figura 13: Western-blot representativo de los obtenidos utilizado anticuerpos anti-CaMKlla en proteinas
extraidas de espermatozoides seleccionados por swim up, (carriles 1 y 5), y tras tres horas de incubacion en
condiciones capacitantes (100% humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en medio TALP sin melatonina, (carriles 2 y 6),
con 100 pM de melatonina (carriles 3 y 7) y con 1 yM de melatonina (carriles 4 y 8). Las bandas
correspondientes a la proteina aparecen remarcadas en rojo.
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5.3 EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LOS NIVELES DE CAMKIlI v CaMKIlla EN EL
ESPERMATOZOIDE OVINO INCUBADO EN CONDICIONES CAPACITANTES

Una vez evidenciada la presencia de varias isoformas de esta enzima en el
espermatozoide ovino, se llevo a cabo el estudio de los niveles de CaMKII en presencia de
melatonina en condiciones capacitantes. La cuantificacion densitométrica de las membranas
obtenidas por western-blot, reveldé que aumentaba la sefial, aunque no de forma
significativa, en las muestras incubadas con melatonina 1 uM utilizando el anticuerpo frente
a todas las isoformas de CaMKIl (Fig. 14. A), y en las muestras incubadas con ambas
concentraciones de melatonina en el caso del anticuerpo frente a CaMKlla (Fig. 14.B).
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Figura 14: Cuantificacion por densitometria de CaMKIl (todas las isoformas, panel A) y CaMKlla (panel B)
presente en las muestras espermaticas tras 3 horas de incubacion en condiciones condiciones capacitantes
(100% humedad, 39 °C y 5 % de CO,) en medio TALP o con diferentes concentraciones de melatonina (100 pM
0 1 yM). Los resultados se muestran como media + error estandar de n=9 para CaMKIl y n=7 para CaMKlla.

Evidentemente se hace necesario completar estos experimentos con estudios de la
actividad enzimatica de CaMKII, para determinar si esta mayor sefial es debida a la enzima
activada o no. El hecho de que aparezca una mayor sefial correspondiente a la enzima en
presencia de melatonina, podria deberse a que la melatonina, atravesando la membrana
plasmatica, se uniria a la calmodulina y que esa union impediria la formacién del complejo
calcio/calmodulina (Benitez-King et al.,, 1996). En caso de que el complejo
calcio/calmodulina (Ca*/CaM) y el anticuerpo se unieran al mismo sitio de la CaMKiIl, la
disminucién de los niveles del complejo Ca*/CaM haria que haya mayor cantidad de
CaMKIl disponible para unirse y ser reconocida por el anticuerpo, lo que explicaria el
aumento de la sefial densitométrica observado.

En conclusién, los resultados obtenidos en este trabajo parecen apuntar a que la
melatonina, a concentracion 1 uM, es capaz de unirse a la proteina calmodulina e impedir la
formacion del complejo Ca?/CaM, lo que haria, por un lado, que aumentasen los niveles de
calcio intracelular libre, y por otro, los niveles de la enzima CaMKII libre. No obstante, las
implicaciones que puede tener esto en la activacion o en la actividad del enzima CaMKIl, y
su relacién con la capacitacion espermatica ovina, necesitan ser estudiadas mas adelante.
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6. CONCLUSIONES

1) La melatonina, a concentraciones altas (1 uM), produjo un aumento del porcentaje
de espermatozoides vivos con altos niveles de calcio libre tras tres horas de incubacién en
condiciones capacitantes.

2) Estos altos niveles de calcio observados en los espermatozoides incubados con
melatonina 1 uM no procedieron de los reservorios intracelulares.

3) La enzima calcio/calmodulina protein-quinasa 1l (CaMKIIl), y su isoforma alfa
(CaMKIl a) estan presentes en el espermatozoide ovino.

4) La melatonina, a concentraciones altas (1 yM) aumenté los niveles de CaMKIl y de
su isoforma CaMKlla tras tres horas de incubacion en condiciones capacitantes, mientras
gque, a concentraciones bajas (100 pM), sélo produjo un aumento de los niveles de CaMKIl.

CONCLUSIONS

1) Melatonin, at high doses (1 uM), caused an increase on the percentage of live
spermatozoa with high levels of intracellular calcium after three hours under capacitating
conditions.

2) Those high levels of calcium observed in spermatozoa incubated with melatonin 1
uM did not come from intracellular calcium stores.

3) The calcium/calmodulin protein-kinase Il (CaMKIl) enzyme and its alpha isoform
(CaMKIl a) are both present in ram spermatozoa.

4) Melatonin, at high doses (1 uM) caused an augmentation of CaMKIl and CaMKlla
levels after three hours. Meanwhile, low doses of melatonin (100 pM) produced an increase
only of CaMKII levels.
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