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1.   RESUMEN 

La ganadería ovina, sobre todo los sistemas extensivos, puede 

considerarse como un agroecosistema que actualmente se ve amenazado por 

factores económicos, ambientales y sociales. Además, un factor limitante de la 

producción en estos sistemas es la estacionalidad reproductiva, que está 

regulada por la secreción nocturna de melatonina. Esta hormona se ha utilizado 

en forma de implantes subcutáneos para modular esa estacionalidad. Sin 

embargo, con el fin de adaptar la producción a las nuevas demandas del 

consumidor sería interesante sustituir la melatonina sintética de los implantes 

por otras fuentes naturales de melatonina, como por ejemplo la fitomelatonina, 

presente en las plantas, y que se puede administrar con la dieta. De este modo, 

el objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto del consumo de dietas 

ricas en fitomelatonina sobre la calidad seminal y la composición del plasma 

seminal del morueco.  

Para ello, durante cinco meses, 9 moruecos de raza Rasa Aragonesa 

fueron alimentados con una dieta comercial y otros 9 con una dieta rica en 

fitomelatonina. Se obtuvieron muestras seminales por vagina artificial cada 15 

días, y se evaluó la motilidad, la viabilidad, los niveles intracelulares de 

especies reactivas de oxigeno (ROS) y marcadores apoptóticos (inversión de la 

fosfatidilserina, PS), así como la concentración de melatonina y la actividad de 

las enzimas antioxidantes (glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, catalasa y 

superóxido dismutasa) en el plasma seminal. Además, una vez al mes se 

obtuvieron muestras de sangre para evaluar la actividad de estas enzimas en 

plasma sanguíneo. 

La dieta rica en fitomelatonina aumentó la concentración de melatonina 

en plasma seminal, aunque este aumento no fue estadísticamente significativo. 

A partir del segundo mes de alimentación se observó un aumento en  el 

porcentaje de espermatozoides viables y espermatozoides viables con bajos 

niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS)  en comparación con el grupo 

control (P<0,05), que se mantuvo a lo largo de todo el experimento. Además, el 

análisis de la actividad de las enzimas de defensa antioxidante del plasma 

sanguíneo o plasma seminal sugiere que la dieta rica en fitomelatonina no 
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actuaría por esta vía, ya que no se observaron cambios al comparar con el 

grupo control. 

En conclusión,  este trabajo sugiere que una dieta rica en fitomelatonina 

aumenta la viabilidad espermática y disminuye los niveles intracelulares de 

ROS, y es capaz de ejercer este efecto de forma directa sobre los 

espermatozoides, y no a través de la modulación de la actividad de enzimas 

antioxidantes. 

ABSTRACT 

Sheep husbandry, especially extensive systems, can be considered an 

agroecosystem that is currently threatened by economic, environmental and 

social factors. Furthermore, one of the limiting factors in this system is 

reproductive seasonality, which is regulated by nocturnal melatonin secretion. 

Subcutaneous implants of this hormone have been used to modulate this 

seasonality. However, in order to adapt sheep production to the new consumer 

demands, it would be interesting to replace the synthetic melatonin present in 

implants with other natural sources of melatonin, such as phytomelatonin, which 

is present in plants, and which can be administered with the diet. Thus, the 

main objective of this work was to evaluate the effect of phytomelatonin-rich 

diets on ram sperm quality and seminal plasma composition. 

For this purpose, 9 Rasa Aragonesa rams were fed with a commercial 

diet and another 9 with a phytomelatonin-rich diet for five months. Semen 

samples were obtained by artificial vagina every 15 days, and motility, viability, 

intracellular levels of reactive oxygen species (ROS) and apoptotic markers 

(phosphatidylserine inversion, PS) were evaluated, as well as the melatonin 

concentration and the activity of antioxidant enzymes (glutathione reductase, 

glutathione peroxidase, catalase, and superoxide dismutase) in seminal 

plasma. In addition, blood samples were obtained once a month to evaluate the 

activity of these enzymes in blood plasma. 

The diet rich in phytomelatonin increased melatonin concentration in 

seminal plasma, although this increase was not statistically significant. From the 

second month of feeding, an increase in the percentage of viable sperm and 

viable sperm with low levels of reactive oxygen species (ROS) was observed 
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compared to the control group (P <0.05). This increment was maintained until 

the end of the experiment. In addition, the analysis of the activity of the 

antioxidant enzymes in blood and seminal plasma suggests that the 

phytomelatonin would not act modulating these enzymes since no changes 

were observed when compared with the control group. 

In conclusion, this work suggests that a phytomelatonin-rich diet 

increases sperm viability, decreases intracellular ROS levels, and can exert this 

effect directly on sperm, not through the modulation of antioxidant enzyme 

activity. 
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2.   INTRODUCCIÓN 

2.1  SITUACIÓN E IMPORTANCIA DEL SECTOR OVINO  EN ESPAÑA 

La ganadería ovina es una parte básica de la ganadería mundial, pues 

se encuentra distribuida por todo el planeta para el aprovechamiento de carne, 

leche, y también lana, cuero y estiércol. En España, este sector, junto con el 

caprino, supone un 3,8% de la Producción Final Agraria (PFA) del país, 

ocupando el quinto lugar en importancia económica en España en términos de 

renta agraria, por detrás  del sector porcino, el de vacuno  de  carne,  la 

avicultura de carne y del sector vacuno de leche (1). 

Los factores que determinan la importancia de la ganadería ovina en 

nuestro país son múltiples, pues se trata de una producción muy localizada en 

zonas desfavorecidas que, al emplear sistemas productivos tradicionales, 

condiciona el paisaje y hace que sus producciones adquieran un alto valor (2). 

La ganadería ovina puede considerarse como un agroecosistema, pues 

éste se define como cualquier tipo de ecosistema modificado y gestionado por 

los seres humanos con el objetivo de obtener alimentos, fibras y otros 

materiales de origen biótico (3). De este modo, como todo ecosistema, el sector 

ovino puede proporcionar distintos servicios ecosistémicos. Estos servicios, 

definidos en la Evaluación de los Ecosistemas del Milenio, son todos los 

beneficios, tanto directos como indirectos, que los seres humanos obtienen de 

los ecosistemas (4). 

Los servicios ecosistémicos se clasifican en cuatro grupos (5): 

 Servicios ecosistémicos de aprovisionamiento: todos aquellos 

productos o materias primas extraídas del medio ambiente para su 

consumo o utilización, como los alimentos, el agua, los recursos 

energéticos, los medicinales…. 

 Servicios ecosistémicos de regulación: son los procesos 

biofísicos que tienen lugar en los ecosistemas y que ayudan a 

mitigar algunos impactos globales o  locales, como la regulación del 

ciclo del agua, del clima, el control natural de enfermedades y 

plagas, el mantenimiento del suelo… 
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 Servicios ecosistémicos culturales: son todos los beneficios 

recreativos, estéticos o espirituales que proporcionan los 

ecosistemas, por ejemplo, el valor de los paisajes, los sentimientos 

de arraigo y pertenencia, servicios recreativos y de ecoturismo… 

 Servicios ecosistémicos de soporte: son todos aquellos procesos 

ecológicos necesarios para que existan los otros tres tipos de 

servicios ecosistémicos, como el ciclo del agua, la formación del 

suelo, los ciclos biogeoquímicos de nutrientes, la fotosíntesis… 

Vemos, por tanto, que los servicios ecosistémicos tienen un valor 

intrínseco que no solo es medioambiental, sino también económico y socio-

cultural. 

Volviendo a la ganadería ovina, los sistemas extensivos, en concreto, 

proveen múltiples servicios ecosistémicos, pues además de la producción 

primaria de carne y leche, proporcionan una gestión sostenible de recursos 

renovables, la preservación y la mejora de la biodiversidad, la conservación del 

paisaje y de la viabilidad social y económica de muchas áreas rurales (6). 

A pesar de esta multifuncionalidad, la continuidad de estos sistemas se 

ve actualmente amenazada por factores económicos, ambientales y sociales 

(7). En los últimos años, se ha producido un fuerte descenso tanto en el 

número de granjas como en el de animales, pasando de los 22,4 millones de 

cabezas censadas en el año 2006, a las 15.852.525 cabezas censadas en el 

año 2018 (1). Fenómenos como el despoblamiento y el abandono de las 

actividades agrarias en zonas rurales, junto con la falta de relevo generacional 

o deficiencias en el manejo técnico y económico, podrían estar detrás de este 

descenso (8).   

2.2  PAPEL DE LA MELATONINA EN LA REPRODUCCIÓN OVINA 

 Uno de los factores limitantes en la producción ovina es la 

estacionalidad reproductiva de estos animales, que está regulada por la 

secreción de melatonina nocturna. La melatonina es una hormona sintetizada 

principalmente en la glándula pineal durante la noche a partir del aminoácido 

triptófano, aunque también se produce a lo largo del día en otros tejidos extra-

pineales, como la piel (9), el ojo (10), el tracto gastrointestinal (11), el tracto 
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reproductor femenino (12) y, tal y como demostró nuestro grupo de 

investigación, también en el tracto reproductor masculino (13). Se trata de una 

molécula poco soluble en agua, pero soluble en solventes orgánicos, por lo que 

es capaz de atravesar las membranas celulares por difusión pasiva (14). 

 

Figura 1. Estructura química y modelo espacial de la melatonina (Imagen de Martínez et al., 

2012 (15)) 

Esta hormona se encuentra implicada en la regulación de muchos 

procesos fisiológicos y su mecanismo de acción es muy complejo. Participa en 

la regulación de los ritmos circadianos y circanuales, y de la reproducción en 

mamíferos de reproducción estacional, como es la especie ovina. También 

destaca por su importante papel antioxidante, pues evita el daño oxidativo en 

macromoléculas, células y tejidos (16). 

 En lo que respecta a su participación en los procesos reproductivos, la 

melatonina regula la estacionalidad reproductiva a través del eje hipotálamo-

hipofisario-gonadal (17). En el caso de la especie ovina, que presenta una 

estacionalidad muy marcada, con un período reproductivo entre el otoño y el 

invierno y otro periodo no reproductivo en la primavera y el verano, esta 

hormona actúa como estimuladora de la reproducción  (18,19). 

 Ebling y Hastings (1992) fueron los primeros en identificar las bases del 

mecanismo de liberación de esta hormona (20). Cuando la luz incide sobre la 

retina, ésta envía la información, a través del núcleo supraquiasmático del 

hipotálamo, a la glándula pineal, y se suprime la liberación de melatonina. De 

este modo, la melatonina sólo se secreta en periodos de oscuridad, siendo su 

secreción proporcional a la duración de la noche. Así, la secreción de 

melatonina nocturna varía durante el año en función de la duración de las 

noches, siendo más elevada durante los días cortos de otoño e invierno que 

son, precisamente, las estaciones en las que la especie ovina presenta 
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actividad reproductiva. A su vez, la variación de la secreción de melatonina 

nocturna regula la liberación pulsátil de hormona liberadora de gonadotropina 

(GnRH) en el hipotálamo, lo que a su vez regula la secreción de hormona 

luteinizante (LH), responsable de la actividad ovárica en la hembra y de la 

producción de espermatozoides en el macho (21–23). 

 En los machos de algunos mamíferos, la melatonina también está 

presente en el plasma seminal, donde ejerce un efecto directo sobre los 

espermatozoides (24). Además, también se haya presente en el fluido folicular 

(12), desde donde puede pasar al fluido oviductal con la ovulación, regulando 

posiblemente la funcionalidad espermática. Diversos estudios han descrito 

cómo la incubación de espermatozoides con melatonina mejora la motilidad en 

muestras seminales humanas (25), y promueve la hiperactivación espermática 

(cambio en el patrón de motilidad que los espermatozoides sufren para poder 

llevar a cabo la fecundación) en hámster (26) y la capacitación (conjunto de 

cambios biofísicos y bioquímicos que deben sufrir los espermatozoides para 

adquirir capacidad fecundante) en búfalo (27). 

 En la especie ovina, nuestro grupo de investigación ha demostrado que 

esta hormona ejerce efectos beneficiosos en los espermatozoides, pues 

disminuye los marcadores apoptóticos, aumenta la tasa de fertilidad y regula el 

proceso de capacitación, teniendo un efecto capacitante o descapacitante en 

función de su concentración (28). 

 Por otro lado, como ya se ha comentado, la melatonina tiene un 

importante papel antioxidante. Esta acción antioxidante podría explicar la 

reducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) observada en muestras 

espermáticas humanas tras su incubación con melatonina (29). Dicha 

capacidad para disminuir los niveles de ROS podría ser la principal 

responsable de su acción antiapoptótica, ya que un exceso de ROS a nivel 

mitocondrial conduce a la muerte celular (30). No obstante, en los 

espermatozoides, para que se produzca el proceso de capacitación ya 

mencionado es necesario que haya un cierto nivel de estas especies reactivas 

(31). Cabe destacar que estos dos procesos, capacitación y apoptosis, 

comparten rutas moleculares de transducción de señal, tal y como ha descrito 
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nuestro grupo de investigación en la especie ovina (32). Esto resulta lógico, 

pues una vez que un espermatozoide se ha capacitado y ha sufrido la reacción 

acrosómica (proceso de fusión de la membrana plasmática del espermatozoide 

con la membrana acrosómica externa, para ayudar al espermatozoide a 

penetrar en la zona pelúcida del ovocito), solo tiene dos destinos posibles: o 

lograr la fecundación del ovocito o morir sin provocar una respuesta 

inflamatoria en el tracto reproductor femenino. 

2.2.1  Administración in vivo de melatonina 

 Como hemos visto, todos los resultados obtenidos hasta ahora, tanto por 

nuestro grupo de investigación como por otros, apuntan a un efecto beneficioso 

de la melatonina sobre la funcionalidad de los espermatozoides cuando se 

añade in vitro. Pero, de cara a una mayor aplicación práctica en ganadería, 

interesan sus efectos tras la administración in vivo a los animales. 

 Ya en los años 80, se realizaron algunas experiencias en las que se 

administraba melatonina por vía oral a pequeños rumiantes, con el fin de elevar 

la concentración de esta hormona en sangre. La administración de melatonina 

diluida en solución salina o absorbida sobre los gránulos o pellets de alimento 

hizo que se incrementasen los niveles de melatonina en plasma sanguíneo 30 

minutos después de la ingesta, y que permaneciesen elevados durante al 

menos siete horas en ovejas y cabras (33). Además, la aplicación diaria de 

forma oral de melatonina permite adelantar la temporada reproductiva en 

ovejas (34), aunque la eficacia del tratamiento disminuye si la administración se 

reduce a tres veces por semana (35). A pesar de estos estudios realizados con 

hembras, en moruecos no hay trabajos sobre la administración oral de 

melatonina en su actividad reproductiva o en la calidad seminal. 

 En la década siguiente, con el desarrollo de los implantes subcutáneos 

de melatonina, se abandonó el estudio de los efectos de la administración oral 

de melatonina, al ser una opción mucho menos práctica que la colocación de 

implantes. En este caso, tanto nuestro grupo como otros han descrito efectos 

beneficiosos de la melatonina administrada subcutáneamente en el 

comportamiento reproductivo, la calidad seminal, el tamaño testicular o los 

niveles de determinadas hormonas en sangre de los moruecos (36,37). 
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 Sin embargo, debido a la necesidad de adaptar la producción animal a 

las nuevas demandas del consumidor, cada vez más concienciado con la 

producción ecológica, sería interesante sustituir la melatonina sintética por 

otras fuentes naturales de melatonina, como, por ejemplo, la procedente de las 

plantas, denominada fitomelatonina. 

 Los vegetales contienen fitomelatonina en concentración muy variable 

(38). Los niveles más elevados se han encontrado en: 

 Semillas: mostaza (Brassica nigra y Brassica hirta), goji (Lycium 

barbarum), fenogreco (Trigonella foenum-graecum), almendro (Prunus 

amygdalus), girasol (Helianthus annuuss), hinojo (Foeniculum vulgare) y 

alfalfa (Medicago sativum), con valores entre los 16 y 189 ng/g de 

materia seca (39). 

 Frutos: tomate (Solanum lycopersicum, 2-114 ng/g, en función de la 

variedad, la parte analizada y el método de análisis), cereza (Prunus 

avium, 8-120 ng/g) y uvas (Vitis vinífera,  5-96 ng/g) (38). 

De este modo, la posibilidad de modular los niveles de melatonina en 

sangre en mamíferos a través de la ingesta de estos productos es de gran 

interés (40). De hecho, ya existen estudios en los que se ha visto que el 

consumo de determinados vegetales, semillas y productos vegetales ricos en 

melatonina aumentan los niveles de esta hormona en sangre (41,42).  

Dada la capacidad de la melatonina de atravesar la barrera 

hematotesticular, podríamos hipotetizar que la alimentación de moruecos con 

productos ricos en fitomelatonina podría tener un efecto directo sobre los 

espermatozoides, y con ello, sobre la actividad reproductiva de estos animales. 

Sin embargo, a día de hoy, apenas se encuentran estudios  sobre el efecto de 

una dieta rica en melatonina en la reproducción de especies ganaderas. 
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3.    HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Uno de los factores limitantes de la producción ovina es la estacionalidad 

reproductiva, regulada por la secreción nocturna de melatonina pineal. Esta 

hormona ha demostrado tener un efecto beneficioso sobre la funcionalidad de 

los espermatozoides de morueco cuando se añade in vitro (28). Para 

contrarrestar los efectos de la estacionalidad reproductiva, se utilizan implantes 

subcutáneos de melatonina, que han demostrado que mejoran la fertilidad in 

vivo de los moruecos (43), y que aumenta los niveles de las hormonas 

sexuales y de algunas enzimas de defensa antioxidante (36,37).  

Sin embargo, dada a la necesidad de adaptar la producción animal a las 

nuevas demandas del consumidor, sería interesante sustituir la melatonina 

sintética utilizada en los implantes por otras fuentes naturales de melatonina, 

como, por ejemplo, la procedente de las plantas, denominada fitomelatonina, 

que se podría administrar con la dieta. 

Por tanto, y teniendo en cuenta la capacidad de la melatonina para 

atravesar la barrera hematotesticular, en el presente Trabajo Fin de Máster se 

planteó la siguiente hipótesis: una dieta rica en fitomelatonina podría tener un 

efecto beneficioso sobre la calidad seminal de los moruecos. 

De este modo, el objetivo principal de este trabajo consistió en evaluar 

el efecto del consumo de dietas ricas en fitomelatonina procedente de 

subproductos vegetales sobre la calidad seminal y la composición del plasma 

seminal del morueco. Y, para ello, se plantearon los siguientes objetivos 

específicos: 

1) Evaluar el efecto de una dieta en fitomelatonina sobre la 

concentración de melatonina en el plasma seminal. 

2) Analizar los posibles cambios en la calidad seminal de los moruecos 

alimentados con una dieta rica en fitomelatonina. 

3) Estudiar los cambios en la actividad de las enzimas de defensa 

antioxidante, con el fin de determinar si la fitomelatonina actúa modulando 

estas enzimas. 
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4.    MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1    ANIMALES UTILIZADOS Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS  

Para realizar los experimentos se utilizaron 18 moruecos de 2 años de 

edad de raza Rasa Aragonesa, estabulados en las instalaciones del Servicio de 

Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza. Los animales 

fueron asignados al azar en dos grupos: nueve machos fueron alimentados con 

un pienso comercial (grupo control), y los otros nueve fueron alimentados con 

una dieta conformada en un 20% por una mezcla de diversas fuentes naturales 

de fitomelatonina y en un 80% por pienso comercial. Los subproductos de la 

industria utilizados en esa mezcla fueron pulpa de granada, pulpa de tomate y 

orujo de uva. La dieta se mantuvo durante cinco meses (de febrero a julio). 

4.1.1  Obtención de muestras seminales y extracción de plasma seminal 

Las muestras seminales se obtuvieron por el método de la vagina 

artificial, de forma individual y cada 15 días, realizándose además una 

extracción de forma previa al comienzo de la dieta, en el mes 0 (febrero). Tras 

la recogida, las muestras se mantuvieron a 37 C durante el transporte al 

laboratorio y hasta su uso.  

El plasma seminal se extrajo mediante centrifugación a 20000 x g 

durante 10 minutos a 4 C. Tras esa primera centrifugación, el sobrenadante 

fue sometido a una segunda centrifugación a 20000 x g durante otros 10 

minutos a 4 C. Las muestras de plasma seminal obtenidas fueron alicuotadas 

y almacenadas a -20 C hasta su análisis. 

4.1.2  Obtención de muestras de sangre y extracción de plasma 

sanguíneo 

 De forma mensual, se recogieron 4 ml de sangre de cada animal 

mediante punción venosa de la vena yugular en tubos de vacío que contenían 

heparina (BD Vacutainer ®, Plymouth, Reino Unido) como anticoagulante. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 

temperatura ambiente y a 600 x g. Tras la centrifugación se recuperó el plasma 

sanguíneo , y se almacenó a -20 C hasta el momento de su análisis. 
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4.2   EVALUACIÓN DE LAS MUESTRAS ESPERMÁTICAS  

4.2.1  Análisis de la motilidad espermática 

La determinación de la motilidad espermática se realizó mediante un 

sistema automatizado de análisis espermático asistido por ordenador (CASA, 

del inglés Computer Assisted Semen Analysis), con el programa ISAS 1.0.4. 

(Integrated Semen Analysis System, Proiser S.L., Valencia, España). Para esta 

determinación se hizo una dilución 1:100 con medio bifase (sacarosa 0,25 M, 

EGTA 100 mM, fosfato sódico 0,5 mM, glucosa 50 mM, HEPES 100 mM, KOH 

20 mM), se colocó una gota (8 μl) en un portaobjetos y se evaluó con un 

microscopio de contraste de fases con objetivo 10x y conectado a una cámara 

(Basler A312f, Basler Vision Components, Exton, PA) y a un ordenador. Se 

analizaron cinco campos por gota. El programa es capaz de integrar las 

imágenes captadas mostrando las trayectorias de los espermatozoides y 

clasificándolos en función de su movimiento (estáticos o mótiles) y su velocidad 

(lentos, medios, rápidos). De este modo, ISAS proporciona valores de motilidad 

total (MT, porcentaje de espermatozoides mótiles) 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 

plasmática) 

La viabilidad, entendida como la integridad de la membrana espermática, 

se valoró mediante el método descrito por Harrison y Vickers (44), conocido 

como la doble tinción con ioduro de propidio/diacetato de carboxifluoresceína 

(PI/CFDA). Esta técnica se basa en la distinta coloración que presentan los 

espermatozoides tras su incubación con los dos colorantes fluorescentes en 

función de la integridad de su membrana plasmática. Así, se consideran viables 

los espermatozoides teñidos de color verde, pues ello implica la presencia de 

esterasas intracelulares capaces de hidrolizar el diacetato de 

carboxifluoresceína (incoloro) a carboxifluoresceína (fluorescencia verde) y que 

su membrana está íntegra al presentar impermeabilidad al ioduro de propidio. 

Por otro lado, los espermatozoides con fluorescencia roja se consideran no 

viables, ya que tienen la membrana plasmática dañada y por tanto permeable 
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al ioduro de propidio, el cual penetra en el interior de la célula y se une al ADN, 

proporcionando fluorescencia roja (Figura 2.A). 

Para esta evaluación, las muestras se diluyeron en el medio bifase, 

anteriormente descrito, a una concentración final de 5 x 106 células/ml y se 

añadieron 3 μl de diacetato de carboxifluoresceína (Sigma-Aldrich, San Luis, 

Misuri, Estados Unidos, 10 μM en DMSO), 3 μl de ioduro de propidio (Sigma-

Aldrich, 7,3 μM en agua destilada), y 3 μl de formaldehido al 0,5 % (V/V) en 

agua MilliQ para la fijación de las células. Seguidamente las muestras se 

incubaron a 37 °C en oscuridad durante 15 minutos, y luego se evaluaron 

mediante un citómetro de flujo Beckman Coulter FC 500 (Beckman Coulter, 

Fullerton, California, Estados Unidos), que usa un láser de argón a 488 nm. La 

fluorescencia se detectó mediante los filtros FL1-525 ± 5 nm (para CFDA) y 

FL4-675 ± 5 nm (para IP), 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+/ IP- como viables, tal y como 

se muestra en la figura 2.B. 

       

Figura 2. A) Imagen representativa de la doble tinción de los espermatozoides ovinos con 

ioduro de propido y diacetato de carboxifluoresceína, evaluada mediate microscopía de 

fluorescencia con filtro B-2A (filtro de excitación 450-490 nm) y aumento 400x B) Diagrama 

respresentativo de la integridad de membrana evaluada por citometría de flujo, utilizando los 

fotodetectores FL1 y FL4. 

 

 

 

CFDA-/IP+ CFDA+/IP+ 

CFDA+/IP- CFDA-/IP- 

A) B) 
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4.2.3. Determinación de la inversión de fosfatidilserina 

La fosfatidilserina (FS) es un fosfolípido que normalmente se encuentran 

en la cara interna de la membrana plasmática, pero en los procesos 

apoptóticos se transloca a la cara externa para que la célula pueda ser 

reconocida por los fagocitos y, por tanto, pueda ser eliminada. Por su parte, la 

anexina (Annex) es una proteína que muestra una alta afinidad por la FS, y se 

puede obtener de forma comercial unida a un fluoróforo para su detección 

mediante microscopía de fluorescencia o citometría de flujo. En este trabajo, se 

utilizó Annexin V Fluorescein Conjugate (Life Technologies, Carlsbad, 

California, Estados Unidos), para marcar las células que presentasen 

translocación de FS con fluorescencia verde, y se combinó con ioduro de 

propidio (IP) que, tal y como se ha explicado anteriormente, permite diferenciar 

células con membrana íntegra de las que tienen la membrana dañada (que son 

las que muestran fluorescencia roja). 

De este modo, se pudieron distinguir, tal y como se muestra en la figura, 

cuatro poblaciones diferentes en la muestra (Figura 3): células que presentaron 

fluorescencia verde y roja (Anex+/IP+), y que por tanto tenían la membrana 

dañada y mostraban inversión de FS; células que presentaron únicamente 

fluorescencia verde (Anex+/IP-), que mostraban inversión de FS pero 

mantenían la membrana intacta; células que presentaron únicamente 

fluorescencia roja (Anex-/IP+), con la membrana dañada pero sin inversión de 

FS; y por último, células que no presentaron fluorescencia (Anex-/IP-), con la 

membrana intacta y sin translocación de FS. Esta última población es la que se 

evaluó en este trabajo. 
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Figura 3. Diagrama respresentativo de la evaluación de la translocación de fosfatidilserina en la 

membrana espermática ovina, evaluada por citometría de flujo, utilizando los fotodetectores 

FL1 y FL4. 

Para este análisis, se diluyeron las muestras en el tampón 

proporcionado por la casa comercial (Binding Buffer Apoptosis Detection Kit, 

Life Technologies, Carlsbad, California, Estados Unidos) hasta alcanzar una 

concentración de 4 x 106 células/ml. Se añadió 2 μl de Annexin V y 3 μl de IP y 

se incubaron a 37 C en oscuridad durante 15 minutos. Las muestras se 

analizaron inmediatamente mediante citometría de flujo, utilizando los filtros 

FL1-525 ± 5 nm (para anexina) y FL4-675 ± 5 nm (para IP), tal y como se ha 

descrito en el apartado 4.2.2. 

4.2.4  Estudio de los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

 Los niveles de especies reactivas de oxígeno se evaluaron mediante el 

uso de 2’,7’-diclorohidrofluorescein-diacetato (H2DCFDA), un colorante capaz 

de atravesar la membrana plasmática del espermatozoide y penetrar en el 

interior celular, donde es hidrolizado por esterasas intracelulares a 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína (H2DCF), que es no permeable y no fluorescente. 

Posteriormente, este compuesto es oxidado por H2O2 a diclorofluoresceína 

(DCF), que emite fluorescencia a 530 nm tras su excitación a 488 nm (45). Este 

colorante se utilizó en combinación con yoduro de propidio (IP) que, 

recordemos, permite discriminar entre células viables y no viables. 

 Para esta evaluación, las muestras se diluyeron a una concentración de 

5 x 106 células/ml en medio bifase y se incubaron con 5 l de H2DCFDA 10 M 

Anex-/IP- Anex+/IP- 

Anex+/IP+ Anex+/IP- 
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y 3 l de IP 1,5 mM durante 15 minutos a 37 C en oscuridad, y se fijaron con 5 

l de formaldehído al 0,5 % (V/V) en agua MilliQ. Pasado ese tiempo, las 

muestras se analizaron por citometría de flujo mediante los filtros FL1-525 ± 5 

nm (para H2DCFDA) y FL4-675 ± 5 nm (para IP). En este trabajo se evaluaron 

las células H2DCFDA-/IP-, que corresponde a espermatozoides viables con 

bajos niveles de ROS. 

 

Figura 4. Diagrama respresentativo de las poblaciones obtenidas en la evaluación de los 

niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) por citometría de flujo, utilizando los 

fotodetectores FL1 y FL4. 

4.3 EVALUACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE MELATONINA EN PLASMA SEMINAL  

La concentración de melatonina en plasma seminal fue evaluada 

utilizando un inmunoensayo comercial de tipo competitivo (Direct saliva 

melatonin ELISA kit, Bühlmann Laboratories AG, Suiza), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se colocaron 100 l de cada muestra, así como de 

los controles y los estándares, por duplicado en los pocillos correspondientes 

de una placa de 96 pocillos recubiertos con un anticuerpo anti-melatonina y se 

dejó incubar durante 16-20 horas a 2-8 C. Tras la incubación, se añadieron 50 

l de melatonina biotinilada a los pocillos y se incubó durante tres horas a 2-8 

C. Pasado ese tiempo, se realizaron tres lavados, y tras los lavados se 

añadieron 100 l de estreptavidina conjugada a peroxidasa (HRP). Se incubó 

durante más de 60 minutos en un agitador a 600 rpm a 18-28 C. 

Posteriormente, se realizaron otros tres lavados y se añadieron 100 l de TMB 

(tetrametilbenzidine) a los pocillos. La placa se incubó protegida de la luz 

H2DCFDA-/IP- H2DCFDA+/IP- 

H2DCFDA+/IP+ 
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durante 30 minutos a 18-28 C y pasado ese tiempo se añadieron 100 l de 

una solución de H2SO4 0,25 M a cada pocillo. Por último, se midió la 

absorbancia a 450 nm utilizando un lector de placas de ELISA (SPECTROstar 

Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). 

4.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

4.4.1 Glutatión reductasa (GRD, EC.1.6.4.2) 

  La actividad de la glutatión reductasa se midió cuantificando la 

disminución de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidación del NADPH, 

como consecuencia de la reducción del glutatión oxidado (GSSG): 

GSSG + NADPH + H+   2 GSH + NADP+ 

  Las mediciones se realizaron siguiendo el protocolo anteriormente 

descrito por nuestro grupo de investigación (37). Todas las muestras se 

cargaron por duplicado.  La mezcla de reacción contenía un tampón Na3PO4 

501,38 mM, pH 7,2, EDTA 0,5 mM, NADPH+ + H+ 85 M, GSSG 0,8 mM y 5 

l de cada muestra de plasma sanguíneo o seminal (volumen final en cada 

pocillo: 200 l). El cambio en absorbancia producido a 340 nm se monitorizó 

durante 3 minutos en un lector de microplacas de absorbancia 

(SPECTROstar Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). 

4.4.2  Glutatión peroxidasa (GPX, EC.1.11.1.9) 

  La actividad de esta enzima se midió siguiendo la oxidación del glutatión 

(GSH) utilizando como aceptor de electrones al ter-butilhidroperóxido (t-

BuO2H), de acuerdo a la siguiente reacción: 

ROOH + 2 GSH     ROH + H2O + GSSG 

GSSG + NADPH + H+     2 GSH + NADP+ 

La evaluación se realizó usando el protocolo anteriormente descrito por 

nuestro grupo de investigación (46) basado en el descrito por Paglia y 

Valentine (47). La mezcla de reacción contenía un tampón Na3PO4 501,38 

mM, pH 7,2, EDTA 0,5 mM, NADPH+ + H+  85 M, GRD 54 mUI, GSH 2 Mm, 

GRD 

GPX 

GRD 
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t-BuO2H 1,2 mM y 6 l de muestras de plasma sanguíneo o seminal 

(volumen final en cada pocillo 200 l). El cambio en absorbancia producido a 

340 nm se monitorizó durante 3 minutos en un lector de microplacas de 

absorbancia (SPECTROstar Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). 

4.4.3 Catalasa (CAT, EC.1.11.1.6) 

  La actividad enzimática de la catalasa se analizó en una placa de cuarzo 

midiendo la disminución de la absorbancia a 240 nm debido a la reducción 

de H2O2 a H2O y O2 en presencia de dicha enzima. 

2 H2O2   2 H2O + O2 

  La mezcla de reacción contenía un tampón Na3PO4 62,5 mM, pH 7, 

H2O2 200 mM y 4 l de muestras de plasma seminal (volumen final en cada 

pocillo 200 l). Y el cambio en absorbancia producido a 240 nm se 

monitorizó durante dos minutos en un lector de microplacas de absorbancia 

(SPECTROstar Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). 

4.4.4 Superóxido dismutasa (SOD, EC.1.15.1.1)  

  Por último, la actividad de SOD se evaluó como la disminución de la 

velocidad de la reacción de reducción del XTT  por el anión superóxido (O2
.-) 

producido por la enzima xantina oxidasa (XO). Como podemos ver, las 

reacciones 2 y 3 compiten por el anión superóxido, de modo que una menor 

tasa de reducción del XTT (reacción 2) puede entenderse como un aumento 

de la actividad de la SOD, que cataliza la reacción 3.  

 

1) Xantina  + O2    Ácido úrico + O2
.- 

2) O2
.- + XTT    XTT reducido 

3) 2 O2
.- + 2 H+    H2O2 + O2 

   

La mezcla de reacción está formada por tampón Na3PO4 40,5 mM, pH 

7,8, xantina 0,99 mM, xantina oxidasa 0,15 mUI, XTT 30 mM, y 10 l de 

CAT 

XO 

SOD 
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muestras de plasma sanguíneo (volumen final en cada pocillo 200 l). Y el 

cambio en absorbancia producido a 470 nm se monitorizó durante tres 

minutos en un lector de microplacas de absorbancia (SPECTROstar Nano, 

BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). 

4.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los resultados presentados en este trabajo se muestran como la media 

 S.E.M. (error estándar de la media) del número de muestras indicadas 

para cada caso. El análisis estadísticos de los datos se realizó con el 

software IBM SPSS (IBM Statistical Package for the Social Sciences, 

Armonk, Nueva York, Estados Unidos). Las diferencias se evaluaron 

mediante la prueba U de Mann-Whitney, tras haber analizado la normalidad 

de los datos de las variables estudiadas mediante el test de Kolmogorov-

Smirnov. 
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5.    RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 EFECTOS DE LA DIETA RICA EN FITOMELATONINA SOBRE LA CONCENTRACIÓN 

DE MELATONINA EN PLASMA SEMINAL 

En primer lugar, se analizó la concentración de melatonina en plasma 

seminal y se observó un aumento de los niveles de esta hormona en las 

muestras de moruecos alimentados con fitomelatonina a partir del segundo 

mes respecto a las muestras del grupo control, aunque ese aumento no resultó 

estadísticamente significativo (Figura 5).  

  

Figura 5. Variaciones mensuales de los niveles de melatonina en plasma seminal de animales 

alimentados con una dieta rica en fitomelatonina ( ) y en muestras de animales alimentados 

con una dieta control ( ). Los valores se muestran como media  error estándar de la media 

(n=9). 

 

Trabajos previos de nuestro grupo de investigación demostraron que el 

tratamiento con implantes subcutáneos de melatonina aumentaba los niveles 

de melatonina del plasma seminal en ovino durante la estación no reproductiva 
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(37). En otro estudio, realizado con razas ovinas distintas (Poll Dorset y 

Merina), se observó además que los implantes subcutáneos de melatonina 

aumentaban no solo los niveles de la hormona en plasma seminal, sino 

también en sangre (48). De este modo, y teniendo en cuenta la facilidad con la 

que la melatonina se distribuye por los tejidos (49), podríamos hipotetizar que 

la administración oral de melatonina a través de la dieta aumentaría los niveles 

de melatonina en sangre, y por tanto también en el plasma seminal. Sin 

embargo, la concentración de melatonina administrada a través de implantes 

subcutáneos es mucho mayor que la se puede aportar a través de 

subproductos alimentarios (38), lo que podría explicar la falta de significación 

estadística de nuestros resultados. Es posible que el aumento de la 

concentración de melatonina inducida por la dieta sea superior en plasma 

sanguíneo que en plasma seminal (33), por lo que, para comprobar esta 

hipótesis se extrajeron muestras de sangre de los animales de ambos grupos 

con el fin de analizar los niveles de la hormona en este fluido. Sin embargo, 

todavía no se dispone de estos resultados. 

5.2 EFECTO DE UNA DIETA RICA EN FITOMELATONINA SOBRE LA CALIDAD 

ESPERMÁTICA 

 En segundo lugar, para determinar los posibles efectos de la dieta rica 

en fitomelatonina sobre la calidad de las muestras espermáticas, se evaluaron 

los cambios en la motilidad total y progresiva, la integridad de membrana 

plasmática y en determinados parámetros de apoptosis y en los niveles de 

ROS. 

5.2.1 Efecto sobre la motilidad 

 Al analizar la motilidad espermática se observó, por un lado, un aumento 

del porcentaje de espermatozoides mótiles totales en las muestras procedentes 

de animales alimentados con una dieta rica en fitomelatonina respecto de las 

muestras procedentes del grupo control, tal y como se aprecia en la figura 6.A, 

si bien esas diferencias no fueron estadísticamente significativas. Sin embargo, 

ese aumento no se observó al analizar la motilidad progresiva de las muestras 

(Figura 6.B). Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que se 
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había visto que la adición de melatonina in vitro a muestras seminales no 

alteraba significativamente la motilidad (28). 

 

Figura 6. Porcentaje de espermatozoides mótiles (A) y mótiles progresivos (B) en muestras 

seminales de moruecos alimentados con una dieta rica en fitomelatonina ( ) o con una dieta 

control ( ). Los valores se muestran como media  error estándar de la media (n=18).  

 

5.2.2 Efecto sobre la viabilidad 

Por otro lado, al evaluar la viabilidad (integridad de membrana 

plasmática) se observaron diferencias significativas a partir del primer mes de 

consumo (mes 1, P < 0,05; mes 5, P < 0,01 y meses 2, 3 y 4 P < 0,001) en las 

muestras procedentes de animales alimentados con una dieta rica en 

fitomelatonina en comparación con las muestras procedentes de animales 

alimentados con la dieta control, tal y como se observa en la figura 7. La mayor 

parte de los trabajos sobre el efecto de la melatonina exógena sobre la 

viabilidad espermática ovina se han realizado en espermatozoides 

criopreservados (50), o con la hormona añadida in vitro (51), por lo que este 

trabajo sugeriría que una dieta rica en fitomelatonina podría mejorar la 

integridad de la membrana espermática.  
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides viables (CFDA+/IP-) en muestras seminales de 

moruecos alimentados con una dieta rica en fitomelatonina ( ) o con una dieta control ( ). 

Los valores se muestran como media  error estándar de la media (n=18). * P < 0,05, ** P < 

0,01 y *** P < 0,001 . 

 

En este trabajo también se observó una ligera disminución de la 

viabilidad en ambos grupos entre las muestras obtenidas a tiempo cero, (antes 

de iniciar la dieta) y el primer mes. Esta disminución podría explicarse como 

una respuesta fisiológica de los animales al estrés, inducido por el cambio de 

jaula y ambiente, pues se sabe que los cambios producidos en el eje 

hipotálamo-hipofisario-adrenal (HPA) como consecuencia de un distrés (estrés 

negativo) pueden alterar también el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal (52). 

5.2.3 Efecto sobre la inversión de fosfatidilserina de la membrana 

plasmática  

Al analizar la inversión de fosfatidilserina, no se observaron diferencias 

significativas en el porcentaje de espermatozoides viables sin inversión de este 

fosfolípido entre las muestras procedentes de ambos grupos (Figura 8). A 

pesar de que la melatonina in vitro tiene efecto antiapoptótico en los 



24 
 

espermatozoides de distintas especies (53,54), incluida la ovina (28), su 

administración por vía oral no parece influir en este parámetro. 

 

 

Figura 8. Porcentaje de espermatozoides viables sin inversión de fosfatidilserina (Annex-/IP-) 

en muestras seminales de moruecos alimentados con una dieta rica en fitomelatonina ( ) o 

con una dieta control ( ). Los valores se muestran como media  error estándar de la media 

(n=18).  

 

5.2.4 Efecto sobre los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS)  

 No obstante, al evaluar los efectos de la dieta sobre los niveles de ROS, 

se observó un aumento significativo (P < 0,01) del porcentaje de 

espermatozoides viables con bajos niveles de ROS a partir del segundo mes 

de experimento en las muestras procedentes de moruecos alimentados con la 

dieta rica en fitomelatonina, en comparación con los moruecos del grupo 

control, tal y como muestra la figura 9. Esta diferencia fue aumentando los 

meses posteriores, y se mantuvo hasta el final del experimento.  
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Figura 9. Porcentaje de espermatozoides viables con bajos niveles de ROS (H2DCFDA-/ IP-) 

en muestras seminales de moruecos alimentados con una dieta rica en fitomelatonina ( ) o 

con una dieta control ( ). Los valores se muestran como media  error estándar de la media 

(n=18). * P < 0,05, ** P < 0,01 y *** P < 0,001. 

 

 Se ha documentado que la incubación de muestras espermáticas con 

melatonina in vitro reduce el daño por estrés oxidativo causado por ROS 

(29,55). Recientemente, nuestro grupo de investigación ha demostrado que la 

melatonina, añadida a muestras incubadas en condiciones capacitantes (39 C, 

5 % CO2, 100% humedad) y en medios con sustancias elevadoras del AMPc 

(adenosín monofosfato cíclico), necesario para lograr la capacitación de los 

espermatozoides ovinos in vitro, es capaz de disminuir los niveles de ROS 

cuando se añade a concentraciones de 10 nM y 1 M, y por tanto evitar 

parcialmente la capacitación espermática (56). Esa disminución de ROS 

también la observamos aquí en el grupo alimentado con fitomelatonina. En 

base a estos resultados, podríamos hipotetizar que una dieta rica en 

fitomelatonina protegería del daño oxidativo de la misma forma que cuando se 

añade in vitro a las muestras seminales y aumentando así el porcentaje de 

espermatozoides viables con bajos niveles de ROS. La melatonina podría 
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ejercer esa acción bien de forma directa, atravesando la membrana plasmática 

de los espermatozoides y actuando como molécula antioxidante (55); a través 

de su interacción con receptores específicos de membrana, denominados MT1 

y MT2, con la que se activan cascadas de señalización mediadas por segundos 

mensajeros que pueden derivar en una disminución de los niveles de especies 

reactivas de oxígeno (57); o bien de forma indirecta, modulando la actividad de 

las enzimas antioxidantes (58). 

5.3 EFECTO DE UNA DIETA RICA EN FITOMELATONINA SOBRE LAS ENZIMAS DE 

DEFENSA ANTIOXIDANTE 

Tras observar que los moruecos alimentados con una dieta rica en 

melatonina de origen vegetal presentaban un aumento en el porcentaje de 

espermatozoides con bajos niveles de ROS, y que este aumento no se debía 

únicamente a una mejora de la viabilidad, ya que no observamos ningún efecto 

sobre el porcentaje de espermatozoides viables sin inversión de la 

fosfatidilserina, hipotetizamos que la melatonina presente en la dieta protegería 

frente al daño oxidativo disminuyendo los niveles de ROS intracelulares. No 

obstante, quedaba por determinar su mecanismo de acción. Para identificar 

una posible acción indirecta de la melatonina sobre el daño oxidativo a través 

de la modulación de la actividad las enzimas antioxidantes, se analizó la 

actividad de la catalasa (CAT), glutatión reductasa (GRD) y glutatión 

peroxidasa (GPX) tanto en plasma sanguíneo como en plasma seminal. 

Además, se valoró la actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD) 

únicamente en plasma sanguíneo, ya que el proceso de congelación utilizado 

para la conservación de las muestras provocó su inactivación en las muestras 

de plasma seminal.  

 Sin embargo, cuando se analizaron las actividades de las enzimas CAT, 

GRD y GPX, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo 

alimentado con una dieta rica en fitomelatonina y el grupo control, ni en las 

enzimas del plasma sanguíneo (Figura 10) ni en las presentes en el plasma 

seminal (Figura 11). Del mismo modo, tampoco se encontraron diferencias 

significativas entre ambos grupos cuando se valoró la actividad de la SOD del 

plasma sanguíneo (Figura 11).  
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Figura 10.  Actividades enzimáticas de la catalasa (A), la glutatión reductasa (B) y la glutatión 

peroxidasa (C) presentes en muestras de plasma seminal  de moruecos alimentados con una 

dieta rica en fitomelatonina ( ) o con una dieta control ( ). Los valores se muestran como 

media  error estándar de la media (n=18). 
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Figura 11. Variaciones mensuales de las actividades de la  catalasa (A), la superóxido 

dismutasa (B), la glutatión reductasa (C) y la glutatión peroxidasa (D) presentes en muestras de 

sangre de animales alimentados con una dieta rica en fitomelatonina ( ) y en muestras de 

animales alimentados con una dieta control ( ). Los valores se muestran como media  error 

estándar de la media (n=9). 

 

Parte de estos resultados concuerdan con los descritos anteriormente 

por nuestro grupo de investigación. En concreto, cuando se analizó la actividad 

de la CAT en muestras seminales de animales tratados con implantes 

subcutáneos de melatonina en época no reproductiva, tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre los animales tratados y los animales del grupo 

control (37). Sin embargo, en ese mismo trabajo, también se observó un 

aumento de la actividad enzimática de GPX y GRD en el plasma seminal de los 
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animales a los que se les implantó melatonina de forma subcutánea respecto 

de los animales control, aumento que no se observa al alimentar a los animales 

con fitomelatonina. Dado que los implantes de melatonina inducen un aumento 

de la concentración de la misma en plasma seminal muy superior al observado 

en este trabajo (37), es posible que una dieta rica en fitomelatonina no sea 

capaz de aumentar los niveles de esta hormona hasta los niveles necesarios 

para mejorar la actividad de las enzimas antioxidantes. 

 En cuanto a las actividad de las enzimas antioxidantes en el plasma 

sanguíneo, y pese a que en este estudio no se encontraron diferencias 

significativas entre los dos grupos estudiados, cabe destacar que en la especie 

humana se ha descrito recientemente que tomar suplementos de melatonina 

aumenta la actividad de la enzima GPX en plasma sanguíneo, protegiendo así 

del daño oxidativo causado por el ejercicio de alta intensidad (59). 

De este modo, al no detectarse cambios en la actividad de las enzimas 

de defensa antioxidante ni en plasma seminal ni en plasma sanguíneo, la 

melatonina ejercería su acción antioxidante en los animales alimentados con 

una dieta rica en fitomelatonina modulando los niveles de especies reactivas de 

oxígeno de manera directa, bien atravesando la membrana plasmática y 

captando esas moléculas de ROS o, tal vez, a través de sus receptores de 

membrana. Este mecanismo concuerda con el observado para la melatonina 

añadida in vitro a muestras de espermatozoides humanos (29), en muestras de 

semen de verraco (55) y en muestras humanas sometidas a criopreservación 

(60). 

Finalmente, en base a los resultados obtenidos, todo parece apuntar a 

que la dieta rica en melatonina vegetal mejora la viabilidad espermática y  

protegería a los espermatozoides ovinos frente al daño oxidativo disminuyendo 

los niveles de ROS en las células de forma directa. Sin embargo, los 

mecanismos moleculares por los cuales la fitomelatonina de la dieta ejerce esta 

acción se desconocen. Tampoco podemos descartar que otros antioxidantes 

presentes en los subproductos utilizados en la dieta estén contribuyendo de 

forma sinérgica con la fitomelatonina  a producir este efecto, pues los 

polifenoles y las antocianinas de la granada han demostrado tener una potente 
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actividad antioxidante (61), al igual que el licopeno, ácido ascórbico, vitamina E 

y flavonoides del tomate (62) y las catequinas, flavonoles, ácido benzoico y 

ácido cinámico del orujo de uva (63). 
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6.    CONCLUSIONES 

1) La dieta rica en fitomelatonina produjo un aumento de la concentración 

de melatonina en plasma seminal de los moruecos a partir del segundo mes de 

tratamiento, en comparación con el grupo control, aunque este aumento no fue 

estadísticamente significativo. 

2) La dieta rica en fitomelatonina produjo un aumento significativo del 

porcentaje de espermatozoides viables y espermatozoides viables con bajos 

niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) a partir del segundo mes de 

alimentación, en comparación con el grupo control. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides 

mótiles, mótiles progresivos ni en el porcentaje de espermatozoides viables sin 

inversión de la fosfatidilserina. 

3) El aumento del porcentaje de espermatozoides viables con bajos niveles 

de ROS no se relacionó con cambios en la actividad de las enzimas de defensa 

antioxidante de plasma sanguíneo o plasma seminal, lo que sugiere que la 

fitomelatonina disminuiría los niveles intracelulares de ROS de los 

espermatozoides de forma directa, y no a través de la modulación de enzimas 

antioxidantes. 
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