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Además de los artículos incluidos en el capítulo de Resultados, se han publicado otros artículos 

en los que he participado durante el periodo predoctoral: 

 Testicular ultrasound analysis as a predictive tool of ram sperm quality.  
 
Autores: M. Carvajal-Serna, S. Miguel-Jiménez, R. Pérez-Pe, A. Casao.  
Revista: Biology. 2022, 11(2), 261, EISSN 2079-7737 
https://doi.org/10.3390/biology11020261  
 

 Underlying molecular mechanism in the modulation of the ram sperm acrosome 
reaction by progesterone and 17β-estradiol. 
 
Autores: S. Gimeno-Martos, S. Miguel-Jiménez, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, T. 
Muiño-Blanco, R. Pérez-Pe.  
Revista: Animal Reproduction Science. 2020, 221, 106567, ISSN 1873-2232 
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2020.106567 
 

 In vitro assessment of egg yolk-, soya bean lecithin- and liposome-based extenders 
for cryopreservation of dairy bull semen. 
 
Autores: S. Miguel-Jiménez, M.M. Rivera del Alamo, M. Álvarez-Rodríguez, C.O. 
Hidalgo, A.I. Peña, R. Muiño, J.E. Rodríguez-Gil, T. Mogas.  
Revista: Animal Reproduction Science. 2020, 215, 106315, ISSN 0378-4320 
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2020.106315  
 

 OpenCASA: a new open-source and scalable tool for sperm quality analysis. 
 
Autores: C. Alquézar-Baeta, S. Gimeno-Martos, S. Miguel-Jiménez, P. Santolaria, J. 
Yániz, I. Palacín, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, T. Muiño-Blanco, R. Pérez-Pe.   
Revista: PLoS Computational Biology. 2019, 15(1): e1006691 
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1006691 
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Los resultados obtenidos en esta tesis, al igual que otros correspondientes a otros proyectos 
en los que he participado, fueron también presentados en los siguientes congresos:  

En modalidad de presentación oral: 

 Effect of melatonin on ram sperm capacitation induced by epidermal growth factor.  
Autores: S. Miguel-Jiménez, M. Carvajal-Serna, V. Peña-Delgado, A. Casao, R. Pérez-Pe.  
Evento: 13rd Biennial Conference of the Association for Applied Animal Andrology 
(AAAA). 
Lugar/año: Bolonia (Italia). Junio 2022. 
Primer premio de la competición de estudiantes. 
 

 Efecto quimiotáctico del fluido folicular de la oveja sobre los espermatozoides 
ovinos.  
Autores: S. Miguel-Jiménez, A. Arribas, A. Casao, R. Pérez-Pe. 
Evento: XIX Jornadas AIDA sobre producción animal. 
Lugar/año: Formato online. Junio 2021.  
Primer premio mejor vídeo científico, categoría no doctor. 
 

 Estudio comparativo de la activación del canal de calcio CatSper en espermatozoides 
de diferentes especies. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, C. Schiffer, T. Strünker, R. Pérez-Pe. 
Evento: VI Jornadas del Instituto Universitario de Investigación en Ciencias 
Ambientales de Aragón (IUCA). 
Lugar/año: Zaragoza (España). Septiembre 2020.  
Segundo premio mejor video científico, categoría no doctor. 
 

 Acción protectora de la melatonina frente al daño por frío en espermatozoides 
ovinos. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, T. Muiño-Blanco, R. Pérez-
Pe. 
Evento: 43º Congreso Nacional y 19º Internacional de la Sociedad Española de 
Ovinotecnia y Caprinotecnia (SEOC). 
Lugar/año: Zaragoza (España). Septiembre 2018.  
 
 
 
 
 
 
 
 



 
  

En modalidad de póster: 

 Estudio de la activación del canal CatSper en espermatozoides ovinos. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, M. Bru-Albesa, A. Casao, R. Pérez-Pe. 
Evento: VI Jornadas del Instituto Universitario de Investigación en Ciencias 
Ambientales de Aragón (IUCA). 
Lugar/año: Zaragoza (España). Octubre 2022. 
 

 Los espermatozoides ovinos capacitados son quimioatraidos por el fluido folicular de 
oveja. 
Autores: R. Pérez-Pe, S. Miguel-Jiménez, A. Arribas, C. Martínez-Saz, A. Casao. 
Evento: VI Jornadas del Instituto Universitario de Investigación en Ciencias 
Ambientales de Aragón (IUCA). 
Lugar/año: Zaragoza (España). Septiembre 2022. 
 

 Analysis of the chemotactic response of ram spermatozoa to steroid hormones. 
Autores: A. Casao, S. Miguel-Jiménez, V. Portolés-Bayod, R. Pérez-Pe. 
Evento: 13rd Biennial Conference of the Association for Applied Animal Andrology 
(AAAA). 
Lugar/año: Bolonia (Italia). Junio 2022. 
 

 Chemotaxis of capacitated ram spermatozoa to follicular fluid. 
Autores: R. Pérez-Pe, S. Miguel-Jiménez, C. Martínez-Saz, A. Casao. 
Evento: 13rd Biennial Conference of the Association for Applied Animal Andrology 
(AAAA). 
Lugar/año: Bolonia (Italia). Junio 2022. 
 

 Effect of phytomelatonin-rich diets on oxidative damage in ram sperm. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, M. Carvajal-Serna, V. Peña-Delgado, A. Casao, R. Pérez-Pe. 
Evento: 19th International Congress on Animal Reproduction. 
Lugar/año: Bolonia (Italia). Junio 2022. 
 

 Effect of a phytomelatonin-rich diet on ram testicular paenchyma evaluated by 
macroscopic and microscopic ultrasonography. 
Autores: M. Carvajal-Serna, S. Miguel-Jiménez, J.A. Abecia, R. Pérez-Pe, Casao, A. 
Evento: 19th International Congress on Animal Reproduction. 
Lugar/año: Bolonia (Italia). Junio 2022. 
 
 
 
 



 
 

 Evaluation of CatSper channel activation in different sperm species by kinetic ion-
sensitive fluorimetry. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, C. Schiffer, T. Strünker, R. Pérez-Pe. 
Evento: Proceedings of the 12th Biennial Conference of the Association for Applied 
Animal Andrology (AAAA). 
Lugar/año: Septiembre 2020.  
 

 Effect of melatonin on actin and a-tubulin distribution related to in vitro capacitation 
in ram sperm. 
Autores: M. Carvajal-Serna, M. Paesa, J. Barale, S. Gimeno-Martos, V. Peña-Delgado, 
S. Miguel-Jiménez, A. Casao, R. Pérez-Pe. 
Evento: Proceedings of the 12th Biennial Conference of the Association for Applied 
Animal Andrology (AAAA). 
Lugar/año: Septiembre 2020.  
 

 Decapacitating effect of melatonin is not mediated by calcium-calmodulin kinase II 
in ram spermatozoa. 
Autores: V. Peña-Delgado, S. Miguel Jiménez, M. Carvajal-Serna, J.A. Cebrián-Pérez, T. 
Muiño-Blanco, A. Casao, R. Pérez-Pe. 
Evento: Proceedings of the 12th Biennial Conference of the Association for Applied 
Animal Andrology (AAAA). 
Lugar/año: Septiembre 2020.  
 

 Changes in nitric oxide synthase isoforms localization in the presence of melatonin 
seem not to be related with changes in nitric oxide levels during ram spermatozoa 
capacitation. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, M. Carvajal-Serna, S. Calvo, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, 
T. Muiño-Blanco, R. 
Evento: 23rd Annual Conference of the European Society for Domestic Animal 
Reproduction (ESDAR). 
Lugar/año: San Petersburgo (Rusia). Septiembre 2019.  
 

 Comparative   study   of   changes   in   intracellular   calcium   levels   and   localization   
in capacitated ram spermatozoa in presence of melatonin. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, M. Carvajal-Serna, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, T. Muiño-
Blanco, R. Pérez-Pe. 
Evento: 22nd Annual Conference of the European Society for Domestic Animal 
Reproduction (ESDAR).  
Lugar/año: Córdoba (España). Septiembre 2018.  
 
 



 
  

 Identification of intracellular nitric oxide synthase isoforms in ram sperm. 
Autores: S. Calvo-García, M. Carvajal-Serna, S. Miguel-Jiménez, A. Casao, J.A. Cebrián-
Pérez, T. Muiño-Blanco, R. Pérez-Pe. 
Evento: 22nd Annual Conference of the European Society for Domestic Animal 
Reproduction (ESDAR).  
Lugar/año: Córdoba (España). Septiembre 2018.  
 

 Protein array-based strategies for identifying ram sperm capacitation-associated 
changes in apoptotic signaling molecules. 
Autores: S. Gimeno-Martos, S. Miguel-Jiménez, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, T. Muiño-
Blanco, R. Pérez-Pe. 
Evento: 22nd Annual Conference of the European Society for Domestic Animal 
Reproduction (ESDAR).  
Lugar/año: Córdoba (España). Septiembre 2018.  
 

 Melatonin has a protective role against cryocapacitation of ram spermatozoa. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, A. Casao, J.A. Cebrián-Pérez, T. Muiño-Blanco, R. Pérez-
Pe. 
Evento: 33rd Scientific Meeting of the Association of Embryo Technologies in Europe 
(AETE).  
Lugar/año: Bath (Inglaterra). Septiembre 2017.  
 

 Post-thaw changes in sperm membrane and ROS following cryopreservation of dairy 
bull semen using four different commercial extenders. 
Autores: S. Miguel-Jiménez, T. Mogas, A.I. Peña, C. Tamargo, C.O. Hidalgo, R. Muiño, 
J.E. Rodríguez-Gil, R. 
Evento: 32nd Scientific Meeting of the Association of Embryo Technologies in Europe 
(AETE).  
Lugar/año: Barcelona (España). Septiembre 2016.  
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Otra etapa de mi vida llega a su fin, y en estas líneas me gustaría expresar 
mi más sincero agradecimiento a todas las personas que de una manera u otra 
me han acompañado y ayudado en la realización de este trabajo.  

En primer lugar, a mis directoras, Rosaura y Adriana. Gracias por confiar 
en mí, incluso antes de adentrarme en la aventura predoctoral, y darme la 
oportunidad de trabajar con vosotras. Rosaura, siempre haciéndome ver el lado 
bueno de las cosas y animándome a seguir incluso cuando ni yo misma confiaba 
en mi trabajo. Sin tu optimismo y sin todo el conocimiento que has compartido 
conmigo, nunca habría llegado hasta aquí. GRACIAS por ser la mejor guía. 
Adriana, no tengo palabras para agradecerte la disposición que has tenido 
SIEMPRE para ayudarme. Daba igual si el citómetro me estaba boicoteando el 
experimento, que los western no quisieran salir bonitos, o que, a pesar de las 
mil veces que me lo has explicado, no me aclarase con la estadística. Tú siempre 
has estado allí con un “por supuesto, ahora mismo voy” y una sonrisa. Muchas 
gracias a las dos por escucharme siempre y acompañarme en el camino y, 
sobretodo, por la confianza depositada en mí. No me olvido de los cientos de 
cafés en los que no solo compartimos ciencia, sino recetas, restaurantes y un 
sinfín de “reviews” gastronómicas. 

Pepín, no estaría escribiendo estas líneas si no llega a ser por ti. Mi profesor de 
biología en primero de carrera, transmitías tanto entusiasmo por la ciencia, la 
investigación, el comportamiento animal… que por eso acabé pidiendo prácticas 
en este grupo, ¡y qué gran descubrimiento! Siempre has tenido la puerta del 
despacho abierta para mí, aunque a veces me “raptaras” para estudiar cómo 
podríamos mejorar nuestro (permíteme apropiármelo un poquito) proyecto de 
cámara de quimiotaxis. Gracias por la cercanía, por los consejos y por alegrarnos 
las mañanas con tus desayunos, aunque fuéramos un poco brujas. Tere, no tuve 
la suerte de conocerte antes de llegar al departamento, pero desde el principio 
te preocupaste por mí y por mi trabajo. Siempre has recibido mis consultas con 
una sonrisa, y me has aportado tu inmenso conocimiento y tus inteligentes 
sugerencias. Nos habéis hecho mucha falta este último año en el laboratorio, 
pero ahora os toca a vosotros disfrutar de vuestra nueva etapa.  

Por suerte, en el laboratorio me han acompañado otras personas. Sin ellas, todo 
habría sido mucho más aburrido y costoso. Silvia, lo mismo nos poníamos a 
cantar “La oreja de van Gogh”, que nos echábamos una mano con cualquier 
experimento, hay tiempo para todo. Cuántas conversaciones profundas y no 
tanto, hemos compartido. Sé que siempre nos podremos tomar una cervecita y 
recordar. Meli, mi gran compañera, esta tesis también es tuya. Qué trabajadora 
eres, siempre has sacado un huequito para echarme una mano en todo. Gracias, 
gracias y más gracias. Vicky, vienes pisando fuerte. Cuánto entusiasmo por la 



 
 

ciencia, cuántas ganas de trabajar y de ayudar, eres un sol. Gracias por hacerme 
más amenos estos últimos años. 

Gracias a Puri, por darme los buenos días con energía cada mañana y no 
rechistar aunque le pisara lo fregado. A Sofía, por atraparme en su oficina a 
charlar de la vida y contagiarme su alegría. Gracias a las “chicas de 
mitocondrias”, por dejarme compartir mesa con ellas al medio día en nuestro 
ratito de desconexión. A Cris, Tania, Luis, Javi, por poder confiar en su reserva 
de reactivos y compartir sus trucos para conseguir el western ideal. 

No me olvido del resto de personas que han ido dejando su granito de arena a 
su paso por el laboratorio. “Mis alumnos”, de los que yo también he aprendido, 
Ashley, Virginia, Adrián, Celia, Marcos... A los que vinieron de lejos, 
compartiendo su cultura y su trabajo, Lamia, Luisa, Juliano... 

Me gustaría también agradecer al Dr. Timo Strünker y a todo su equipo la 
oportunidad que me dio de poder trabajar con ellos. La experiencia profesional y 
personal fue muy satisfactoria, y el trato recibido fue excepcional. Mi paso por 
Alemania me permitió conocer personas maravillosas. Cris, mi italiana-cubana, 
siempre te llevaré en el corazón. Fuiste el apoyo que necesitaba cuando estaba 
sola, siempre tan alegre. Daniela, el destino fue sabio y quiso que nos 
conociéramos en el cuarto de la lavandería, a pesar de vivir en el mismo pasillo 
y trabajar en el mismo edificio. No podía haber tenido mejor vecina y compañera 
de aventuras.  

Por supuesto, a las Bullis y a las Señoras, pues ellas han sido mi vía de escape 
y desconexión cuándo la ciencia me daba la espalda, pero también han brindado 
conmigo cuando había motivos (o no) para celebrar. 

El agradecimiento más especial es para mi familia. A mis padres, por el gran 
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La especie ovina tiene una estacionalidad reproductiva muy marcada que está regida 

por la secreción de melatonina. Dado que esta estacionalidad resulta limitante para la 

producción ovina, un sector fundamental por su importancia económica, social y 

medioambiental, un conocimiento más profundo de la acción de la melatonina sobre la 

reproducción ovina permitiría mejorar su eficiencia reproductiva.  

La melatonina se sintetiza en la glándula pineal y ejerce sus principales efectos sobre 

la reproducción a través de la regulación del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal. No obstante, 

también existe producción de melatonina extrapineal en varios órganos y tejidos, entre ellos 

los del tracto reproductor femenino y masculino. Se encuentra en el fluido folicular y es 

secretada por las células del cumulus que rodean al ovocito. Además, esta hormona está 

presente en el plasma seminal del morueco a una concentración variable a lo largo del año, 

en función de la estación reproductiva. La melatonina tiene acción antioxidante y además 

puede ejercer efectos directos sobre los espermatozoides a través de su unión a receptores 

específicos en la membrana plasmática (MT1 y MT2). Entre sus efectos se han descrito una 

acción antiapoptótica y un papel regulador sobre la capacitación espermática in vitro. Para 

algunas células somáticas, también se ha referido un efecto quimiotáctico de la melatonina. 

En base a estos antecedentes, en esta tesis se planteó como hipótesis que la melatonina es 

capaz de actuar como quimioatrayente y modular la orientación espermática en la especie 

ovina, y que además ejerce un efecto antioxidante y antiapoptótico durante el proceso de 

capacitación espermática. 

La quimiotaxis como mecanismo de orientación espermática en mamíferos se ha 

reconocido ampliamente en los últimos años, excluyendo la idea de que es un mecanismo 

propio de especies acuáticas con fertilización externa. Un aspecto a tener en cuenta es que, 

según estudios previos, solo los espermatozoides capacitados e hiperactivados son capaces 

de responder a los estímulos quimiotácticos. En algunas especies, como el humano, el toro, el 

ratón o el cerdo, se ha demostrado la respuesta quimiotáctica de los espermatozoides al fluido 

folicular; sin embargo, no está claro qué sustancias de este fluido son las responsables de 

ejercer dicha quimioatracción. Las hormonas esteroideas, como la progesterona o el estradiol, 

parecen ser esenciales en la respuesta quimiotáctica de los espermatozoides, además de otras 

sustancias no hormonales. Otra hormona presente en el fluido folicular y en el tracto 

reproductor de la hembra es la melatonina, y dado que se ha visto que tiene un efecto 
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quimiotáctico sobre algunas células somáticas, podría ser una hormona candidata a modular 

los procesos de orientación espermática hacia el ovocito. Para comprobarlo, el primer objetivo 

de este trabajo fue analizar el efecto quimiotáctico in vitro de la melatonina sobre la 

orientación de los espermatozoides ovinos, como una aproximación a lo que ocurriría in vivo 

en el tracto genital femenino de esta especie. En primer lugar, se evaluó el efecto de la 

melatonina mediante un método de selección espermática, el swim-up/dextrano, 

añadiéndola en la capa superior del medio de recogida a dos concentraciones distintas, 100 

pM y 1 µM. El porcentaje de recuperación de células en la capa superior del medio de swim-

up fue mayor en presencia de melatonina a ambas concentraciones, pero solamente para 

espermatozoides obtenidos durante la época no reproductiva. Además, los espermatozoides 

seleccionados con melatonina 100 pM estaban más capacitados y presentaban un mayor 

marcaje para el receptor MT2 en el acrosoma en comparación con los recuperados en el swim-

up control. El mayor porcentaje de recuperación obtenido en presencia de melatonina podría 

deberse al estímulo del movimiento espermático en direcciones aleatorias (quimioquinesis), 

o a un movimiento dirigido (quimiotaxis) hacia la melatonina. Para tratar de dilucidar esta 

cuestión, se llevó a cabo otro abordaje experimental utilizando cámaras de quimiotaxis 

comerciales y un software de acceso libre, el OpenCASA, que analiza las trayectorias 

individuales de los espermatozoides hacia el quimioatrayente y calcula un índice de 

quimiotaxis (índice SL). De nuevo, se observaron diferencias significativas únicamente durante 

la época no reproductiva, probablemente debido a que la exposición de los espermatozoides 

a las altas concentraciones de melatonina en el plasma seminal durante la época reproductiva 

enmascare los efectos in vitro de esta hormona. En este caso, solo los espermatozoides 

capacitados en presencia de altos niveles de AMPc respondieron al estímulo quimiotáctico de 

la melatonina a concentración 1 µM. Estos resultados (artículo-manuscrito 1) apuntarían a 

una acción quimiotáctica de la melatonina in vitro sobre los espermatozoides ovinos, 

abriendo la posibilidad de incluir esta hormona en el método de swim-up para mejorar la tasa 

de recuperación espermática.  

El segundo objetivo general de esta tesis doctoral fue profundizar en los mecanismos 

moleculares de respuesta de los espermatozoides ovinos a la melatonina durante los 

procesos de capacitación y apoptosis, poniendo especial atención a su papel antioxidante. 

Hay que tener en cuenta que la capacitación en la especie ovina puede ser estimulada in vitro 
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por la adición de compuestos que incrementan el AMPc (vía clásica AMPc/PKA) o por la 

presencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (vía de las MAP quinasas). Para que la 

capacitación espermática tenga lugar, es necesario que haya ciertos niveles de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), pero sin que se produzcan en exceso, ya que resultaría perjudicial. 

La producción de ROS en los espermatozoides es posible gracias a la implicación de varias 

enzimas. Por ello, dentro de este segundo objetivo general, se planteó como primer objetivo 

específico estudiar la generación del anión superóxido y del óxido nítrico en los 

espermatozoides ovinos y su implicación en la capacitación espermática. Los resultados 

obtenidos demostraron, por primera vez, la existencia de las enzimas NADPH oxidasa 5 (NOX5, 

productora de superóxidos) y óxido nítrico sintasa (NOS, productora de óxido nítrico) en el 

espermatozoide ovino, describiendo su localización, así como su implicación en la capacitación 

espermática ovina (artículos 2 y 3). 

En espermatozoides ovinos se identificaron seis inmunotipos de NOX5 mediante 

inmunofluorescencia indirecta, cuyos porcentajes variaron durante la capacitación in vitro, 

observándose, al mismo tiempo, un aumento en los niveles intracelulares de superóxidos. 

Éstos últimos también aumentaron tras la adición de ionóforo de calcio, ya que la NOX5 es 

sensible a este ion, y disminuyeron en presencia de un inhibidor de NOX5 (GKT136901), junto 

con el porcentaje de espermatozoides capacitados y con el acrosoma reaccionado. Estos 

resultados demostrarían que la NOX5 es una importante fuente de ROS en el 

espermatozoide ovino y estaría implicada en el proceso de capacitación (artículo 2).  

Por su parte, se detectaron las tres isoformas de NOS (eNOS, nNOS e iNOS) en los 

espermatozoides ovinos. Las formas constitutivas, eNOS y nNOS, se detectaron por 

inmunofluorescencia y western blot, mientras que la inducible, iNOS, sólo mediante 

inmunofluorescencia. Para cada isoforma se describieron dos inmunotipos, cuyos porcentajes 

cambiaron durante la capacitación in vitro con agentes elevadores del AMPc (artículo 3). 

También los niveles de óxido nítrico fueron mayores en los espermatozoides incubados en 

condiciones capacitantes, tanto con agentes elevadores del AMPc (artículo 3) como con EGF 

(artículo 4). Estos resultados, junto con los obtenidos tras la adición de un precursor del óxido 

nítrico, la L-arginina, y un inhibidor de la NOS, el L-NAME, sugieren la implicación de la NOS y 

el óxido nítrico en la capacitación espermática ovina. 
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El segundo objetivo específico dentro del segundo objetivo general fue analizar el 

efecto de la melatonina sobre los niveles de óxido nítrico y superóxidos durante la 

capacitación in vitro en los espermatozoides ovinos. Así, la incubación de los 

espermatozoides con melatonina 1 µM limitó la producción de superóxidos y evitó los cambios 

en la distribución de NOX5 asociados a la capacitación in vitro por alto AMPc, lo que 

demostraría que la melatonina ejercería su acción antioxidante en los espermatozoides 

ovinos, al menos en parte, mediante la modulación de la NOX5 durante la capacitación 

(artículo 2). Por otro lado, la presencia de melatonina modificó la distribución de la NOS 

durante la capacitación con elevadores del AMPc en los espermatozoides de morueco, pero 

no tuvo efectos significativos sobre los niveles de óxido nítrico (artículo 3). Tampoco tuvo 

efecto significativo sobre niveles de óxido nítrico cuando la capacitación in vitro se llevó a cabo 

con EGF, pero a concentración 1 µM fue capaz de inhibir el incremento de espermatozoides 

con el acrosoma reaccionado provocado por la L-arg (artículo 4).  

Con respecto a la capacitación estimulada por la presencia del EGF, ésta implica la 

unión a su receptor (EGFR) y la activación de la ruta las MAP quinasas (MAPKs, del inglés 

Mitogen-Activated Protein Kinases). Esta ruta comparte mecanismos moleculares con la 

apoptosis en los espermatozoides ovinos, a través de la activación de la MAPK JNK (quinasa c-

Jun N-terminal) y la p38. 

A su vez, la capacidad antiapoptótica de la melatonina está relacionada, según estudios 

previos, con su efecto antioxidante a través la ruta las MAPKs. Esta ruta es una de las vías de 

actuación del óxido nítrico, que está implicado en la capacitación espermática ovina, como se 

ha demostrado en el primer objetivo específico. Por tanto, se planteó como tercer objetivo 

específico, dentro del segundo objetivo general, estudiar la implicación del óxido nítrico y la 

melatonina sobre la apoptosis durante la capacitación in vitro inducida por el EGF.  

Los resultados obtenidos evidenciaron cambios relacionados con el proceso de 

apoptosis tras la inducción de la capacitación in vitro con EGF, ya que se detectó un aumento 

de los marcadores de apoptosis (activación de caspasas y fragmentación del ADN) por 

citometría de flujo, y un aumento de la forma activa de la MAPK JNK mediante western blot 

(artículo 4). Sin embargo, la inducción de la producción de óxido nítrico con L-arginina, aunque 

produjo un aumento en el porcentaje de espermatozoides reaccionados, no tuvo ningún 

efecto sobre los marcadores de apoptosis, lo que sugiere que el metabolismo del óxido nítrico 
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no regula los procesos apoptóticos durante la capacitación espermática ovina inducida por 

el EGF. Por su parte, la melatonina mostró un efecto bimodal similar al que ejercía en otras 

condiciones capacitantes, previniendo la capacitación a concentración micromolar, y 

potenciando la reacción acrosómica a concentración picomolar. No obstante, no se 

observaron efectos significativos de la melatonina en relación a los marcadores de apoptosis 

aumentados por la capacitación, aunque que fue capaz de limitar la activación de la JNK por 

fosforilación (artículo 4).  

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral proporcionan nuevos datos  sobre los 

mecanismos moleculares involucrados en la capacitación espermática en la especie ovina, 

tanto por la vía clásica AMPc/PKA como por la vía del EGF, así como la implicación de la 

melatonina en este proceso y en la orientación espermática.  
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2.1 El espermatozoide ovino 

Los espermatozoides se producen en los testículos mediante un proceso denominado 

espermatogénesis. En concreto se generan en los túbulos seminíferos, que contienen dos 

tipos de células: las células germinales, que darán lugar a los espermatozoides, y las células de 

Sertoli, que proporcionan el soporte estructural y metabólico a las células germinales durante 

la espermatogénesis.  

El proceso de formación de los espermatozoides en la especie ovina tiene una duración 

aproximada de 47-49 días (Ortavant, 1956; Senger, 2003) y consta de tres etapas. La primera 

fase es la de proliferación, en la que las espermatogonias (2n), se dividen mitóticamente 

dando lugar a los espermatocitos primarios (2n) que quedan unidos entre sí por puentes 

citoplasmáticos para facilitar las interacciones bioquímicas y una maduración sincrónica de las 

células de la línea germinal. En la segunda fase se produce la meiosis de los espermatocitos 

primarios, dando lugar a los espermatocitos secundarios (n) tras la primera división meiótica, 

y a las espermátidas (n) tras la segunda división. Por último, en la fase de diferenciación o 

espermiogénesis, las espermátidas se diferencian a espermatozoides (Figura 1).  

 

Figura 1. Esquema representativo del proceso de espermatogénesis. Modificado de Senger (2003) y Ross and 

Pawlina (2014). 
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La espermiogénesis incluye los siguientes procesos (Figura 2): 

- Condensación del núcleo: el núcleo de las espermátidas se compacta y adquiere una 

forma ovalada y piriforme. El ADN también se compacta por la sustitución de histonas 

por protaminas, que son proteínas ricas en cisteínas que formarán puentes disulfuro y 

estabilizarán el núcleo hasta el momento de la fecundación (Eddy, 2006). 

- Formación del acrosoma: el acrosoma es un capuchón que se desarrolla a partir del 

aparato del Golgi y ocupa los 2/3 anteriores de la cabeza (Senger, 2003). Contiene 

enzimas hidrolíticas que, tras la reacción acrosómica, permitirán al espermatozoide 

atravesar la zona pelúcida y fecundar al ovocito (Flesch and Gadella, 2000; Gerton, 

2002; Toshimori, 2003; Eddy, 2006). 

- Reducción del citoplasma: la mayor parte del citoplasma del espermatozoide se 

elimina mediante su desplazamiento hacia la pieza terminal del flagelo, originando la 

llamada gota citoplasmática (Senger, 2003). Este residuo debe ser eliminado 

posteriormente en el proceso de maduración espermática.  

- Desarrollo del sistema de movimiento flagelar: el centrosoma del espermatozoide se 

mueve hacia la parte opuesta donde se ha formado el acrosoma. A partir del centriolo 

proximal se forma el cuello del flagelo, que supone la forma de anclaje del flagelo a la 

cabeza del espermatozoide, mientras que a partir del centriolo distal del centrosoma 

se desarrolla el axonema del flagelo. Éste consta de un conjunto de 9 dobletes de 

microtúbulos organizados en un cilindro alrededor de otro par de microtúbulos 

centrales. Alrededor del axonema se forman las denominadas fibras densas externas,  

que se extenderán a lo largo de la pieza principal del flagelo, y que son las encargadas 

de los movimientos de curvatura del mismo (Lindemann, 1996).  

- Formación de la hélice mitocondrial: las mitocondrias migran y se colocan en la parte 

proximal del flagelo, rodeando de forma helicoidal al axonema y las fibras densas 

externas (Lehti and Sironen, 2017), y dando lugar a la pieza intermedia del flagelo. 

Estas mitocondrias son las encargadas de aportar energía en forma de ATP (adenosín 

trifosfato) para activar el movimiento flagelar (Turner, 2003; Eddy, 2006). 



Revisión bibliográfica 

13 
 

    

 

Figura 2. Esquema representativo del proceso de espermiogénesis (arriba) y partes del espermatozoide (abajo). 

Modifiado de Essentials of human anatomy & physiology (Marieb, 2006).  

 

Cuando los espermatozoides completan la espermiogénesis todavía no son funcionales. 

Para adquirir la capacidad fecundante deben sufrir una maduración post-testicular, parte en 

el epidídimo, y parte en el tracto reproductor de la hembra mediante un proceso denominado 

capacitación. Los espermatozoides inmaduros abandonan los túbulos seminíferos por los 

conductos eferentes, gracias a contracciones del tejido muscular, hasta llegar al epidídimo. Es 

ahí donde los espermatozoides completan su maduración durante unos 14 días. Durante este 

tiempo, los espermatozoides van incorporando proteínas secretadas por el epidídimo y van 

perdiendo o reorganizando las que tenían. Las proteínas secretadas por la cabeza y cuerpo 

epididimarios confieren al espermatozoide la capacidad de moverse, unirse a la zona pelúcida 

del ovocito, y son imprescindibles para la fusión de membranas durante la fecundación 

(revisado por Björkgren y Sipilä (2019)). Ya en la cola del epidídimo, los espermatozoides se 

almacenan y las proteínas secretadas por este reservorio se encargan de mantener la 

capacidad fecundante y la supervivencia de los espermatozoides (Cooper, 1998). Además, 

durante el tránsito epididimario, los espermatozoides pierden la gota citoplasmática y 

continúa la compactación de la cromatina. Una vez que los espermatozoides son eyaculados 
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y se mezclan con el plasma seminal, incorporan otros componentes que actuarán como 

agentes descapacitantes, soporte metabólico y protección frente al daño oxidativo (Desnoyers 

and Manjunath, 1992; Poiani, 2006; Juyena and Stelletta, 2012; Druart et al., 2013). 

2.2 Tránsito del espermatozoide ovino por el tracto reproductor femenino 

Tras la cópula o inseminación artificial, los espermatozoides son depositados en el 

interior del tracto reproductor femenino (TRF), donde estarán expuestos a ambientes muy 

distintos, entrarán en contacto con gran variedad de fluidos y sufrirán modificaciones en su 

estado fisiológico (Figura 3). 

En la especie ovina, los espermatozoides se depositan a la entrada del cérvix, cuya 

estructura anillada y con numerosos pliegues supone una barrera física para estas células. 

Además, el cérvix produce un fluido denominado mucus, que también dificultará el avance de 

los espermatozoides. Asimismo, en el TRF se da una respuesta inmunológica para la 

eliminación de espermatozoides, bien por fagocitosis, o por un proceso llamado NETosis. A 

través de este último mecanismo, los neutrófilos del TRF liberan por extrusión una red de ADN, 

atrapando a los espermatozoides en las llamadas NETS (del acrónimo en inglés Neutrophil 

Extracellular TrapsK) (Alghamdi et al., 2009; Wei et al., 2020). De esta manera, se produce una 

primera selección espermática y solo aquellos espermatozoides con mejor motilidad y 

condiciones fisiológicas conseguirán atravesar el cérvix y/o quedar depositados en sus criptas 

formando reservorios (Rath et al., 2008), donde quedan protegidos del flujo retrógrado del 

mucus y de sus agentes de defensa. Por otro lado, los espermatozoides también cuentan con 

mecanismos de defensa frente al sistema inmune del TRF, como la presencia de glicoproteínas 

ß-defensinas en su superficie (Hall et al., 2017).  

Los espermatozoides continúan su avance por el TRF en oleadas gracias a su propia 

motilidad y a las contracciones musculares del útero. Allí establecen otros reservorios 

espermáticos para evadir al sistema inmune, al unirse a las células epiteliales del útero a través 

de las proteínas BSP de su superficie (del inglés, Binder Sperm Proteins), que además impiden 

la capacitación espermática prematura (Pini et al., 2018). 

Los espermatozoides atraviesan el útero hasta llegar a la unión útero-tubárica y, 

posteriormente, al oviducto, donde tendrá lugar la fecundación. En el oviducto, a nivel del 

istmo, también existen pequeños reservorios donde los espermatozoides permanecen 



Revisión bibliográfica 

15 
 

retenidos, mediante uniones al epitelio ciliado oviductal. Este fenómeno fue observado por 

primera vez en hámster y conejo (Yanagimachi and Chang, 1963) y, más tarde, en las especies 

ovina (Hunter and Nichol, 1983), bovina (Hunter and Wilmut, 1984) y murina (Suarez, 1987). 

Para que la fecundación se produzca con éxito, los espermatozoides deben culminar su 

maduración y adquirir la capacidad fecundante mediante un proceso denominado 

capacitación espermática, que se explicará con más detalle en un apartado posterior. Los 

espermatozoides se van capacitando en oleadas conforme se van liberando de los reservorios 

del istmo y entran en contacto con diferentes moléculas presentes en el fluido oviductal 

(Hunter, 2012). Estos reservorios juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la 

capacidad fecundante de los espermatozoides, ya que el periodo de tiempo entre el estro 

(cuando tiene lugar la cópula o la inseminación artificial) y la ovulación de la hembra es 

variable. Además, controlan la cantidad de espermatozoides que llegan a la ampolla, donde 

se produce la fecundación, contribuyendo así a la prevención de la polispermia (revisado por 

Rickard et al., (2019)).  

Pero además, para que la fecundación sea exitosa, los espermatozoides deben localizar 

y alcanzar al ovocito. Para ello, se produce un cambio en el patrón de movimiento y los 

espermatozoides pasan de tener un movimiento de avance rectilíneo, que les permite 

atravesar el TRF, a un movimiento más oscilatorio y menos progresivo. Este fenómeno se 

denomina hiperactivación flagelar y permite, por un lado, que los espermatozoides se liberen 

de los reservorios del itsmo, y por otro, que sean capaces de atravesar la capa de células del 

cumulus y la zona pelúcida que rodean al ovocito (Ho and Suarez, 2001). La hiperactivación se 

caracteriza por una mayor amplitud en la  batida del flagelo, que se vuelve más flexible y oscila 

de manera asimétrica, y un aumento del desplazamiento lateral de la cabeza del 

espermatozoide, describiendo así un patrón de movimiento en forma de ocho y un avance 

que permite la búsqueda del ovocito y la penetración de sus envolturas (Yanagimachi, 1994b). 
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Figura 3. Trayecto de los espermatozoides ovinos por el tracto reproductor femenino. Imagen modificada de 

Rickard et al.  (2019).   

2.2.1. Mecanismos de orientación espermática: quimiotaxis  

Se han postulado diferentes mecanismos de orientación espermática, aunque el 

movimiento guiado hacia el ovocito podría deberse una combinación de varios de éstos. 

Uno de los mecanismos propuestos es la orientación por termotaxis, que provoca que 

los espermatozoides se orienten en función de un gradiente de temperatura (Bahat et al., 

2003). Otro mecanismo es la reotaxis, por la que los espermatozoides se orientan en contra 

de un flujo de fluido (Miki and Clapham, 2013). Y por último, la quimiotaxis (Eisenbach, 

1999b), por la que los espermatozoides se orientan en respuesta a un gradiente de 

concentración de una sustancia quimioatrayente, como podrían ser sustancias secretadas por 

las células del cumulus que rodean al ovocito o sustancias presentes en el fluido folicular.  

La quimiotaxis se postula como el proceso más probable para que se produzca la 

orientación espermática hacia el ovocito (Eisenbach, 1999a). Este mecanismo se describió por 

primera vez a mediados de los años 60 en animales marinos con fecundación externa, como 

los corales y los erizos de mar, ya que vierten sus espermatozoides al agua y éstos deben nadar 

en dirección a las sustancias secretadas por el ovocito (revisado por Kaupp (2012)). Sin 
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embargo, en los mamíferos no estaba tan claro este proceso, ya que se creía que la cantidad 

de espermatozoides que llegan a las inmediaciones del ovocito era suficiente para localizarlo 

accidentalmente sin necesidad de ningún otro estímulo.  

No obstante, como se ha explicado anteriormente, debido a los procesos de selección 

espermática en el TRF, sólo un pequeño porcentaje de los espermatozoides eyaculados 

alcanzan el oviducto (Williams et al., 1993). Esto sugeriría que los espermatozoides de 

mamíferos también pueden precisar de quimiotaxis para localizar al ovocito. Sin embargo, 

este proceso es muy difícil de estudiar por el bajo número de células que responden a estos 

estímulos (Cohen-Dayag et al., 1995), ya que según algunos autores, sólo los espermatozoides 

capacitados y con motilidad hiperactivada pueden responder a los estímulos quimiotácticos 

(Cohen-Dayag et al., 1995; Eisenbach, 1999a; Fabro et al., 2002). A pesar de las dificultades, 

algunos estudios han sido capaces de demostrar este mecanismo en determinadas especies 

de mamíferos (revisado en Giojalas et al. (2015)). 

Como se ha comentado, la quimiotaxis es un fenómeno por el cual un organismo o 

célula dirige sus movimientos en función de un gradiente de concentración de una 

determinada sustancia química presente en su entorno. En el caso de los espermatozoides, 

algunos autores sugieren que el fluido folicular, que contiene secreciones del ovocito y de las 

células que lo rodean, podría contener las sustancias quimioatrayentes para los 

espermatozoides, como se ha demostrado in vitro en espermatozoides humanos (Villanueva-

Diaz et al., 1990; Ralt et al., 1991), murinos (Oliveira et al., 1999; Bhagwat et al., 2021), equinos 

(Navarro et al., 2007), porcinos (Serrano et al., 2001; Vieira et al., 2021) y bovinos (Gil et al., 

2008). No obstante, la composición bioquímica de este fluido varía a lo largo del ciclo estral 

(Singh et al., 1999). Entre las sustancias constituyentes del fluido folicular que podrían jugar 

un papel en la quimiotaxis espermática se encontrarían, entre otras, determinadas hormonas, 

como las esteroideas y factores de tipo odorante. La progesterona es uno de los componentes 

del fluido folicular que más se ha estudiado para determinar su acción quimioatrayente, 

demostrándose su acción en espermatozoides de humano (Gatica et al., 2013; Uñates et al., 

2014), ratón (Guidobaldi et al., 2017), cerdo (Vieira et al., 2021) y conejo (Teves et al., 2006; 

Guidobaldi et al., 2008). Otra hormona esteroidea, el estradiol, aunque no se ha demostrado 

su acción quimioatrayente por sí misma, está relacionada con la hiperactivación y la reacción 

acrosómica (Vigil et al., 2008; Baldi et al., 2009; Gimeno-Martos et al., 2017). El estradiol, junto 
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con el AMPc y el GMPc, podrían ser esenciales para la respuesta quimiotáctica del 

espermatozoide, ya que están involucrados en el aumento de los niveles de calcio intracelular 

(Kaupp et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Orihuela et al., 2003; Gakamsky et al., 2009), que 

es responsable del movimiento flagelar y de la motilidad espermática (Bohmer et al., 2005). 

Se ha visto también un efecto quimiotáctico sobre los espermatozoides por parte de otras 

sustancias como factores odorantes (revisado por Ali et al. (2021)), el péptido natriurético 

atrial (Bian et al., 2012), el óxido nítrico (Machado-Oliveira et al., 2008), la heparina, la 

adrenalina, la calcitonina, o la acetilcolina (revisado por Eisenbach (1999a)). La melatonina es 

otra hormona que está presente en el TRF (Brzezinski et al., 1987; Shi et al., 2009; El-Raey et 

al., 2011; Xiao et al., 2019). Se ha descrito que ejerce acción quimiotáctica sobre leucocitos 

(Pena et al., 2007) y células de la retina (Shirakawa and Ogino, 1987), pero hasta la fecha no 

se ha demostrado esta acción en espermatozoides. No obstante, como se explicará más 

adelante, dado el importante papel que tiene la melatonina en la regulación de la fisiología 

del espermatozoide ovino, se postula como una posible hormona implicada en el movimiento 

guiado de los espermatozoides hacia el ovocito. 

2.2.2. Capacitación espermática 

En el tramo final del útero y en el oviducto, el ambiente y los fluidos oviductales 

estimulan el proceso de capacitación espermática (Bailey, 2010). Este proceso se describió por 

primera vez en los años 50, cuando Chang y Austin demostraron, en dos trabajos 

independientes, que los espermatozoides adquieren su capacidad fecundante tras residir 

durante un tiempo en el tracto reproductor femenino (Austin, 1951; Chang, 1951). Desde 

entonces, numerosos estudios han ahondado en el estudio de la capacitación espermática, 

pero todavía no se conocen totalmente los mecanismos moleculares implicados.  

Así, la capacitación se define como el conjunto de cambios moleculares y fisiológicos 

que deben sufrir los espermatozoides para adquirir la capacidad fecundante. Entre los 

cambios que se producen durante la capacitación espermática, se da un aumento de la fluidez 

y la permeabilidad de membrana, gracias a la salida de colesterol de la misma (Davis et al., 

1979; Cross, 1998). Esto provoca una reorganización de la membrana plasmática en la región 

apical (Flesch and Gadella, 2000), que afecta a la funcionalidad de los microdominios de 

membrana, denominados balsas lipídicas (comúnmente denominadas en inglés lipid rafts). Se 

ha demostrado que la salida de colesterol de los rafts provoca su ruptura y activa eventos de 
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señalización que implican a las tirosín-quinasas, proteínas G y otras moléculas (Simons and 

Toomre, 2000), entre las que destaca la vía del cAMP-PKA (Boerke et al., 2008). La salida de 

colesterol de la membrana se produce gracias a la presencia de sustancias aceptoras de 

colesterol presentes en el TRF, como la albúmina y las lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

cuya presencia promueve la capacitación espermática  (Langlais et al., 1988; Osheroff et al., 

1999; Shadan et al., 2004).  

El aumento en la permeabilidad de la membrana plasmática durante la capacitación 

facilita la entrada de iones en la célula (Leahy and Gadella, 2015). En el epidídimo y en el 

plasma seminal, la concentración de ion potasio (K+) es muy alta y la de bicarbonato (HCO3-) 

es muy baja, pero en el oviducto ocurre justo lo contrario (Vishwakarma, 1962; Brooks, 1983). 

Como consecuencia de los cambios en la concentración extracelular de iones, se produce la 

entrada de éstos en la célula. La variación en la concentración intracelular modifica el 

potencial de membrana del espermatozoide, regulando así la actividad de canales y 

transportadores de membrana (Munoz-Garay et al., 2001; Demarco et al., 2003).  

La entrada de HCO3- en el espermatozoide es un factor determinante para la inducción 

de la capacitación (Visconti et al., 2002). Éste activa a la adenilato ciclasa soluble (ACs), que 

transforma el adenosin 3’-5‘-trifosfato (ATP) en AMP cíclico (AMPc). Así comienza una cascada 

de señalización celular, que implica la activación de la proteín quinasa A (PKA), y culminará 

con la fosforilación de proteínas implicadas en la capacitación espermática (Visconti et al., 

1999b; Harrison, 2004).  

Otro ion imprescindible para la capacitación espermática es el calcio (Ca2+), que actúa 

como segundo mensajero en la transducción de señales. La concentración intracelular de 

calcio puede aumentar en el espermatozoide por dos vías: por la entrada de calcio extracelular 

a través de canales, como los canales CatSper (del inglés Cation Channels of Sperm) específicos 

de espermatozoides (Carlson et al., 2003); o por liberación desde los reservorios 

intracelulares, como el acrosoma, la envoltura nuclear redundante (RNE, Redundant Nuclear 

Envelope), y la pieza intermedia (Costello et al., 2009). Uno de los mecanismos sugeridos por 

los que el calcio está implicado en la capacitación espermática, es mediante la regulación 

directa de los niveles de AMPc (Zaccolo and Pozzan, 2003) a través de la activación de la ACs 

(Garbers et al., 1982). Además, la acción del calcio puede estar modulada por unión a otras 

moléculas, como la proteína calmodulina (Si and Olds-Clarke, 2000), que mantendría los 
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niveles de calcio elevados a través de la inhibición de una fosfodiesterasa y una ATPasa 

dependientes de calcio (Chaudhry and Casillas, 1988), aumentando así los niveles de AMPc. 

Por último, hay evidencias de la implicación del Ca2+ en la hiperactivación flagelar, así como 

en la orientación espermática por quimiotaxis (revisado por Rahman et al. (2014). Todos estos 

eventos que conducen a la capacitación espermática se recogen en la Figura 4. 

 
Figura 4. Eventos de la capacitación espermática 1) Secuestro de colesterol por el ambiente uterino; 2) incremento 

en la concentración de calcio y bicarbonato intracelular; 3) activación de la adenilato ciclasa soluble (ACs); 4) 

incremento en la producción de AMPc; 5) activación de la proteína quinasa A (PKA); 6) fosforilación de proteínas 

en residuos de tirosina; 7) el incremento de calcio y bicarbonato, junto con la activación de la PKA son rutas que 

inducen la hiperactivación de la motilidad. Imagen realizada en Biorender.com, basado en Gadella y Luna (2014). 

 

Para que la capacitación se produzca, también debe haber un equilibrio en los niveles 

de especies reactivas de oxígeno (ROS), entre las que se incluyen el anión superóxido, el 

peróxido de hidrógeno o el óxido nítrico. Es necesario que haya unos niveles fisiológicos de 

ROS en el espermatozoide, ya que regulan la capacitación, entre otros procesos (de Lamirande 

and Gagnon, 1995; de Lamirande and Lamothe, 2009), pero si se producen en exceso pueden 

ser perjudiciales para la funcionalidad del espermatozoide (revisado en Dutta et al.  (2019), 

como se explicará más adelante.  

La capacitación espermática también puede inducirse in vitro. Para ello, además de 

mantener las condiciones de temperatura y humedad semejantes a las del TRF, hay que añadir 

una serie de compuestos que inicien las vías de señalización descritas anteriormente. En la 



Revisión bibliográfica 

21 
 

especie ovina, el contenido de colesterol en la membrana del espermatozoide es muy bajo, 

en comparación con otras especies como el humano y el toro, por lo que la salida de colesterol 

podría no ser un factor determinante en el momento de promover la capacitación, y por ello 

resulta más difícil inducirla in vitro (Davis, 1981; Colas et al., 2008). Como sustancia aceptora 

de colesterol en los medios de capacitación se suele usar albúmina sérica bovina (BSA), en 

lugar de las HDLs que se encontrarían en los fluidos oviductales in vivo. También se utilizan 

metil-β-ciclodextrinas (M-β-CD), que tienen una alta afinidad por los esteroles, y se ha visto 

que ayudan a promover in vitro la fosforilación de tirosinas asociada a la capacitación en ratón, 

toro (Visconti et al., 1999a), caballo (Pommer et al., 2003) y humano (Osheroff et al., 1999). 

Sin embargo, en la especie ovina se ha visto que la inducción de la capacitación in vitro puede 

ser relativamente independiente de la presencia de BSA y/o β-ciclodextrinas, aunque ambos 

compuestos demostraron ser eficaces como aceptores de colesterol de la membrana (Colas 

et al., 2008).  

Dada la importancia del bicarbonato en la regulación molecular de la capacitación, 

también es necesario incluirlo en los medios de capacitación in vitro, como han demostrado 

numerosos estudios en diferentes especies, como la murina (Lee and Storey, 1986), bovina 

(Breininger et al., 2010), porcina (Gadella and Harrison, 2000), humana (Battistone et al., 

2013) y ovina (Grasa et al., 2006). Por otro lado, la influencia del calcio extracelular en la 

capacitación espermática ha sido ampliamente demostrada, ya que está involucrado en la 

regulación de la transducción de señales en el espermatozoide. No obstante, mientras algunos 

autores apoyan la necesidad de añadir calcio al medio de capacitación in vitro (Visconti et al., 

1995a; Petrunkina et al., 2001; Tardif et al., 2003), otros han descrito el efecto negativo del 

calcio sobre la modulación de la fosforilación de tirosinas, y proponen que su papel in vivo 

sería la de mantener al espermatozoide descapacitado hasta el momento de la fecundación 

(Luconi et al., 1996; Baker et al., 2004). Nuestro grupo de investigación demostró que para 

capacitar los espermatozoides ovinos in vitro hay que añadir calcio y bicarbonato al medio 

extracelular (Pérez-Pé et al., 2002; Grasa et al., 2006), pero además, que es necesario 

mantener elevados los niveles intracelulares de AMPc (Grasa et al., 2006). Para ello, se 

emplean análogos permeables del AMPc, como el dibutiril-AMP (db-cAMP), e inhibidores de 

las fosfodiesterasas (PDEs, enzimas que degradan al AMPc) como la cafeína y la teofilina, para 

mantener los altos niveles de AMPc. Finalmente, la adición de un inhibidor de fosfatasas de 
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amplio espectro, el ácido okadaico, permite mantener el nivel de fosforilación de las proteínas 

necesaria para culminar el proceso de capacitación. 

2.2.2.1. Regulación de la capacitación por cascadas de señalización celular 

En los últimos años, numerosos estudios se han centrado en dilucidar las rutas 

moleculares de transducción de señal que se activan durante la capacitación espermática. 

Dada la capacidad limitada de respuesta genómica del espermatozoide y su incapacidad para 

transcribir el ADN, es lógico pensar que los mecanismos de regulación de esta célula son 

particulares y diferentes de los de las células somáticas, destacando el papel de quinasas y 

fosfatasas. 

2.2.2.1.1. Vía de señalización ACs/AMPc/PKA 

La ruta clásica de activación de la capacitación espermática es la vía de señalización 

ACs/AMPc/PKA (Visconti et al., 1995b; Colas et al., 2008; Buffone et al., 2014).  El AMPc es un 

segundo mensajero central y ubicuo en muchos tipos celulares. En los espermatozoides, como 

en las células somáticas, el aumento de la concentración intracelular de AMPc depende de la 

activación de la adenilato ciclasa (AC), que en espermatozoides se presenta mayoritariamente 

como adenilato ciclasa soluble (ACs) (Braun and Dods, 1975; Hess et al., 2005). La activación 

de esta ACs, principalmente por el mencionado aumento en la concentración de iones calcio 

y bicarbonato durante la capacitación espermática (revisado por Salicioni et al. (2007)), 

transforma el adenosín 3’-5’ trifosfato (ATP) en adenosín monofosfato cíclico (AMPc). Sin 

embargo, el papel del calcio en la activación de la ACs no parece estar tan claro, ya que en 

espermatozoides porcinos se puede inducir la capacitación completa en un medio sin calcio 

(Harrison and Gadella, 2005), por lo que este ion podría no ser esencial para activar la vía 

AMPc/PKA en algunas especies. No obstante, tanto en el ratón (Litvin et al., 2003) como en la 

especie ovina (Pérez-Pé et al., 2002; Grasa et al., 2006), se requiere la presencia tanto de calcio 

como de bicarbonato para inducir la capacitación in vitro. Es importante señalar que ni el nivel 

de fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, ni los niveles de AMPc detectados en el 

espermatozoide ovino, alcanzan los valores descritos por Visconti en espermatozoides 

capacitados de otras especies (Visconti et al., 1995a). Esto podría deberse a los altos niveles 

de fosfodiesterasas (PDEs) que estarían degradando al AMPc. Es más, hay evidencias de que 

la degradación de AMPc en el espermatozoide ovino es hasta 100 veces mayor que su síntesis 
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por la AC (Tash, 1976), de ahí la necesidad de incluir inhibidores de las PDEs en el medio de 

capacitación in vitro (Grasa et al., 2006; Colas et al., 2008).  

El AMPc generado durante la capacitación estimula la activación de la protein quinasa 

A (PKA) (Lefievre et al., 2002), la cual fosforila proteínas en residuos de serina/treonina 

(Gronborg et al., 2002; O'Flaherty et al., 2004a) y en residuos de tirosina (Visconti and Kopf, 

1998; Gadella and Harrison, 2002).  

2.2.2.1.2. Señalización por EGF/EGFR y MAPKs 

Nuestro grupo de investigación evidenció, por primera vez, una ruta alternativa a la 

clásica para inducir la capacitación in vitro en espermatozoides ovinos (Luna et al., 2012). La 

activación de esta ruta está estimulada por la unión del factor de crecimiento epidérmico 

(EGF, del inglés Epidermal Growth Factor) a su receptor en la membrana plasmática (EGFR, 

Epidermal Growth Factor Receptor), e implica la participación de las proteínas quinasas 

activadas por mitógenos (MAPKs, del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases). 

Las MAPKs son una familia de enzimas altamente conservadas evolutivamente en 

eucariotas, y pertenecen a una familia de serín/treonín quinasas que participan en el control 

de la respuesta celular a diferentes estímulos de estrés físico y químico, como mitógenos, 

estrés térmico y osmótico, y citoquinas proinflamatorias. Están involucradas en numerosas 

funciones celulares, como la proliferación y el crecimiento celular, la supervivencia, la 

diferenciación, la migración y en la apoptosis (Seger and Krebs, 1995; Pearson et al., 2001; 

Cowan and Storey, 2003; Yoon and Seger, 2006).  

Las MAPKs se organizan en módulos, según el estímulo que las activa, y cada uno de 

ellos está compuesto por tres quinasas que se activan secuencialmente por fosforilación hasta 

llegar a la última, que actuará directamente sobre sus dianas intracelulares (Widmann et al., 

1999; Kyriakis and Avruch, 2012). En mamíferos, se han descrito cuatro cascadas de MAPKs 

(Kyriakis and Avruch, 2012): quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs, Extracellular 

Regulated Kinases; ERK1/2); quinasas del extremo N-terminal del factor de transcripción c-Jun 

(JNKs, Jun N-terminal Kinases), también conocidas como quinasas activadas por estrés (SAPKs, 

Stress Activated Protein Kinases); quinasas del grupo de p38; y quinasas del grupo ERK5, 

también conocida como Big MAPK (BMK). La familia ERK1/2 se ha relacionado principalmente 

con la proliferación y diferenciación celular, mientras que los módulos JNK y p38 parecen 
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regular preferentemente las respuestas de inflamación y apoptosis (revisado por Zhang y Liu 

(2002)). Sin embargo, lo que comparten estos tres módulos es su modo de activación, ya que 

todas las MAPKs requieren ser doblemente fosforiladas en residuos de treonina y tirosina para 

ejercer sus funciones (Raman et al., 2007). Entre los mecanismos de activación de las MAPKs 

se incluyen los receptores con actividad tirosín quinasa (RTKs, del inglés Receptor Tirosyne 

Kinase) y los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs, del inglés G protein coupled-

receptors). De esta manera, los estímulos que activan a estos receptores promueven la 

cascada de fosforilaciones mediada por las MAPKs de manera secuencial, transmitiendo así la 

señal extracelular a sus dianas intracelulares: enzimas específicas del citoplasma, 

componentes del citoesqueleto y factores de transcripción nucleares. 

Los distintos módulos no son del todo independientes, pues una misma quinasa puede 

activar distintas vías, y algunos factores de transcripción pueden ser activados por distintas 

cascadas de MAPKs (Garrington and Johnson, 1999; Schaeffer and Weber, 1999). Por lo tanto, 

hay que entender que las rutas de transducción de señales no siempre se comportan de 

manera lineal (Figura 5).    
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Figura 5. Esquema de las cascadas de activación de los principales grupos de MAPKs: módulo ERK1/2, módulo 

JNK y módulo p38. La activación de las MAPKs incluye la fosforilación y activación secuencial de distintas proteínas 

por acción de diferentes quinasas específicas: las MAP quinasa quinasa quinasas (MAPKKK) y las MAP quinasa 

quinasas (MKK). Los estímulos extracelulares, tras unirse a su receptor, desencadenan la activación del primer 

miembro de la cascada, las MAPKKK, y finalmente se activan las MAPKs como ERK1/2, JNK y p38, que tendrán 

efectos sobre los factores de transcripción.  Imagen modificada de Pua et al. (2022). 

 

La implicación de la cascada de proteínas de MAPKs en la funcionalidad espermática se 

ha evidenciado en numerosos estudios (revisado por Almog y Naor (2010)). La mayoría de los 

módulos de MAPKs (ERK, JNK y p38) están presentes en tejidos del tracto reproductor 

masculino, jugando un papel esencial en la espermatogénesis (Sette et al., 1999; Sun et al., 

1999; Crepieux et al., 2001; Wong and Cheng, 2005). Asimismo, se ha demostrado el papel 

modulador de las MAPKs en la motilidad espermática, concretamente en la hiperactivación 

flagelar, y en la reacción acrosómica (Almog et al., 2008).  
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Además, se ha confirmado la implicación de la ruta de las MAPKs en la capacitación de 

espermatozoides humanos (Luconi et al., 1998; de Lamirande and Gagnon, 2002), murinos 

(Nixon et al., 2010), porcinos (Awda and Buhr, 2010) y ovinos (Luna et al., 2012). 

Como se ha mencionado anteriormente, en la especie ovina, es el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) el que promueve la capacitación espermática a través de la ruta de las 

MAPKs (Luna et al., 2012). En espermatozoides humanos se ha observado también este efecto 

capacitante (Furuya et al., 1993), mientras que en ratón el EGF estimula la reacción 

acrosómica (Furuya et al., 1994). Asimismo, se ha descrito la implicación del EGF en la 

capacitación y reacción acrosómica en espermatozoides bovinos (Etkovitz et al., 2009; Daniel 

et al., 2010; Breitbart and Etkovitz, 2011). Los mecanismos de señalización del EGF para 

estimular la reacción acrosómica implicarían la activación de la fosfolipasa C (PLC) por la 

actividad tirosín quinasa asociada al EGFR, que a su vez generaría segundos mensajeros 

(diacilglicerol, DAG, e inositol trifosfato, IP3), y éstos activarían a la proteín quinasa C (PKC) y 

la liberación del calcio de reservorios intracelulares (Lax et al., 1994). 

Tras la unión del EGF a su receptor, éste dimeriza y sufre autofosforilación cruzada 

gracias a su actividad tirosín quinasa, activando así numerosas rutas de señalización (Singh 

and Harris, 2005) (Figura 6). El receptor activo de EGF se ha localizado en espermatozoides 

porcinos (Oliva-Hernandez and Perez-Gutierrez, 2008), humanos (Damjanov et al., 1993) y 

ovinos (Luna et al., 2012). En la especie que se estudia en esta tesis doctoral, la ovina, se ha 

descrito una activación del receptor EGFR durante la capacitación espermática inducida por 

EGF, desencadenando una cascada de señalización intracelular que culmina con la activación 

de las MAPKs ERK1/2, JNK y p38. A su vez, la implicación de JNK y p38 en procesos apoptóticos 

en el espermatozoide ovino pone de manifiesto que la capacitación y la apoptosis comparten 

mecanismos moleculares y vías de señalización, como se explicará más adelante.  
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Figura 6. Esquema representativo de las vías de señalización implicadas en la regulación de la capacitación y la 

apoptosis en el espermatozoide ovino. La vía clásica de capacitación, que incluye la activación de la ACs y el 

aumento de AMPc, activa a la PKA, que finalmente dará lugar a la fosforilación de proteínas en residuos de 

tirosina (1-3). La MAPK ERK1/2 está involucrada en la capacitación espermática en ovino a través de su activación 

por la vía de las MAPKs desencadenada por la unión del EGF a su receptor (4-5). Tanto la unión EGF/EGF-R como 

la presencia de señales de estrés, activan paralelamente las cascadas de señalización de los módulos de MAPK 

JNK y p38 (4-6). La activación de estas MAPKs a su vez estimulan procesos relacionados con la apoptosis, como 

la inversión de la fosfatidilserina,  la activación de caspasas, o la  fragmentación del ADN 7-9).  

2.2.3. Reacción acrosómica y unión a la zona pelúcida 

Para que se produzca la fecundación, el espermatozoide capacitado debe atravesar la 

zona pelúcida (ZP) del ovocito. La ZP es una capa de polisacáridos que rodea a la membrana 

plasmática del ovocito, y contiene glicoproteínas especie-específicas con un papel 

fundamental en el reconocimiento espermatozoide-ovocito (revisado por Balbach et al. 

(2020)).  

La reacción acrosómica (RA) es un proceso de exocitosis que permite al 

espermatozoide penetrar en la ZP del ovocito, por lo que es fundamental para fecundarlo con 

éxito. Consiste en la fusión de la membrana plasmática del espermatozoide con la membrana 

externa del acrosoma, formándose así poros entre ellas por los que se libera el contenido 
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acrosomal, que consta mayoritariamente de enzimas proteolíticas que digerirán la ZP para 

permitir el avance a su través (Mack et al., 1983; Kim et al., 2011).  

Hasta hace unos años, se creía que la reacción acrosómica únicamente tenía lugar tras 

la unión del espermatozoide a la ZP (revisado por Hirohashi y Yanagimachi (2018)), pero 

estudios recientes han demostrado que, al menos en algunas especies, este proceso podría 

iniciarse antes de esta unión, en zonas del istmo y la ampolla (Inoue et al., 2011; La Spina et 

al., 2016). Otros estudios sostienen que la RA podría ser promovida por las células del cumulus 

(Jin et al., 2011; Joshi et al., 2014). Por último, cabe añadir que es posible que la RA también 

se produzca de forma espontánea, como un proceso asociado a la senescencia espermática y 

provocando una baja tasa de fecundación (Cummins et al., 1991; Wiser et al., 2014).  

El proceso de reacción acrosómica se describió en mamíferos por primera vez en 1958 

(Austin and Bishop), y más tarde se descubrió que, al menos de forma fisiológica, sólo los 

espermatozoides capacitados son capaces de experimentar la reacción acrosómica (Saling and 

Storey, 1979), lo que resulta lógico, pues han tenido que alcanzar al ovocito, y para ello es 

fundamental la hiperactivación flagelar resultante de la capacitación (Stauss et al., 1995). Así, 

los eventos asociados a la capacitación descritos anteriormente, como el aumento del calcio 

intracelular, la producción de ROS, el aumento del AMPc y la fosforilación de proteínas en 

residuos de tirosina, también intervienen en la inducción de la reacción acrosómica 

(Yanagimachi, 1994a; Aitken et al., 1995; Doherty et al., 1995; Leclerc and Kopf, 1995).  

La RA también se desencadena por la unión de determinados ligandos a la membrana  

del espermatozoide (revisado por Vigil et al. (2011)). Entre los ligandos fisiológicos que 

modulan la RA se encuentran las glicoproteínas constitutivas de la ZP del ovocito, la 

progesterona, el EGF y otros compuestos presentes en los fluidos del TRF (Osman et al., 1989; 

Lax et al., 1994; Harper et al., 2006; Florman et al., 2008). La unión de los ligandos a sus 

receptores en el espermatozoide da lugar a la activación de los mismos (Figura 7) y, como 

consecuencia, se abren canales de calcio presentes en la membrana plasmática y en la 

membrana acrosomal externa, provocando un aumento de calcio en el citoplasma (revisado 

por Breitbart (2002)). La activación de los receptores puede dar lugar, por un lado, a la 

activación de la vía AC/AMPc/PKA y, por otro, a la de la PLC. Ambas rutas de señalización 

molecular desencadenan finalmente la liberación de calcio desde el interior del acrosoma al 
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citosol del espermatozoide (revisado por Simons y Fauci (2018)). El papel del calcio es crucial 

en el transcurso de la reacción acrosómica (Breitbart and Spungin, 1997).  

 

Figura 7. Diagrama representativo de los mecanismos moleculares de la RA en los esperatozoides de mamíferos. 

Imagen modificada de Simons y Fauci (2018).  

2.3 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo consiste en el desequilibrio en los niveles de sustancias oxidantes y 

antioxidantes, debido a un exceso en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) o 

al fallo en la acción de los sistemas antioxidantes de la célula (Sikka et al., 1995).  

La célula espermática es capaz de generar ROS de manera fisiológica (Tosic and Walton, 

1946) y su papel es esencial para la regulación de procesos como la capacitación, la 

hiperactivación, la reacción acrosómica y la fusión de membranas durante la fecundación (de 

Lamirande and Gagnon, 1995; de Lamirande and O’Flaherty, 2008; O'Flaherty, 2015). Sin 

embargo, el exceso de ROS tiene un efecto perjudicial para los espermatozoides (Figura 8) y 

puede causar daños a nivel de membrana plasmática por la peroxidación lipídica que sufren 

sus ácidos grasos, producir la fragmentación y alteraciones en el ADN del espermatozoide, y 

además se ha relacionado con el proceso de apoptosis, causando infertilidad (revisado por 

Dutta (2019)). Estos daños son mayores en espermatozoides epididimarios que en los del 

eyaculado, ya que éstos últimos están protegidos por los agentes de defensa antioxidante 

aportados por las glándulas accesorias al plasma seminal (Balercia et al., 2003; Chen et al., 

2003). El papel antioxidante del plasma seminal se debe, por un lado, a la presencia de 

enzimas capaces de eliminar las ROS, como la catalasa (Zini et al., 2002; Juyena and Stelletta, 

2012), la superóxido dismutasa (también presente en los espermatozoides eyaculados) 
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(Eghbali et al., 2008; Juyena and Stelletta, 2012), la glutatión peroxidasa y la glutatión 

reductasa (Marti et al., 2008a; Juyena and Stelletta, 2012; Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013), 

y por otro, a diversas moléculas antioxidantes no enzimáticas, como la melatonina 

(Luboshitzky et al., 2002; Awad et al., 2006; Casao et al., 2010a), el glutatión  y las vitaminas 

C y E (revisado en Juyena y Stelletta (2012)), que pueden proteger al espermatozoide del 

estrés oxidativo reaccionando directamente con las ROS (Kefer et al., 2009).  

 

Figura 8. Efectos fisiológicos y dañinos de ROS en la funcionalidad espermática. Imagen modificada de Kothari et 

al. (2010). 

Las ROS, gracias a su naturaleza reactiva, son capaces de combinarse rápidamente con 

otras moléculas causando una oxidación que provocará cambios estructurales y funcionales 

en la célula. Entre las ROS destacan el anión superóxido (O2
·-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), 

el radical hidroxilo (OH·) y el óxido nítrico (NO·), aunque este último a veces se considera un 

subtipo de ROS o se engloba dentro de las especies reactivas de nitrógeno (RNS, del inglés 

Reactive Nitrogen Species).  

En los espermatozoides de mamíferos, se considera que la fuente principal de 

generación de ROS es a través de la enzima NADPH oxidasa (NOX), que produce anión 
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superóxido  (Bedard and Krause, 2007). La isoforma predominante en espermatozoides de 

mamífero es la NOX5, que se ha detectado en la especie humana (Musset et al., 2012; Ghani 

et al., 2013), equina (Sabeur and Ball, 2007) y canina (Setyawan et al., 2016). La particularidad 

de esta isoforma es que su activación es totalmente dependiente de calcio (Banfi et al., 2004). 

El anión superóxido dismuta, espontáneamente o a través de enzimas, en H2O2 (Halliwell and 

Gutteridge, 1989). Esta molécula es muy soluble en agua y puede atravesar la membrana 

plasmática, por lo que tiene gran capacidad de oxidación y puede actuar lejos del punto de 

origen. Se ha demostrado que la presencia de H2O2 en el medio afecta negativamente a la 

motilidad espermática en morueco (Peris et al., 2007), búfalo (Garg et al., 2009), toro 

(Bilodeau et al., 2001) y humano (Chaki and Misro, 2002), además de alterar la actividad 

mitocondrial de los espermatozoides de ciervo (Martinez-Pastor et al., 2009). Por otro lado, 

esta molécula también aumenta la peroxidación lipídica en espermatozoides de búfalo y toro 

(Bilodeau et al., 2001; Garg et al., 2009), y afecta al ADN espermático en moruecos (Peris et 

al., 2007). Además, el H2O2 puede generar radicales hidroxilo (OH·) (Gibson et al., 1958), que 

es una de las sustancias químicas más reactivas que se conocen, y que reacciona muy cerca 

de su lugar de generación con la mayoría de las biomoléculas, como azúcares, aminoácidos, 

fosfolípidos, nucleótidos y ácidos orgánicos (Cheeseman and Slater, 1993).  

Sin embargo, la activación de la NOX5 también está implicada en los procesos 

fisiológicos del espermatozoide, como la motilidad, la viabilidad y la capacitación (Ghanbari 

et al., 2018). El superóxido generado por esta enzima, así como los peróxidos derivados, 

activan a la ACs y, por consiguiente, la vía ACs/AMPc/PKA que provocará finalmente la 

fosforilación de proteínas en residuos de tirosina asociada a la capacitación espermática, 

como se ha descrito en humano y rata (Zhang and Zheng, 1996; O'Flaherty, 2015; Moreno-

Irusta et al., 2020).  

Por otro lado, el óxido nítrico (NO·) se genera a partir de la L-arginina por la enzima 

óxido nítrico sintasa (NOS, del inglés nitric oxide synthase). Esta enzima se ha identificado en 

espermatozoides de humano (O’Bryan et al., 1998; Revelli et al., 1999; Francavilla et al., 2000), 

toro (Meiser and Schulz, 2003), ratón (Herrero et al., 1996) y cerdo (Aquila et al., 2011). Este 

radical libre también está involucrado en numerosos procesos fisiológicos del 

espermatozoide, actuando como una molécula señalizadora (Herrero et al., 2003) (Figura 9). 

Puede actuar a través de la ruta de señalización del guanisín monofosfato cíclico (GMPc) 
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(Murad, 1994), que modula canales de membrana y regula la capacitación espermática 

(Revelli et al., 2001; Miraglia et al., 2011). Pero además, el óxido nítrico es capaz de actuar 

sobre la vía del AMPc (Roy and Atreja, 2008; Staicu et al., 2021), probablemente nitrosilando 

a la adenilato ciclasa (McVey et al., 1999), y activar la ruta de las MAPK ERK1/2 (Herrero et al., 

2000), que está involucrada en la fosforilación de tirosinas asociada a la capacitación 

espermática (revisado por Staicu y Matás (2017)). Así, el óxido nítrico está implicado en la 

regulación de la motilidad (Donnelly et al., 1997), la viabilidad (Buzadzic et al., 2015), la 

hiperactivación  (Lewis et al., 1996; Yeoman et al., 1998), la capacitación (Zini et al., 1995; de 

Lamirande and Lamothe, 2009), la reacción acrosómica (Revelli et al., 2001; Herrero et al., 

2003), la quimiotaxis (Miraglia et al., 2007) y la unión a la ZP (Sengoku et al., 1998) en 

espermatozoides. Además, se le ha atribuido un efecto antiapoptótico en espermatozoides 

(Roessner et al., 2010). Sin embargo, a concentraciones elevadas, el óxido nítrico afecta 

negativamente a la funcionalidad espermática (Weinberg et al., 1995; Nobunaga et al., 1996; 

Ratnasooriya and Dharmasiri, 2001; Hassanpour et al., 2007). 

 

Figura 9. Esquema representativo de las principales rutas de actuación del óxido nítrico en el espermatozoide. 

Imagen modificada de Staicu y Matás (2017). 
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2.4 La apoptosis en espermatozoides 

La apoptosis o muerte celular programada es un conjunto de procesos morfológicos y 

bioquímicos que dan lugar a la autodestrucción celular (Lockshin and Williams, 1964). La 

muerte celular por apoptosis se produce de manera controlada, y se trata de un proceso de 

regulación y control de las poblaciones celulares en tejidos bajo condiciones tanto fisiológicas, 

para mantener equilibrio homeostático durante el desarrollo y envejecimiento de los tejidos, 

como patológicas. Así se controla el número de células y el tamaño del tejido, pero además se 

eliminan células infectadas, dañadas o estresadas (O'Brien and Kirby, 2008). Por tanto, las 

alteraciones en la regulación del proceso apoptótico están relacionadas con algunas 

patologías.  

Cuando una célula muere por apoptosis se producen una serie de cambios morfológicos, 

como la disminución del tamaño celular, la formación de burbujas en la membrana plasmática, 

y la formación de cuerpos apoptóticos, pero sin perder la integridad celular. Estos procesos 

están regulados intrínsecamente por la propia célula, gracias a la implicación de algunos genes 

en la apoptosis, que se identificaron hace más de 30 años en el nematodo Caenorhabditis 

elegans (Ellis and Horvitz, 1991) y posteriormente en mamíferos. In vivo, los macrófagos y 

células epiteliales adyacentes reconocen estos cuerpos apoptóticos y los fagocitan. De esta 

manera se evita la respuesta inflamatoria por parte del organismo, ya que no se libera el 

contenido citoplasmático de las células apoptóticas, al contrario de lo que ocurre en la muerte 

por necrosis, que implica la lisis total de la célula a través un proceso pasivo y no autorregulado 

(Vermes and Haanen, 1994).  

Este fenómeno ha sido estudiado en profundidad en células somáticas, pero no tanto 

en espermatozoides. Se produce apoptosis durante la espermatogénesis, como proceso 

homeostático y para eliminar células germinativas defectuosas (Rodriguez et al., 1997), pero 

también se observan células apoptóticas en el eyaculado. Algunos autores lo atribuyen a la 

presencia de los restos de espermatozoides inmaduros (Paasch et al., 2004) y otros a un 

fenómeno de “apoptosis testicular abortiva”, según la cual algunos espermatozoides con daño 

en el ADN comienzan el mecanismo de apoptosis en el testículo, pero luego escapan del 

proceso y llegan al eyaculado (Sakkas et al., 2004). Otros autores lo asocian a causas 

patológicas, sobre todo cuando aparece un alto porcentaje de espermatozoides apoptóticos 

en el eyaculado (Oehninger et al., 2003). Por otra parte, según numerosos trabajos, los 
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espermatozoides maduros, una vez eyaculados, son capaces de iniciar y completar el proceso 

de apoptosis (Anzar et al., 2002; Martin et al., 2004; Marti et al., 2008b). Es lógico pensar que 

los espermatozoides en el tracto reproductor femenino, tras la finalización de su tiempo de 

vida inherente, o al no alcanzar el ovocito y no llevar a cabo la función para la que han sido 

generados, se eliminen por un proceso apoptótico, ya que de esta manera su destrucción no 

produciría ningún efecto perjudicial en el tracto reproductor femenino ni en el resto de 

espermatozoides ni células circundantes (Eisenbach, 2003). Además, la apoptosis en los 

espermatozoides también se activaría como un mecanismo de eliminación de las células 

anormales, o en respuesta al estrés ambiental; por ejemplo, se han observado características 

semejantes a las descritas en el fenómeno de apoptosis en espermatozoides sometidos a la 

acción del frio (Martin et al., 2004). Cualquiera que sea la causa, la presencia de 

espermatozoides con características apoptóticas en las dosis seminales podría ser uno de los 

indicadores de baja fertilidad, como se ha visto en la especie humana  (Said et al., 2006; 

Almeida et al., 2009), en toro (Anzar et al., 2002), en morueco (Mendoza et al., 2021)  y en 

cerdo (Trzcińska et al., 2011). 

Como se ha mencionado anteriormente, los espermatozoides experimentan un proceso 

de maduración en el tracto reproductor femenino, denominado capacitación espermática 

(Austin, 1951; Chang, 1951; Austin, 1952; Chang, 1955). Este proceso es dependiente de los 

niveles de ROS, ya que el anión superóxido y el óxido nítrico generados se combinan y 

producen peroxinitrito, que suprime la actividad tirosín fosfatasa y, simultáneamente se activa 

la ACs. Como consecuencia, se intensifica la generación de AMPc y la fosforilación de tirosinas 

que conducen a la capacitación espermática, pero también se oxida el colesterol de la 

membrana plasmática y se facilita su salida, aumentando la fluidez de la misma y permitiendo 

la fusión de membranas durante la fecundación. Si el espermatozoide no fecunda al ovocito, 

se mantiene la generación de estas ROS y ponen al límite las defensas antioxidantes de los 

espermatozoides, provocando una situación de estrés oxidativo. La producción desmesurada 

de ROS produce, por un lado, altos niveles de peroxidación lipídica en la membrana 

plasmática, que pierde su integridad y, por otro,  daño en el ADN, lo que está relacionado con 

el proceso de apoptosis (revisado por Aitken (2011), Aitken y Baker (2013) y Asadi et al. (2021)) 

(Figura 10).  
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Figura 10. Esquema representativo de los procesos que acontecen durante la capacitación y la apoptosis en 

espermatozoides de mamífero. Imagen modifiada de Aitken y Baker (2013). 

 

En los espermatozoides no son apreciables los cambios morfológicos descritos para las 

células somáticas durante la apoptosis, como el cambio en el tamaño celular o del núcleo, 

pero sí son evidentes otras alteraciones bioquímicas. Entre estas se encuentran la 

translocación de la fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmática (Barroso et 

al., 2000; Duru et al., 2001; Koppers et al., 2011),  la activación de caspasas (Weng et al., 2002; 

Paasch et al., 2003; Paasch et al., 2004; Said et al., 2004), y la fragmentación del ADN (Gorczyca 

et al., 1993; Sakkas et al., 1999; Barroso et al., 2000; Sakkas et al., 2004).  

En la especie ovina, nuestro grupo de investigación fue el primero en demostrar que los 

espermatozoides eyaculados presentan estos marcadores de apoptosis (Marti et al., 2006; 

Marti et al., 2008b), además de una disminución del potencial de membrana mitocondrial 

interna, debido a la despolarización de las mitocondrias durante la apoptosis (Mendoza et al., 

2013). Asimismo, se ha demostrado que estos marcadores apoptóticos aumentan tras la 

inducción de la capacitación y la reacción acrosómica in vitro (Peris et al., 2007; Marti et al., 

2008b; Pérez-Pé et al., 2010).  
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La translocación de fosfatidilserina (PS, phosphatidylserine) desde la parte interna a la 

externa de la membrana plasmática del espermatozoide (Martin et al., 1995) está relacionada 

con una modulación de la respuesta inmune (Devitt and Marshall, 2011), ya que sirve de 

marcaje para que los fagocitos del tracto reproductor femenino o masculino reconozcan a los 

espermatozoides apoptóticos y los eliminen por fagocitosis, evitando así una respuesta 

inflamatoria que dañaría los tejidos (Fadok et al., 1992; Savill et al., 2002; Schlegel and 

Williamson, 2007; Zhou, 2007). La base bioquímica de la externalización de la PS no está del 

todo clara, y se han propuesto dos hipótesis. La primera implica la participación de una enzima 

(denominada escramblasa) que se activaría durante el proceso de apoptosis y sería capaz de 

translocar la PS a través de la membrana plasmática (Zhou et al., 1997). Otro modelo sugiere 

que la PS se externalizaría como consecuencia del tráfico de lisosomas en la membrana del 

espermatozoide (Mirnikjoo et al., 2009). Pero esto podría deberse no solo al proceso 

apoptótico, sino a las reorganizaciones de membrana asociadas a otros procesos, como la 

capacitación, por lo que la translocación de PS, por sí sola, no se consideraría un marcador de 

apoptosis (Martin et al., 2005). El hecho de que la inversión de la PS se incremente tras la 

inducción de la capacitación espermática (Gadella and Harrison, 2002; de Vries et al., 2003; 

Luna et al., 2017) sugiere que es un evento asociado a la capacitación, pero para otros autores 

se debe al daño celular característico de la apoptosis (Muratori et al., 2004; Kurz et al., 2005). 

Por otro lado, en algunas células apoptóticas no se aprecia un aumento importante de este 

marcador (Gadella and Harrison, 2002). No obstante, la exposición de la PS en los 

espermatozoides capacitados podría ser una señal para su eliminación por fagocitosis una vez 

ya no son funcionales porque no han fecundado al ovocito (Eisenbach, 2003).  

Los cambios morfológicos y bioquímicos característicos del proceso de apoptosis son 

mediados principalmente por la proteólisis de sustratos específicos gracias a la activación de 

caspasas. Las caspasas son proteasas que fragmentan sustratos tras cortar en sitios 

específicos, en concreto, después de los residuos de un ácido aspártico (de ahí su acrónimo 

en inglés: cysteinyl aspartate-specific proteases) (Alnemri et al., 1996). Son proteasas 

altamente selectivas y están implicadas en distintos procesos celulares (revisado por Unsain 

et al. (2015)), siendo consideradas las enzimas clave en el proceso de apoptosis (Tripathi et 

al., 2009; Shaha et al., 2010). Existen caspasas iniciadoras (-2, -8, -9, y -10) que participan al 

comienzo del proceso de apoptosis, y cuya función es activar a las caspasas ejecutoras (-3, -6 
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y -7) (revisado por Grunewald et al. (2009). Éstas últimas, y especialmente la caspasa-3, son 

enzimas muy activas que proteolizan sustratos implicados en la estructura de la célula (como 

la actina), en cascadas de señalización (como proteín quinasas y citoquinas), en el control del 

ciclo celular y la reparación del ADN (como la poli-ADP-polirribosa o PARP), y en la motilidad 

espermática (revisado en Said et al. (2004) y Grunewald et al. (2009)). Por último, la activación 

de las MAPKs p38 y MEK/ERK, implicadas en la capacitación en la especie ovina, activan 

directamente la ruta de las caspasas (Pentikainen et al., 1999; Ono and Han, 2000; Luna et al., 

2017).  

Otra de las consecuencias características del proceso de apoptosis es la fragmentación 

del ADN (Arends et al., 1990; Gorczyca et al., 1993; Aitken and Koppers, 2011). En este proceso 

se produce una ruptura ordenada del ADN en determinados puntos, produciéndose una 

fragmentación de la cromatina entre nucleosomas cada 180-200 pares de bases. Se cree que 

están implicadas endonucleasas específicas de la apoptosis, ya que esta fragmentación del 

ADN es diferente a la que se produce en la necrosis, que se da de manera  inespecífica (Collins 

et al., 1997; Zhang and Xu, 2000). Por esta razón, la detección del ADN fragmentado ha sido 

usada ampliamente para detectar células apoptóticas (Matassov et al., 2004). Dado que la 

misión esencial del espermatozoide es transmitir su material genético al ovocito, la alteración 

del ADN limitaría la fecundación exitosa y el desarrollo embrionario, por lo que es un factor a 

tener en cuenta a la hora de estudiar la infertilidad masculina (Oleszczuk et al., 2013; Cho and 

Agarwal, 2018). 

Como se ha mencionado anteriormente, es lógico que los procesos de capacitación y 

apoptosis compartan rutas moleculares en el espermatozoide, como demostraron los 

resultados de nuestro grupo (Luna et al., 2017), ya que todos los espermatozoides que no 

cumplan con su misión de fecundar al ovocito deben ser eliminados sin producir respuesta 

inflamatoria en el TRF. Además, se ha demostrado que determinados componentes del 

plasma seminal, como proteínas (Mendoza et al., 2013) y hormonas como la melatonina 

(Casao et al., 2010b), son capaces de ejercer un efecto modulador tanto sobre la apoptosis 

como sobre la capacitación en espermatozoides ovinos. Por tanto, el conocimiento de estos 

procesos y de cómo ciertos compuestos pueden modularlos, resultaría de gran utilidad para 

la mejora de los protocolos de dilución y conservación de las dosis seminales, así como los de 

fecundación in vitro.  
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2.5 Melatonina y reproducción ovina 

2.5.1 Estacionalidad reproductiva en la especie ovina 

En la especie ovina la reproducción tiene un carácter estacional muy marcado, 

influenciado por la duración del fotoperiodo, con un periodo no reproductivo en primavera y 

verano, y un periodo de actividad reproductiva en otoño e invierno. Esta estacionalidad 

reproductiva es un factor limitante en la producción ovina, un sector fundamental por su 

importancia económica, social y medioambiental. 

Las ovejas entran en celo durante el otoño (época de días cortos) para así concentrar los 

partos en primavera, asegurando una mayor disponibilidad de alimento a sus crías (revisado 

por Chemineau et al. (2008)). Por el contrario, durante la primavera y el verano (días largos) 

las hembras entran en anoestro, caracterizado por la baja o nula actividad reproductiva (Rosa 

and Bryant, 2003). Los machos también experimentan estas variaciones en la actividad 

reproductiva de manera estacional, aunque los efectos del fotoperiodo son menos 

pronunciados que en las hembras, ya que son capaces de producir espermatozoides a lo largo 

de todo el año (Rosa and Bryant, 2003; Chemineau et al., 2008). Durante la época no 

reproductiva, en el morueco se observan cambios en el comportamiento sexual (Kafi et al., 

2004; Aller et al., 2012) y una disminución del tamaño testicular (Avdi et al., 2004), así como 

una menor producción de espermatozoides y una peor calidad espermática  (Langford et al., 

1987; Karagiannidis et al., 2000; D'Alessandro and Martemucci, 2003). Además, la 

composición del plasma seminal varía en función de la época reproductiva (Cardozo et al., 

2006; Marti et al., 2007; Casao et al., 2010a), lo que afectaría directamente a la funcionalidad 

espermática. 

La estacionalidad reproductiva en el ovino está regulada por la secreción de melatonina. 

Esta hormona se sintetiza durante la noche en la glándula pineal, que traduce los estímulos 

luminosos percibidos por la retina en una señal endocrina, a través del tracto retino-

hipotalámico (Reiter, 1991). La información lumínica es proporcional a la duración del ciclo 

día/noche; por tanto, el ritmo de producción de melatonina se modifica a lo largo del año, 

siendo su secreción más larga en los días cortos de otoño e invierno. La melatonina secretada 

durante la noche por la glándula pineal regula la secreción pulsátil de hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo (Bittman et al., 1983). Ésta, a su vez, regula la 
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secreción de las hormonas folículoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) (D’Occhio et al., 1984; 

Clarke and Cummins, 1985), responsables de la actividad ovárica en la hembra y de la 

testicular en el macho (Malpaux et al., 1997; Misztal et al., 2002). De este modo, los cambios 

anuales en la secreción de melatonina nocturna permiten la sincronización de la 

estacionalidad reproductiva en la especie ovina con el ritmo circanual, ajustando la actividad 

gonadal con las condiciones ambientales a través del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal 

(Gerlach and Aurich, 2000), y permitiendo además la sincronización reproductiva entre 

individuos. De hecho, el uso de implantes subcutáneos de melatonina durante la época no 

reproductiva es una práctica habitual en ganadería ovina, ya que mejora el comportamiento 

reproductivo (Abecia et al., 2007; Palacin et al., 2008; Pool et al., 2020a), los parámetros 

testiculares (Rosa et al., 2012; El-Shalofy et al., 2021), la espermatogénesis, la calidad seminal 

(Kaya et al., 2000),  y la fertilidad (Palacin et al., 2008).  

2.5.2 La melatonina 

La melatonina (Figura 11) es una hormona lipofílica que está presente en todos los 

taxones, incluidos los procariotas, lo que indica que se ha mantenido en los seres vivos a lo 

largo de la evolución (revisado por Zhao et al. (2019)). Además, esta molécula está 

ampliamente distribuida en el organismo de los mamíferos, desde el sistema nervioso y la 

sangre a los tejidos periféricos, y está involucrada en gran variedad de funciones biológicas 

(Reiter et al., 2013). Se cree que la función inicial de la melatonina fue la defensa antioxidante 

frente a radicales libres en los organismos unicelulares primitivos, posiblemente como parte 

del proceso de adaptación al uso de oxígeno atmosférico (Tan et al., 2007). Esta función se 

mantiene en los organismos actuales, junto a otras adquiridas durante la evolución, como la 

regulación los ritmos circadianos y circanuales, la estacionalidad reproductiva en algunos 

mamíferos, la acción antiinflamatoria y estimuladora del sistema inmunológico en animales y 

la tolerancia al estrés en plantas y hongos (revisado por Tan et al. (2010) y Zhao et al. (2019)).  
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Figura 11. Estructura química de la melatonina. 

2.5.2.1 Síntesis y degradación de la melatonina en mamíferos 

En los mamíferos, la melatonina se sintetiza en la glándula pineal a partir del aminoácido  

triptófano (Figura 12). Mediante un proceso de hidroxilación y descarboxilación, este 

aminoácido se convierte en serotonina que, durante el periodo de oscuridad, es transformada 

por la enzima arilalquilamina N-acetil transferasa (ANNAT) en N-acetilserotonina. Este 

compuesto a su vez es metilado por la enzima N-acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT) 

dando lugar a la melatonina (Boutin et al., 2005; Tan et al., 2016).  

 

Figura 12. Representación de la biosíntesis de melatonina en mamíferos y la regulación en función del 

fotoperiodo. Imagen modificada de Reiter et al. (2009). 
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Solo un pequeño porcentaje de la melatonina secretada por la glándula pineal 

permanece sin degradarse, ya que el resto se degrada por un proceso parcialmente inducido 

por la luz, que implica al citocromo P450 (Boutin et al., 2005; Ma et al., 2005). Otras vías de 

degradación de la melatonina implican diferentes enzimas: la indoleamina 2,3-dioxigenasa 

(IDO), la mieloperoxidasa (MPO) y la eosinofil peroxidasa (EPO), que degradan la melatonina 

hasta 1-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) (Tan et al., 2007). Además, la melatonina se 

puede metabolizar mediante la interacción con productos oxidativos (ROS y RNS), pero incluso 

el metabolito derivado de la degradación de la melatonina, el AFMK, tiene capacidad 

antioxidante y puede interaccionar con ROS y NOS y neutralizarlos (Tan et al., 2007; Tan et al., 

2015), obteniéndose como resultado N1-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK) (Galano et al., 

2013).  

Hasta los años setenta se consideraba que la melatonina se sintetizaba exclusivamente 

en la glándula pineal, pero gracias al desarrollo de anticuerpos altamente específicos y a la 

mejora de las técnicas de biología molecular, se descubrió la presencia de esta hormona y de 

sus enzimas de síntesis en otros tejidos, órganos y células. Entre las fuentes de melatonina 

extrapineal se encuentran la retina (Cardinali and Rosner, 1971), el tracto gastrointestinal 

(Buzadzic et al., 2015), el sistema inmune (Carrillo-Vico et al., 2006), el bazo, el hígado y el 

corazón (Sanchez-Hidalgo et al., 2009), el timo (Naranjo et al., 2007), los ovarios (Brzezinski et 

al., 1987), la placenta (Lanoix et al., 2008) y los testículos (Tijmes et al., 1996; Gonzalez-Arto 

et al., 2016a). Asimismo, se han medido los niveles de melatonina en numerosos fluidos 

biológicos: líquido cerebroespinal (Young et al., 1984), saliva (McIntyre et al., 1987), bilis (Tan 

et al., 1999), orina (Claustrat et al., 2005), fluido folicular (Brzezinski et al., 1987), líquido 

amniótico (Mitchell et al., 1978), leche (Illnerova et al., 1993) y plasma seminal (Luboshitzky 

et al., 2002; Casao et al., 2010a).  

Al contrario de lo que ocurre en la glándula pineal, la síntesis de melatonina extrapineal 

no sufre variaciones a lo largo del día y la noche, por lo que existirían otros mecanismos de 

regulación además de la vía retino-hipotalámico-pineal. Además, la melatonina sintetizada en 

los tejidos extrapineales no se secreta al torrente sanguíneo, sino que permanece en los 

tejidos, incluso alcanzando concentraciones superiores a las del plasma sanguíneo (Venegas 

et al., 2012). Se cree que la función de esta melatonina sería la de proteger esos tejidos del 
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daño oxidativo cuando no se está produciendo melatonina en la glándula pineal (Galano et 

al., 2013; Acuña-Castroviejo et al., 2014). 

2.5.2.2 Mecanismo de acción de la melatonina 

La melatonina ejerce sus funciones en los mamíferos por diferentes vías. Por un lado, 

gracias a su naturaleza anfipática, es capaz de atravesar membranas celulares y ejercer sus 

efectos de manera directa. Por otro lado, existen receptores específicos para la melatonina 

tanto en la membrana plasmática como en la nuclear, por lo que también puede actuar en las 

células por unión a éstos. 

La melatonina, tras atravesar la membrana plasmática, interacciona con determinadas 

moléculas y compuestos del citosol. Entre otras, la melatonina se une a proteínas de unión a 

Ca2+, como la calreticulina o la calmodulina (CaM), regulando así la actividad de numerosas 

enzimas celulares (Macias et al., 2003; Benítez-King, 2006). Además, la melatonina puede 

actuar directamente sobre los radicales libres cuando se encuentra cercana al sitio de 

producción de ROS (Zhao et al., 2019).  

Se cree que el mecanismo de acción de la melatonina a través de su unión a receptores 

específicos de membrana surgió durante la evolución por la necesidad de modular numerosas 

funciones biológicas en organismos pluricelulares (Tan et al., 2010; Zhao et al., 2019). En 

mamíferos se han descrito dos receptores para melatonina, MT1 y MT2, que están acoplados 

a proteínas G (G-protein-coupled receptors o GPCRs) (Reppert et al., 1995; Reppert et al., 

1996; Reppert, 1997). Además, se ha descrito un tercer receptor de la melatonina 

denominado MT3, inicialmente identificado en aves y anfibios (Ebisawa et al., 1994), pero que 

en los mamíferos habría perdido la capacidad de unión directa a la melatonina, y que regularía 

su actividad al formar heterodímeros con el receptor MT1 (Levoye et al., 2006; Gautier et al., 

2018). Los receptores MT1 y MT2  presentan alta homología en su secuencia de aminoácidos, 

y tienden a formar homodímeros y, más frecuentemente, heterodímeros MT1/MT2 (Ayoub et 

al., 2004; Liu et al., 2016), manteniendo los sitios de unión a la melatonina estables (Jockers 

et al., 2008; Dubocovich et al., 2010).  

Estos receptores se han descrito en células del sistema nervioso central (Liu et al., 1997; 

Dubocovich and Markowska, 2005) y en tejidos periféricos, como vasos sanguíneos, médula 

ósea , páncreas, riñón y corteza adrenal (Dubocovich and Markowska, 2005), además de en el 
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ovario, células de la granulosa (Soares et al., 2003), el tracto reproductor masculino (Frungieri 

et al., 2005; Gonzalez-Arto et al., 2017) y en los espermatozoides (Casao et al., 2012; Gonzalez-

Arto et al., 2016c; Carvajal-Serna et al., 2020b). 

Las acciones que ejerce la melatonina a través de sus receptores incluyen la modulación 

de los ritmos circadianos (MT1/MT2) (Masson-Pevet et al., 1996; Dubocovich et al., 1998; 

Slominski et al., 2012), de la vasoconstricción (MT1) y vasodilatación (MT2) (Doolen et al., 

1998), de la respuesta inflamatoria (MT2), mejora de la inmunidad humoral y celular (MT2) 

(Srinivasan et al., 2008) y la inducción de la diferenciación celular (MT1) (Bordt et al., 2001).  

La activación de los receptores de melatonina MT1 y MT2 desencadena numerosas vías 

de transducción de señal (Figura 13) , como la regulación de la producción de AMPc (Hazlerigg 

et al., 1991) y de la actividad de algunas enzimas, como la PKA (Breitbart et al., 1992; Witt-

Enderby et al., 1998; Jockers et al., 2008), así como la fosforilación de las MAP quinasas 

MEK1/2 y ERK1/2 (Witt-Enderby et al., 2000). Además, la unión de melatonina a sus 

receptores produce la activación de la enzima LPC (Masana and Dubocovich, 2001) que, a 

través de la conversión del fosfatidil inositol (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato 

(IP3), desencadena la salida de calcio de los reservorios intracelulares, activando a su vez a la 

PKC (Benítez-King et al., 2001). Por otro lado, ambos receptores están implicados en la 

activación de la MAPK JNK  (Chan et al., 2002; Yuksel Egrilmez et al., 2022). Finalmente, la 

unión de melatonina al receptor MT2 también inhibe la producción de GMPc (Petit et al., 

1999).  
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Figura 13. Representación de las principales vías de transducción de señal reguladas por los receptores 

MT1 (A) y MT2 (B) tras su unión a melatonina. Imagen de Masana y Dubocovich (2001).  

 

Todas estas vías de señalización celular activadas por la melatonina están implicadas en 

procesos fisiológicos de los espermatozoides, en concreto, en los procesos de capacitación y 

reacción acrosómica (Almog et al., 2008; Rotfeld et al., 2014; Jaldety and Breitbart, 2015). Esto 

sugiere que la melatonina podría desempeñar un papel crucial en la regulación de la 

funcionalidad espermática.  

2.5.3 Acción de la melatonina en el espermatozoide ovino 

Como se ha mencionado anteriormente, la melatonina pineal modula la actividad sexual 

de las especies reproductoras de días cortos, como la especie ovina, a través del eje 

hipotálamo-hipofisario-gonadal (Misztal et al., 2002; Reiter et al., 2009). Por otra parte, la 

síntesis de melatonina en el testículo (Gonzalez-Arto et al., 2016a; Martínez-Marcos et al., 



Revisión bibliográfica 

45 
 

2019) y la presencia de receptores de melatonina en el aparato reproductor del morueco 

(Gonzalez-Arto et al., 2017) sugieren que hay un efecto directo local de esta hormona en el 

tracto reproductor masculino. Pero además, la presencia de esta hormona en el plasma 

seminal y en el tracto reproductor femenino, junto con la existencia de receptores para la 

misma en los espermatozoides, apuntan a una acción directa de la melatonina sobre los 

espermatozoides.  

El plasma seminal del morueco contiene concentraciones elevadas de melatonina, 

aunque los niveles son variables a lo largo del año, siendo más elevados en la época 

reproductiva que en la no reproductiva, (Casao et al., 2010a). El origen de esta melatonina 

puede ser tanto testicular como pineal (Carvajal-Serna et al., 2020a).  

La acción directa de la melatonina sobre espermatozoides se ha demostrado en 

diversas especies (Jang et al., 2010; Ortiz et al., 2011; Almabhouh et al., 2017; Appiah et al., 

2019; Ofosu et al., 2021), incluyendo a la especie ovina (Casao et al., 2010b; Fang et al., 2019; 

Bhalothia et al., 2022).  

Por su parte, el tratamiento in vitro de los espermatozoides de morueco con melatonina 

tiene un efecto dual sobre la capacitación, promoviéndola a concentraciones bajas (100 pM) 

y previniéndola a concentraciones altas (1 µM) (Casao et al., 2010b). Sin embargo, cuando se 

añade melatonina en un medio con agentes elevadores del AMPc, que dispara la capacitación 

espermática ovina, la melatonina a alta concentración (1 µM) sí que es capaz de prevenir la 

capacitación reduciendo los niveles de ROS y la producción de cAMP (Gimeno-Martos et al., 

2019), pero a baja concentración (100 pM) no es capaz de promoverla. Esto puede ser debido 

a que la inducción de la capacitación en presencia de alto AMPc sea tan drástica que la 

melatonina no es capaz de incrementarla más, enmascarando su efecto. Aun así, sí que se 

observa un efecto sobre los parámetros cinéticos relacionados con la hiperactivación 

espermática. Esta diferencia de efecto en función de la concentración, podría estar mediada 

por el efecto antioxidante que tiene la melatonina. Así, las altas concentraciones de 

melatonina en el plasma seminal estarían protegiendo a los espermatozoides del daño 

oxidativo (Reiter et al., 2009) y evitando la capacitación espermática (de Lamirande and 

Gagnon, 1993; Drevet, 2006; Gimeno-Martos et al., 2019). Una vez los espermatozoides 

eyaculados llegan al tracto reproductor femenino, la eliminación del plasma seminal y la 

exposición a niveles más bajos de melatonina presentes en el entorno del ovocito (Brzezinski 
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et al., 1987; Shi et al., 2009; El-Raey et al., 2011) propiciarían la capacitación espermática 

(Casao et al., 2010b), requisito imprescindible para poder fecundar al ovocito (de Lamirande 

and O’Flaherty, 2008).  Además, la melatonina estaría protegiendo a los espermatozoides de 

la muerte por apoptosis como consecuencia de su efecto antioxidante, como demuestran 

algunos estudios (Casao et al., 2010b; du Plessis et al., 2010; Jang et al., 2010; Balao da Silva 

et al., 2011; Espino et al., 2011). Las últimas investigaciones llevadas a cabo por nuestro grupo 

de investigación han probado también los efectos de la melatonina 1 µM sobre la 

estabilización del citoesqueleto durante la capacitación in vitro (Carvajal-Serna et al., 2020c). 

Finalmente, según algunos estudios, la melatonina protegería a los espermatozoides de 

morueco de los daños asociados a la congelación de manera dosis dependiente, preservando 

la motilidad, la integridad de ADN y su capacidad fecundante (Succu et al., 2011).  

La melatonina podría modular todos estos procesos en el espermatozoide de manera 

directa, gracias a su capacidad de atravesar la membrana plasmática, o a través de su unión a 

los receptores específicos MT1 y MT2 (revisado por Cebrián-Pérez et al. (2014)). Estos se 

describieron por primera vez en espermatozoides de humano (van Vuuren et al., 1992) y, más 

tarde, en otros mamíferos como el morueco, el burro, el perro, el caballo, el cerdo, el ciervo y 

el toro (Casao et al., 2012; Gonzalez-Arto et al., 2016c). Concretamente en la especie ovina, 

los receptores de melatonina cambian su densidad y distribución durante el proceso de 

capacitación in vitro (Gonzalez-Arto et al., 2016b) y sus efectos sobre la capacitación 

espermática parecen estar mediados por su unión al receptor MT2 (Gonzalez-Arto et al., 

2016b).  
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En la especie ovina la reproducción tiene un carácter estacional muy marcado regido 

por la secreción de melatonina. Por tanto, un conocimiento más profundo de la acción de esta 

hormona permitiría mejorar la eficiencia reproductiva en esta especie.  

Todos los resultados obtenidos hasta la fecha tanto por nuestro grupo como por otros 

investigadores, desarrollados ampliamente en el apartado anterior de revisión bibliográfica, 

apuntan a un efecto beneficioso de la melatonina sobre la funcionalidad de los 

espermatozoides ovinos. La melatonina está presente en el plasma seminal y en el tracto 

reproductor femenino, y ejerce efectos directos sobre los espermatozoides, en concreto, 

modulando la capacitación espermática (Casao et al., 2010b; Gimeno-Martos et al., 2019). 

Además, gracias a su naturaleza antioxidante, la melatonina es capaz de provocar una 

disminución del daño oxidativo en los espermatozoides (du Plessis et al., 2010; Jang et al., 

2010). No obstante, también son necesarios unos ciertos niveles de ROS y óxido nítrico para 

que se produzca la capacitación espermática, que pueden ser generados por los 

espermatozoides mediante las enzimas NOX5 y NOS, respectivamente (Francavilla et al., 2000; 

Meiser and Schulz, 2003; Bedard and Krause, 2007; Aquila et al., 2011; Musset et al., 2012; 

Ghani et al., 2013).  

Por ello, nos planteamos si la melatonina regula la capacitación espermática ovina 

modificando los niveles de ROS y óxido nítrico, a través de una acción sobre las enzimas que 

los generan.    

Por otro lado, el proceso de capacitación espermática comparte rutas moleculares con 

la apoptosis, lo que fue demostrado por nuestro grupo de investigación, así como la 

implicación del EGF y de las MAPKs en ambos procesos (Luna et al., 2012; Luna et al., 2017).  

Algunos estudios indican que el óxido nítrico también es capaz de actuar sobre la ruta de las 

MAPKs (Herrero et al., 2000) y que el anión superóxido es capaz de modular la vía 

ACs/AMPc/PKA (O'Flaherty, 2015). También se ha observado que la melatonina estaría 

protegiendo a los espermatozoides de la muerte por apoptosis como consecuencia de su 

efecto antioxidante, como demuestran algunos estudios (Casao et al., 2010b; Balao da Silva 

et al., 2011; Espino et al., 2011).  

Estos hechos hicieron preguntarnos si la melatonina, a través del óxido nítrico, podría 

regular el proceso de apoptosis desencadenado durante la capacitación espermática ovina.  
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Otro proceso fundamental para que se lleve a cabo la fecundación es la correcta 

orientación de los espermatozoides para llegar al ovocito. Se ha postulado que el mecanismo 

más probable que regiría este proceso en mamíferos es la quimiotaxis. La melatonina es una 

hormona que se haya presente en el tracto reproductor femenino y que afecta directamente 

a la funcionalidad espermática en la especie ovina. Además, se ha demostrado su acción 

quimiotáctica en otros tipos celulares (Shirakawa and Ogino, 1987; Pena et al., 2007).  

Así, la melatonina podría postularse como una de las moléculas responsables de la 

modulación de los procesos de orientación espermática hacia el ovocito.  

A la vista de los antecedentes expuestos, en esta tesis doctoral se planteó como 

hipótesis que la melatonina tiene un efecto antioxidante y antiapoptótico durante el 

proceso de capacitación espermática y que, además, es capaz de actuar como 

quimioatrayente y modular la orientación espermática en la especie ovina.  

Para elucidar esta hipótesis, se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Analizar el efecto quimiotáctico in vitro de la melatonina sobre la orientación de los 

espermatozoides ovinos, como una aproximación a lo que ocurriría in vivo en el tracto 

genital femenino de esta especie.  

 

2. Profundizar en los mecanismos moleculares de respuesta de los espermatozoides 

ovinos a la melatonina en los procesos de capacitación y apoptosis, poniendo especial 

atención a su papel antioxidante. Para llevarlo a cabo se plantearon los siguientes 

objetivos específicos: 

 

2.1. Estudiar la generación del anión superóxido y del óxido nítrico y su implicación 

en la capacitación espermática ovina. 

2.2. Analizar el efecto de la melatonina sobre los niveles de óxido nítrico y 

superóxidos durante la capacitación in vitro en el espermatozoide ovino. 

2.3. Investigar la implicación del óxido nítrico y la melatonina sobre la apoptosis 

durante la capacitación in vitro inducida por EGF. 
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4.1 Reactivos 

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos empleados se compraron a 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU (empresa subsidiaria de Merk KGaA, Darmstadt, 

Alemania).  

4.2 Obtención y procesado de las muestras espermáticas 

4.2.1 Obtención de las muestras seminales 

Las muestras seminales se obtuvieron a partir de nueve moruecos adultos de la raza 

Rasa Aragonesa de entre 2 y 4 años de edad. Todos los animales pertenecían a la Asociación 

Nacional de Ganaderos de la raza Rasa Aragonesa (ANGRA) y estuvieron estabulados en las 

instalaciones del Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la Facultad de Veterinaria de la 

Universidad de Zaragoza, en condiciones nutricionales uniformes. Tanto el mantenimiento de 

los sementales como la obtención de las muestras corrieron a cargo del personal del SEA. Toda 

la experimentación con animales llevada a cabo en esta tesis doctoral fue aprobada por la 

resolución PI39/17 de la Comisión Ética Asesora para la Experimentación Animal de la 

Universidad de Zaragoza, siguiendo el Real Decreto 53/2013 para la protección de los animales 

de experimentación del Gobierno de España, que cumple con la Directiva de la Unión Europea 

2010/63 sobre la protección de los animales utilizados para experimentación y otros fines 

científicos. 

Las muestras seminales se obtuvieron tras un periodo de abstinencia de dos o tres días, 

mediante vagina artificial. En el momento de extracción de la muestra se obtuvieron dos 

eyaculados consecutivos por morueco; sin embargo, sólo se utilizaron los segundos 

eyaculados, en base a resultados previos que demostraron que éstos tenían mejores 

parámetros de calidad seminal (Ollero et al., 1996). Tras la recogida, las muestras se 

mantuvieron a 37 °C hasta su uso y se trabajó con la mezcla de los segundos eyaculados para 

evitar diferencias individuales (Ollero et al., 1996). 

4.2.2. Selección espermática y eliminación del plasma seminal por el método de 

swim-up/dextrano 

La eliminación del plasma seminal, en la mayoría de los experimentos llevados a cabo 

en esta tesis doctoral, resulta conveniente debido a que el contacto prolongado del mismo 
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con los espermatozoides ejerce un efecto perjudicial sobre la funcionalidad espermática 

(Mortimer, 1994), y además, la presencia de algunos de sus componentes, como la melatonina 

(Casao et al., 2010a), podría influenciar los resultados obtenidos en los experimentos en los 

que se añadió in vitro este compuesto. 

El método de swim-up/dextrano permite la obtención de una población espermática 

libre de plasma seminal. Este método fue desarrollado por García-López et al. (1996) en 

nuestro laboratorio, basándose en la técnica descrita para espermatozoides humanos (Alvarez 

et al., 1993), pero modificando la composición del medio para espermatozoides ovinos y 

eliminando los pasos de centrifugación, ya que resulta dañina para los mismos. Esta técnica 

no es un simple método de lavado, ya que, además de la eliminación del plasma seminal, 

permite obtener una población celular enriquecida en espermatozoides altamente mótiles y 

viables (García-López et al., 1996).  

La composición del medio utilizado para el swim-up (MS) fue la siguiente: HEPES 21 

mM, NaCl 50 mM, KCl 10 mM, lactato sódico 18,6 mM, sacarosa 200 mM, glucosa 2,8 mM, 

MgSO4 0,4 mM, K2HPO4 0,3 mM y piruvato sódico 0,3 mM. El pH se ajustó a 6,5, y se añadieron 

1,5 UI/ml de penicilina y 15 mg/ml de estreptomicina para evitar la contaminación del medio. 

Además, para evitar la capacitación prematura de los espermatozoides, no se añadió CaCl2 ni 

NaHCO3 al MS, como describieron Grasa y col. (2004). 

Para llevar a cabo el método de swim-up/dextrano, se colocaron 500 µl de semen en 

el fondo de un tubo redondeado de 15 mm de diámetro, y sobre él se depositaron 

cuidadosamente 500 µl de MS-dextrano (30 mg de dextrano/ml de MS). Esta capa con alta 

concentración de dextrano actúa como barrera física, impidiendo el paso de espermatozoides 

con baja motilidad, y reteniendo aquellos con la membrana plasmática alterada o dañada (no 

viables). Sobre la capa de MS-dextrano se añadió muy lentamente 1,5 ml de MS-BSA (5 mg de 

albúmina sérica bovina (BSA)/ml MS), sin mezclar los medios. La inclusión de BSA en esta capa 

superior evita la aglutinación espermática. El tubo se incubó a 37 °C en posición vertical 

durante 15 minutos y se retiraron 750 μl de la fase superior, que se designó como primer 

sobrenadante y seguidamente se añadieron otros 750 μl de MS-BSA. El proceso se repitió 

otras tres veces consecutivas recogiendo un total de cuatro sobrenadantes. Se desechó el 

primero por contener restos de plasma seminal, y se trabajó posteriormente con la mezcla de 

los tres restantes, denominada muestra swim-up (Figura 14).  
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Figura 14. Representación esquemática del proceso de swim-up/dextrano. 

 

Para determinar el posible efecto quimiotáctico de la melatonina in vitro durante proceso 

de selección espermática, en el artículo-manuscrito 1 se realizaron tres swim-up/dextrano de 

forma simultánea, incluyendo melatonina en el MS-BSA a dos concentraciones diferentes, 100 pM 

y 1 μM. Las muestras de swim-up resultantes se denominaron “sw-Mel 100 pM” y “sw-Mel 1 μM”, 

respectivamente. La melatonina se disolvió en DMSO (dimetil sulfóxido) y tampón fosfato salino 

(PBS, del inglés phosphate-buffered saline: NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8,1 mM y 

KH2PO4 1,7 mM, pH 7,4). La concentración final de DMSO en el MS-BSA fue de 0,01% (v/v), por 

lo que además se incluyó DMSO a la misma concentración en la muestra control, denominada en 

el artículo-manuscrito 1 como “sw-control”. Para estudiar la influencia de la estacionalidad sobre 

la potencial respuesta quimiotáctica, se llevaron a cabo los mismos experimentos en época 

reproductiva (septiembre-febrero) y no reproductiva (marzo-julio) para el ganado ovino en esta 

latitud (N41°39'21.82"). 

4.3 Inducción in vitro de la capacitación espermática  

Para inducir la capacitación espermática, las muestras seleccionadas por swim-

up/dextrano se diluyeron hasta una concentración de 1,6 x 108 células/ml en medio TALP (del 

inglés Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate). Este medio está compuesto por NaCl 100 mM, KCl 

3,1 mM, NaH2PO4 0,3 mM, lactato sódico 21,6 mM, MgCl2 0,4 mM, HEPES 10 mM, piruvato 

sódico 1 mM, CaCl2 3 mM, glucosa 5 mM y BSA 5 mg/ml, con un pH ajustado a 7,3 con NaOH. 
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Las muestras se incubaron en tubos eppendorf® abiertos durante 3 horas a 39 °C en una estufa 

con 5% de CO2 y 100% de humedad, basándose en el protocolo de Parrish et al. (1988) y que 

fue adaptado para espermatozoides ovinos por Colas et al. (2008). 

Las muestras incubadas en medio TALP se denominaron “Cap-TALP samples” (artículo-

manuscrito 1), “control samples” (artículos 2 y 3), dependiendo del resto de muestras 

ensayadas y/o de las recomendaciones de los revisores de los artículos. 

Los espermatozoides de morueco son particularmente difíciles de capacitar in vitro, y es 

necesario añadir agentes elevadores del AMPc al medio de capacitación. Por ello, el medio 

TALP fue suplementado con una mezcla de sustancias que disparan la capacitación en 

espermatozoides ovinos (Grasa et al., 2006; Colas et al., 2008), denominada “cocktail”, y 

consistente en: dibutiril (db)-AMPc 1 mM, cafeína 1 mM, teofilina 1 mM, ácido okadaico 0,2 

mM y metil-β-ciclodextrinas 2,5 mM. Las muestras incubadas en este medio (medio cocktail), 

se denominaron “Cap-CK samples” (artículo-manuscrito 1) o “capacitated control (Cap-C)” 

(artículos 2 y 3), dependiendo del resto de muestras ensayadas y/o de las recomendaciones 

de los revisores de los artículos. 

El efecto del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en la capacitación espermática 

ovina se analizó añadiendo EGF (Abcam, Cambridge, Reino Unido) a una concentración de 100 

nM en el medio TALP (medio TALP-EGF), y las muestras incubadas en este medio se 

denominaron “Cap-EGF” (artículo 4). 

Para determinar el efecto de la melatonina durante la capacitación espermática in vitro 

en el morueco, ésta se diluyó como se explica en el apartado 4.2.2. y se añadió a los medios 

de capacitación (TALP, cocktail o TALP-EGF) a una concentración final de 100 pM o 1 µM. La 

concentración final de DMSO en las muestras espermáticas con melatonina fue del 0,1% (v/v). 

Para tener en cuenta el posible efecto tóxico del DMSO sobre los espermatozoides, se añadió 

la misma concentración (0,1% v/v) a las muestras control capacitadas.  

Para investigar la implicación de la NOX5 durante la capacitación espermática in vitro 

(artículo 2), se añadió un inhibidor de esta enzima, 2-(2-clorofenil)-4-metil-5-(piridin-2-il 

metil)-1H-pirazol-[4,3-c]piridina-3,6(2H,5H)-diona (GKT136901, GKT), al medio cocktail a una 

concentración final de 1 µM (Musset et al., 2012; Altenhofer et al., 2015). Teniendo en cuenta 

que la activación de la NOX5 es dependiente de calcio (Banfi et al., 2001), también se añadió 
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el ionóforo de calcio A23187 a una concentración 1 µM a las muestras espermáticas incubadas 

en condiciones capacitantes, para evaluar así el efecto de la activación de la NOX5 en los 

cambios asociados a la capacitación espermática.  

Finalmente, para evaluar el papel del óxido nítrico durante la capacitación espermática 

in vitro (artículos 3 y 4), se añadió el inhibidor no selectivo de la NOS, el NG-nitro-L-arginina 

metil ester (L-NAME), a los medios TALP, cocktail y TALP-EGF, a una concentración final de 100 

µM y 1 mM. Por otro lado, se adicionó L-arginina (L-arg) como sustrato de la NOS a los medios 

de capacitación a una concentración de 10 nM, en base a un trabajo previo de Hassanpour et 

al. (2007). 

4.4 Evaluación de las muestras espermáticas 

4.4.1 Cálculo de la concentración espermática y del porcentaje de recuperación 

La concentración de las muestras espermáticas se determinó por duplicado usando una 

cámara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-Königshofen, Alemania), tras una dilución en agua 

1/2000 (v/v) para el semen fresco, y 1/100 (v/v) para las muestras seleccionadas por swim-

up/dextrano. Para evaluar la concentración espermática, se colocó una gota de 6 µl de la 

dilución en la cámara de Neubauer. Las células se visualizaron con un microscopio de contraste 

de fases, y se contaron los espermatozoides en 0,1 mm3, para después aplicar la siguiente 

fórmula:  

𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑟𝑟𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
𝑚𝑚𝑚𝑚

=
 𝑛𝑛º 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

10000
 ×

1
𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑ó𝑛𝑛

 

 

Para evaluar el efecto de la melatonina sobre la orientación espermática durante el 

proceso de selección por swim-up/dextrano (artículo-manuscrito 1), el porcentaje de células 

recuperadas se calculó con la siguiente fórmula: 

% 𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟ó𝑛𝑛 =
𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐ó𝑛𝑛 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 − 𝑢𝑢𝑢𝑢 𝑥𝑥 3 𝑥𝑥 0,75 𝑚𝑚𝑚𝑚 

𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐ó𝑛𝑛 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑥𝑥 0,5 𝑚𝑚𝑚𝑚
 𝑥𝑥 100 
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4.4.2 Evaluación de la motilidad espermática 

La motilidad espermática, total y progresiva, se evaluó mediante un sistema 

automatizado de análisis espermático (sistema CASA, del inglés Computer-Assisted Sperm 

Analysis) con el módulo de motilidad del programa OpenCASA, un software de acceso libre 

que se desarrolló recientemente en nuestro laboratorio (Alquezar-Baeta et al., 2019). 

Adicionalmente, se evaluaron los siguientes parámetros cinéticos: velocidad curvilínea (VCL), 

velocidad rectilínea (VSL), velocidad promedio (VAP), porcentaje de linearidad (LIN), 

porcentaje de rectitud (STR), índice de oscilación (WOB), amplitud media del desplazamiento 

de cabeza (ALH), frecuencia de batida del flagelo (BCF), ángulo medio de desplazamiento 

(MAD) y dimensión fractal (FD).  

Para ello, se colocó una gota de 2 µl de la muestra espermática diluida a 3 × 107 

células/ml en una cámara Makler (Sefi-medical Instruments, Haifa, Israel) precalentada a 37 

°C en una platina térmica. Se analizaron cuatro campos por gota, y en cada uno de ellos el 

movimiento espermático se grabó con una videocámara (Basler acA1920; Basler Vision 

Components, Ahrensburg, Alemania) acoplada a un microscopio (Nikon Eclipse 50i, Nikon 

Instruments Int, Tokyo, Japón) equipado con un objetivo 10x de contraste de fases.  

Dado que el programa OpenCASA permite al usuario ajustar los parámetros de análisis 

libremente, los videos se evaluaron según los siguientes ajustes: 60 fotogramas por segundo, 

120 fotogramas, resolución de la imagen en píxeles: 800 x 600, tamaño mínimo de célula: 10 

µm2, tamaño máximo de célula: 100 µm2, motilidad progresiva: STR > 80% y VAP  > 90%, VCL 

mínima: 10 µm/s, umbral inferior de VCL: 100 µm/s, umbral superior de VCL: 200 µm/s, 

longitud mínima de la trayectoria: 30 fotogramas, y desplazamiento máximo entre 

fotogramas: 20 µm. 
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4.4.3 Determinación del estado de capacitación mediante tinción con 

clorotetraciclina (CTC) 

La clorotetraciclina (CTC) es un antibiótico fluorescente que se une a cationes, 

especialmente el calcio (Caswell and Hutchison, 1971). La CTC atraviesa la membrana del 

espermatozoide y, dentro de la célula espermática, se une al calcio libre de los 

compartimentos intracelulares y se vuelve más fluorescente (Tsien, 1989). Estos complejos 

CTC-Ca2+ se unen preferentemente a regiones hidrofóbicas, como la membrana celular, y 

como resultado se distinguen los patrones de fluorescencia característicos de los 

espermatozoides según su estado fisiológico, lo que permite diferenciarlos entre no 

capacitados, capacitados y con el acrosoma reaccionado (Gillan et al., 1997) 

En esta tesis se utilizó una versión modificada de la tinción con CTC, descrita por Ward 

y Storey (1984) y validada para espermatozoides de morueco por Grasa y col. (2006). La 

solución de CTC (750 μM) se preparó diariamente en un medio tamponado que contiene Tris 

20 mM, NaCl 130 mM y cisteína 5 μM, a pH 7,8, y filtrado con un filtro de tamaño de poro de 

0,22 μm. Para realizar la tinción de los espermatozoides, se añadieron 20 μl de esta solución 

de CTC a 18 μl de la muestra espermática (3 x 107 células/ml), y se fijaron con 5 μl de 

paraformaldehído 1,25 % (p/v) en Tris-HCl 0,5 M (pH 7,8). Las muestras se incubaron a 4 °C 

durante 30 minutos en oscuridad. Para la evaluación de las muestras, se colocaron 10 μl de 

cada una en un portaobjetos y se le añadieron 2 μl de trietilendiamina (DABCO) 0,22 M diluida 

en glicerol:PBS (9:1 v/v) para conservar la florescencia. Se colocó un cubreobjetos, se selló la 

muestra con esmalte de uñas y se almacenó a -20 °C hasta su evaluación. Todos estos procesos 

se realizaron en semioscuridad para evitar la pérdida de fluorescencia. 

Las muestras se evaluaron utilizando un microscopio Nikon Eclipse E-400 (Nikon 

Corporation, Kanagawa, Japón) con filtro V-2A, bajo iluminación epifluorescente. No se 

observó fluorescencia en ausencia de CTC en las preparaciones. Se contaron un mínimo de 

200 espermatozoides por muestra, y se clasificaron de acuerdo a los patrones identificados 

por Gillan y col. (1997), como se muestra en la Figura 15: no capacitados (NC, con 

fluorescencia uniforme en la cabeza, con o sin banda brillante en la zona ecuatorial), 

capacitados (C, con fluorescencia en la parte anterior de la cabeza) y con el acrosoma 
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reaccionado (AR, sin fluorescencia en la cabeza, con o sin una banda brillante en la zona 

ecuatorial). 

 

Figura 15. Imagen representativa de la evaluación del estado de capacitación de espermatozoides de morueco 

mediante clorotetraciclina (CTC). NC: no capacitados (cabeza uniformemente teñida), C: capacitados 

(fluorescencia en la región acrosomal), AR: acrosoma reaccionado (sin fluorescencia en la cabeza, con o sin banda 

brillante en la región ecuatorial). Imagen tomada con un filtro V-2A, 1000x aumentos. 

 

4.4.4 Análisis mediante citometría de flujo  

Todas las evaluaciones realizadas mediante citometría de flujo se realizaron con un 

citómetro de flujo Beckman Coulter Cytomics FC 500 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, EE.UU) 

equipado con dos láseres de excitación (laser de Argón de 488 nm refrigerado por aire, y laser 

rojo de estado sólido de 633 nm), cinco filtros de absorbancia (FL1-525, FL2-575, FL3-610, FL4-

675 and FL5-755; ±5 nm) y el software de análisis CXP.  

Se evaluaron un mínimo de 20.000 células en todos los experimentos. La población de 

espermatozoides se identificó para su análisis en base a sus características específicas de 

dispersión frontal (FS, del inglés Forward Scatter), cuyo valor es proporcional al tamaño 

celular, y de dispersión lateral (SS, del inglés Side Scatter), proporcional a la complejidad de la 

célula. Se utilizó un flujo de 200-300 células/s. 

4.4.4.1 Evaluación de la integridad de la membrana plasmática 

La viabilidad celular, considerada como la integridad de la membrana plasmática, se 

evaluó mediante una doble tinción fluorescente con diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) 

y ioduro de propidio (IP) (Harrison and Vickers, 1990).  

Esta técnica se basa en la distinta fluorescencia que presentan los espermatozoides tras 

su incubación con estos dos colorantes, en función de su viabilidad, entendida ésta como 
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integridad de membrana. Así, los espermatozoides con la membrana plasmática íntegra, 

considerados viables, adquieren un color verde gracias a que las esterasas de la membrana 

plasmática hidrolizan el CFDA (incoloro) a carboxifluoresceína, que es verde fluorescente. 

Además, la membrana plasmática intacta es impermeable al ioduro de propidio. Sin embargo, 

las células no viables, con la membrana dañada, permiten la entrada del ioduro de propidio, 

que se une al DNA y confiere a las células un color rojo fluorescente.  

Para evaluar la viabilidad espermática, las muestras se diluyeron a una concentración de 

5 × 106 células/ml en 300 µl de medio MS, y se añadieron 3 µl de CFDA 1 mM (diluido en 

DMSO), 3 µl de IP 1,5 mM (diluido en agua) y 5 µl de formaldehído 0,5 % (v/v en agua). 

Seguidamente las muestras se incubaron a 37 °C en oscuridad durante 15 minutos. Para el 

análisis de la viabilidad celular mediante citometría de flujo se utilizó el láser de argón de 488 

nm, y la fluorescencia se detectó utilizando los filtros FL1-525 nm (para CFDA) y FL4-675 nm 

(para IP). Se monitorizaron los siguientes parámetros: FS log, SS log, FL1 log (CFDA) y FL4 log 

(IP), y se evaluó el porcentaje de espermatozoides viables (CFDA+/IP-).  

4.4.4.2 Evaluación de los niveles intracelulares de óxido nítrico 

Los niveles intracelulares de óxido nítrico (NO·) se determinaron mediante la tinción con 

diacetato de 4,5-diaminofluioresceína (DAF-2; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU). El 

DAF-2 es una sonda permeable a las células, que en presencia del NO· es metabolizado a un 

compuesto altamente fluorescente, la triazolofluoresceína (DAF2-T) (Lampiao et al., 2006).  

Las muestras espermáticas se diluyeron en 300 µl de medio MS hasta 5 × 106 células/ml, 

y se tiñeron con DAF-2 10 µM (diluido en DMSO) y IP 7,5 µM, durante 15 minutos a 37 °C en 

oscuridad. Seguidamente se analizaron las muestras por citometría de flujo, utilizando el láser 

de argón y los filtros FL1-525 nm y FL4-675 nm. Los parámetros monitorizados fueron: FS log, 

SS log, FL1 log (DAF-2) y FL4 log (IP), y se distinguieron tres subpoblaciones: células viables con 

alta producción de NO· (IP-/DAF-2+), células viables con baja producción de NO· (IP-/DAF-2-) 

y células no viables con baja producción de NO· (IP+/DAF-2-). Se evaluó el porcentaje de 

espermatozoides vivos con altos niveles de NO· (IP-/DAF-2+).  
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4.4.4.3 Evaluación de los niveles intracelulares de superóxidos 

Para detectar la producción de superóxidos (O2·-) en los espermatozoides de morueco, 

se empleó una tinción fluorescente con hidroetidina (DHE) y Yo-Pro-1, en base a la 

metodología descrita por Guthrie y Welch para espermatozoides de cerdo (2006). La 

membrana espermática es permeable a la hidroetidina que, en el interior celular, se oxida por 

el O2·- dando lugar a un compuesto con fluorescencia roja, el etidio (E). Éste puede detectarse 

mediante citometría de flujo utilizando el filtro FL4-675 nm. Por otro lado, el Yo-Pro-1 marca 

aquellas células que poseen la membrana desestabilizada (células no viables) con 

fluorescencia verde, detectable con el filtro FL1-525 nm del citómetro de flujo.  

Así, para analizar los niveles de O2·- en los espermatozoides, las muestras se diluyeron 

en 500 µl de medio MS a una concentración de 5 × 106 células/ml, y se tiñeron con DHE 4 µM 

y Yo-Pro-1 40 nM (diluidos en DMSO) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU). Las 

muestras se incubaron seguidamente durante 40 minutos en oscuridad a 37 °C. Tras evaluar 

las muestras con el citómetro de flujo, se distinguieron las siguientes poblaciones: células 

viables con alta producción de O2·- (Yo-Pro-1-/E+), células viables con baja producción de O2·- 

(Yo-Pro-1-/E-), células no viables con alta producción de O2·- (Yo-Pro-1+/E+) y células no 

viables con baja producción de O2·- (Yo-Pro-1+/E+). Se analizó el porcentaje de 

espermatozoides vivos con altos niveles de superóxidos (Yo-Pro-1-/E+) en las diferentes 

condiciones experimentales. 

4.4.4.4 Evaluación de los niveles de calcio intracelular 

Los cambios en los niveles de calcio intracelular se midieron con la sonda Fluo-4-AM en 

combinación con ioduro de propidio, para evaluar simultáneamente la viabilidad celular. El 

Fluo-4 es un indicador de calcio de alta afinidad, que se vuelve más fluorescente cuando se 

une a este ion, de manera que es detectable por citometría de flujo. El éster AM del colorante 

le permite atravesar la membrana plasmática pasivamente y, una vez dentro de la célula, las 

esterasas intracelulares lo eliminan y el colorante queda libre en el interior celular (Paredes et 

al., 2008).  
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Para determinar los cambios en la concentración intracelular de calcio en los 

espermatozoides de morueco, se incubaron 5 × 106 células/ml en 500 µl de medio MS con 

Fluo-4-AM 2 µM (diluido en DMSO) y ácido plurónico al 0,02% durante 15 minutos a 37 °C en 

oscuridad (ambos reactivos de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y 7,5 µM de 

ioduro de propidio. El ácido plurónico ayuda a la dispersión de la sonda, ya que los grupos AM 

unidos a ésta tienen baja solubilidad en medio acuoso. Tras la incubación, se analizaron las 

muestras con el citómetro de flujo, utilizando el láser de Argón y los filtros FL1-525 nm y FL4-

675 nm. Se monitorizaron los parámetros FS log, SS log, FL1 log (Fluo-4-AM), and FL4 log (IP), 

y se evaluó el porcentaje de espermatozoides viables con altos niveles de calcio (Fluo-4-

AM+/IP-).  

4.4.4.5 Evaluación de la activación de caspasas 

Durante el proceso de apoptosis, se activan determinadas caspasas, entre ellas las 3 y 7, 

que son caspasas ejecutoras o efectoras (Scaffidi et al., 1998). La presencia de caspasas activas 

3 y 7 se detectó mediante el kit comercial Vybrant™ FAM Caspase-3 and -7 Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU), que está basado en la metodología FLICA® (fluorescent 

inhibitor of caspases, o inhibidor fluorescente de las caspasas). El compuesto inhibidor de 

caspasas que emplea este kit se denomina FAM-DEVD-FMK, tiene fluorescencia verde y se une 

covalente e irreversiblemente por el péptido DEVD a las cisteínas reactivas de las caspasas 3 

y 7 activas, inhibiendo la actividad enzimática de éstas. El compuesto que reacciona con las 

caspasas queda retenido en las células y la señal fluorescente verde es una medida directa de 

la cantidad de caspasas 3 y 7 activas presentes en la célula en el momento que se añadió el 

reactivo (Wlodkowic et al., 2011). 

Se diluyeron las muestras hasta 6 × 106 células/ml en 300 µl de PBS y se añadieron 3 µl 

del péptido FAM-DEVD-FMK 30x, dejándolas incubar durante 1 hora a 37 °C y 5% de CO2. Se 

realizaron dos lavados con 300 µl del tampón de lavado proporcionado por el kit mediante 

centrifugación a 600 × g durante 8 minutos a temperatura ambiente (TA), y el precipitado 

resultante se resuspendió en 300 µl de este mismo tampón. Las muestras se analizaron por 

citometría de flujo utilizando el filtro FL1-525 nm, y se monitorizaron los parámetros FS log, 

SS log, y FL1 log (FAM-DEVD-FMK). Se distinguieron así dos poblaciones, una correspondiente 

a los espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas, y otra población de espermatozoides no 

apoptóticos, y se evaluó el porcentaje de espermatozoides con caspasas activas. 
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4.4.4.6 Evaluación de la fragmentación del ADN  

La fragmentación del ADN se considera un signo de apoptosis celular tardía, y en esta 

tesis se evaluó en espermatozoides de morueco mediante la técnica TUNEL (del inglés, 

Terminal Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labelling), utilizando el kit comercial In Situ 

Cell Death Detection Kit (Roche, Mannheim, Alemania) (Li and Darzynkiewicz, 1995).  

Las muestras espermáticas se diluyeron hasta una concentración de 4 × 107
 células/ml 

en PBS, y se fijaron con paraformaldehído 4% a TA durante 1 hora. Seguidamente, se lavaron 

las células con PBS mediante centrifugación a 600 × g durante 8 minutos y se permeabilizaron 

con Triton X-100 (0,1% (v/v) en citrato de sodio al 0,1%) durante 2 minutos en hielo. Se lavaron 

las células dos veces con PBS, y se llevó a cabo la reacción de elongación durante 1 hora a 37 

°C en oscuridad, mediante la incubación del precipitado resultante con 50 µl de solución de 

marcaje proporcionada por el kit, que contiene la enzima TdT (desoxinucleotidil transferasa 

terminal) y dUTP unido a fluoresceína para marcar las células positivas. Se incluyó un control 

negativo que se preparó sin añadir TdT a la solución de marcaje, y un control positivo al que 

se añadió un tratamiento adicional con 10 IU de DNasa I durante 10 minutos a 15-25 °C antes 

de la reacción de elongación. La reacción de elongación se detuvo tras lavar las muestras con 

PBS, mediante centrifugación a 600 × g durante 10 min a TA. Finalmente, se evaluaron las 

muestras por citometría de flujo, utilizando el filtro FL1-525 nm, y se monitorizaron los 

parámetros FS log, SS log, and FL1 log (TUNEL). De esta manera se distinguieron dos 

poblaciones de espermatozoides, una con el ADN fragmentado (TUNEL+) y otra con el ADN 

intacto (TUNEL-), y se evaluó el porcentaje de células con el ADN dañado (TUNEL-). 

4.5 Detección y cuantificación de proteínas por Western blot 

4.5.1 Extracción de las proteínas de los espermatozoides de morueco 

Las proteínas espermáticas de las muestras de swim-up y capacitadas in vitro en las 

diferentes condiciones se extrajeron siguiendo el método descrito previamente por Colas et 

al. (2008). Los espermatozoides, en alícuotas de 1,6 × 108 células/ml, se centrifugaron a 900 × 

g durante 5 minutos y se descartó el sobrenadante. El precipitado resultante se resuspendió 

en 200 µl de tampón de extracción de muestras (ESB, Extraction Sample Buffer: Tris–HCl 125 

mM pH 6.8 y SDS al 2% (p/v) con inhibidores de proteasas (Protease inhibitors cocktail) al 10 

% y se incubó durante 5 minutos a 100 °C en un baño de arena. Después se centrifugaron las 
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muestras a 15.000 × g durante 5 min a 4 °C y se recogió el sobrenadante. Finalmente, a las 

muestras de proteínas recuperadas se les añadió β-mercaptoetanol, glicerol y azul de 

bromofenol (en glicerol al 10% p/v) a una concentración final del 5%, 1% and 0.002 % (v/v), 

respectivamente, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. 

4.5.2 SDS-PAGE y western blot 

El protocolo de SDS-PAGE y western blot fue prácticamente el mismo para la detección 

de todas las proteínas, variando solamente la cantidad de proteínas cargadas en los geles y las 

condiciones de transferencia a las membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF). 

Las proteínas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE, del inglés Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) al 10%, siguiendo el método descrito por Laemmli (1970). En función de la 

proteína objeto de estudio, se cargó un volumen determinado en los geles, que osciló entre 

25 y 50 µl (se detalla en la sección “material y métodos” de cada artículo). Las condiciones de 

electroforesis fueron 130 V durante 1h y 30 minutos a 4 °C en todos los casos.  

Una vez separadas las proteínas, se transfirieron a una membrana de PVDF (Immobilon-

P, Millipore, Bedford, MA, USA). Para algunos experimentos (artículo 3), se utilizó un 

dispositivo de transferencia húmeda (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, 

Hercules, CA, EE.UU) y un tampón compuesto por Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20% 

v/v, pH 8,3, durante 20 h a 22 V. En otros experimentos (artículos 2 y 4) se utilizó un sistema 

de transferencia semi-seca que permite realizar este proceso en 10 minutos (Trans-Blot Turbo 

Transfer System, Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). En ambos casos, tras la transferencia se 

bloquearon los sitios de unión inespecíficos de las membranas con BSA al 5% (p/v) en PBS (pH 

7,4) durante 4 h a TA y, a continuación, se incubaron las membranas con los anticuerpos 

primarios diluidos en PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v) y BSA al 1% (p/v) durante toda la noche 

a 4 °C. Los anticuerpos primarios, junto con la dilución y el correspondiente control positivo 

utilizados para los experimentos de western blot de esta tesis doctoral se resumen en la Tabla 1.  
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Tabla 1. Anticuerpos primarios, diluciones y controles positivos utilizados para la identificación de proteínas 

mediante western blot en los distintos experimentos. 

Anticuerpo Marca Identificación Dilución Control positivo 

Anti-eNOS 
Abcam, Cambridge, 

Reino Unido 
Cat# ab5589, RRID: 

AB_304967 
1/500 
(v/v) 

Extracto de pulmón de rata 
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Dallas, TX, EE.UU.) 

Anti-nNOS 
Abcam, Cambridge, 

Reino Unido 
Cat# b76067, RRID: 

AB_2152469 
1/500 
(v/v) 

Extracto de cerebro de ratón 
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Dallas, TX, EE.UU.) 

Anti-iNOS 
Abcam, Cambridge, 

Reino Unido 
Cat# ab3523, RRID: 

AB_303872 
1/500 
(v/v) 

Lisado de macrófagos de ratón 
activados con IFN/LPS (BD 

Biosciences, San José, CA, EE.UU) 

Anti-NOX5 
Abcam, Cambridge, 

Reino Unido 
Cat# ab191010 

1/400 
(v/v) 

Lisado de células HeLa comercial 
(Abcam, Cambridge, Reino Unido) 

Anti-fosfo-JNK 
(Thr183/Tyr185, 
Thr221/Tyr223) 

Millipore; Merck 
Millipore, 

Darmstadt, 
Alemania 

Cat# 07-175, 
RRID:AB_310412 

1/1000 
(v/v) 

Lisado de células A431 
estimuladas con EGF (Millipore; 

Merck Millipore, Darmstadt, 
Alemania) 

Anti-fosfo-p38α 
(Thr180 / Tyr182) 

Millipore; Merck 
Millipore, 

Darmstadt, 
Alemania 

Cat# 05-1059, 
RRID:AB_1977402 

1/1000 
(v/v) 

Lisado de células A431 
estimuladas con EGF (Millipore; 

Merck Millipore, Darmstadt, 
Alemania) 

 

Para comprobar la especificidad de los anticuerpos frente a las tres isoformas de NOS, 

se realizó el alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las NOS de la especie ovina, 

obtenidas de la base de datos UniProt (UniProtKB, https://www.uniprot.org) , con las 

secuencias de los péptidos utilizados por la casa comercial para generar los anticuerpos anti-

NOS (cuando se especificaba) o con la secuencia de las NOS humanas, ya que los anticuerpos 

se generaron frente a ellas. El programa utilizado fue Clustal Omega, Multiple Sequence 

Alignment (Goujon et al., 2010; Sievers et al., 2011; McWilliam et al., 2013). Se encontró una 

https://www.uniprot.org/
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alta homología entre secuencias (93.75% para la eNOS, 91.86% para la nNOS y 85.70% para la 

iNOS), lo que indicaba que los anticuerpos escogidos eran los adecuados para su uso en la 

especie ovina.  

La especificidad del anticuerpo anti-NOX5 en la especie ovina se comprobó mediante 

el uso de un péptido de bloqueo (ProteoGenix, Schiltigheim, Francia). Así, el anticuerpo anti-

NOX5 se incubó con el péptido inmunógeno bloqueante a una concentración de 2,5 µg/ml en 

PBS con BSA al 1% (p/v) durante 2 h a TA. Este anticuerpo neutralizado se utilizó en paralelo 

con el anticuerpo sin bloquear, en dos membranas de western blot idénticas, y se compararon 

los resultados obtenidos. Tras utilizar el anticuerpo bloqueado no se detectó ninguna señal en 

la membrana, lo que indicó que el anticuerpo utilizado tiene alta afinidad por la proteína NOX5 

ovina. 

Tras la incubación con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron tres veces en 

PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v), durante 15 minutos y se incubaron con el anticuerpo 

secundario (IRDye 680RD donkey anti-rabbit IgG antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-

68073, RRID: AB_10954442) durante 75 minutos a TA, diluido 1/15.000 en PBS con Tween-20 

al 0,1% (v/v) y BSA al 1% (p/v). 

Además, en todos los ensayos de western blot realizados se incluyó un control de carga 

para poder cuantificar las señales de las proteínas de interés. Para ello, todas las membranas 

se incubaron simultáneamente con el anticuerpo primario anti-tubulina producido en ratón 

(Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, EE.UU, Cat# sc-8035, RID:AB_628408), junto con el 

anticuerpo primario frente a la proteína de interés. Al anticuerpo secundario previamente 

descrito se añadió el anticuerpo secundario anti-mouse (IRDye 800CW donkey anti-mouse IgG 

antibody, LI-COR Biosciences Cat# 926-32212, RRID: AB_621847) diluido 1/15.000 PBS con 

Tween-20 al 0,1% (v/v) y BSA al 1% (p/v) para identificar la señal de tubulina. 

Una vez finalizada la incubación con los anticuerpos secundarios, y tras lavar las 

membranas tres veces durante 15 minutos en PBS con Tween-20 al 0,1% (v/v), éstas se 

escanearon utilizando el sistema Odyssey Clx Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, 

Lincoln, NE, EE.UU). Las imágenes obtenidas se cuantificaron con el software Image Studio 

v.2.0.38 (Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU) para determinar la intensidad relativa de las 

bandas de proteína, normalizadas al control de carga (tubulina).  
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4.6 Identificación y localización de proteínas mediante inmunofluorescencia 
indirecta (IFI) 

La localización de las isoformas de la NOS, de la NOX5 y del receptor de melatonina MT2 

se determinó por la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI). Las muestras espermáticas 

se diluyeron en PBS y se fijaron con formaldehído al 0,5% (v/v) a TA durante 20 minutos. La 

dilución varió en cada caso para ajustar la concentración celular a: 8 × 106 células/ml para las 

isoformas de NOS, 2 × 106 células/ml para la NOX5 y 4 × 106 células/ml para el receptor MT2. 

Después, las células se centrifugaron a 900 × g durante 6 minutos, se retiró el sobrenadante y 

se resuspendieron en 500 µl de PBS. A continuación, se depositaron 40 µl de cada suspensión 

celular en un portaobjetos polilisinado (Superfrost Plus; Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EE.UU) y se mantuvieron a TA durante 3 h para asegurar la adhesión de las células a la 

superficie. En el caso de las NOS y la NOX5, las células se permeabilizaron con Triton X-10 al 

0,5% (v/v) en PBS durante 15 minutos y después se fijaron de nuevo con paraformaldehído al 

1,25% (v/v) en Tris-HCl 0,5 M durante 5 minutos. Seguidamente se lavaron las muestras con 

PBS y se bloquearon los sitios de unión inespecíficos con BSA al 5% (p/v) en PBS durante 5 

horas en una cámara húmeda. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron de nuevo 

con PBS y se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche en una cámara húmeda a 

4°C.  

Para la identificación de las isoformas de NOS y la enzima NOX5 se utilizaron los mismos 

anticuerpos primarios que se emplearon para los experimentos de western blot, resumidos en 

la Tabla 1, diluidos 1/25 en PBS con BSA al 1% (v/v). Como se indica en el apartado 4.5.2, la 

especificidad de los anticuerpos anti-NOS se comprobó mediante un alineamiento múltiple de 

la secuencia de aminoácidos del péptido con el que se había generado cada anticuerpo con la 

proteína ovina a estudiar. La especificidad del anticuerpo anti NOX5 se testó mediante un 

péptido de bloqueo, como se explicó anteriormente en el apartado 4.5.2. El anticuerpo 

neutralizado con el péptido de bloqueo se utilizó en paralelo con el anticuerpo sin bloquear 

en dos IFIs simultáneas, para poder comparar los resultados. Cuando se utilizó el anticuerpo 

neutralizado no se detectó ninguna señal, lo que indica que el anticuerpo utilizado tiene alta 

afinidad por la NOX5 ovina. 
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Por último, el receptor de melatonina MT2 se detectó utilizando el anticuerpo primario 

anti-MT2 (Acris Antibodies GmbH, Herford, Alemania, Cat# AP01322PU-N, RRID: 

AB_1619198), diluido 1/50 en PBS con 1% de BSA (p/v). 

Tras la incubación con los anticuerpos primarios, a la mañana siguiente, todas las 

muestras se lavaron tres veces con PBS, y se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa 

Fluor 488 chicken anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific; Cat#A-21441, RRID: AB_2535859) 

diluido 1/600 (v/v) en PBS con 1% de BSA, durante 90 minutos a TA en una cámara húmeda. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se lavaron de nuevo las muestras con PBS, y se 

añadieron 6 µl de trietilendiamina (DABCO) 0,22 M diluida en glicerol:PBS (9:1 v/v) para 

potenciar y conservar la florescencia. Seguidamente se cubrieron las muestras con un 

cubreobjetos y se sellaron con esmalte de uñas transparente.  

La evaluación de las muestras se realizó con un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon, 

Tokyo, Japón) con iluminación epifluorescente, utilizando un filtro B2-A y un aumento de 

1000x. En todos los casos se evaluaron al menos 150 espermatozoides por muestra. 

4.7 Evaluación de la orientación espermática por quimiotaxis 

La orientación de los espermatozoides hacia un gradiente químico, en este caso el 

generado por la melatonina, se evaluó mediante el uso de un dispositivo comercial y de un 

software específico. Para estudiar la influencia del estado de capacitación sobre esta potencial 

respuesta quimiotáctica, todos los experimentos se realizaron en muestras seleccionadas por 

el método de swim-up/dextrano sin capacitar (muestras swim-up) o capacitadas en ausencia 

o presencia de agentes elevadores del AMPc (o medio cocktail) (muestras Cap-TALP y Cap-CK, 

respectivamente). Para estudiar la influencia de la estacionalidad sobre la potencial respuesta 

quimiotáctica, se llevaron a cabo los mismos experimentos en época reproductiva 

(septiembre-febrero) y no reproductiva (marzo-julio) para el ganado ovino en esta latitud 

(N41°39'21.82"). 

Los ensayos de quimiotaxis se realizaron con los dispositivos desechables µ-Slide 

Chemotaxis (ibidi GmbH, Martinsried, Alemania). Este dispositivo incluye tres cámaras de 

quimiotaxis independientes, lo que permite realizar tres estudios en paralelo. Cada cámara 

consta de dos reservorios, situados a ambos lados de un área más estrecha y conectados a 

ésta, denominada área de observación. Todos los reservorios tienen unos pocillos en los que 
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encaja una punta de pipeta, para facilitar el llenado. Para la realización de estos ensayos, se 

rellenaron todos los reservorios con la muestra espermática a estudiar en cada caso, a una 

concentración de 2,5 x 106 células/ml (65 µl en los reservorios laterales y 6 µl en el área de 

observación). A continuación, se añadieron 30 µl de la misma muestra espermática con 

melatonina (100 pM y 1 µM), o sin ésta (situación control), a uno de los reservorios laterales, 

evitando así la dilución de la suspensión de espermatozoides cargada en la cámara debido a 

la aplicación del potencial quimioatrayente (Figura 16). Seguidamente, se retiraron otros 30 

µl del pocillo opuesto del mismo reservorio.  Una vez la cámara de quimiotaxis estaba 

completamente cargada, se incubó a 37 °C durante 5 minutos para permitir la formación de 

un gradiente de concentración de hormona en el reservorio. Finalmente, se grabaron los 

espermatozoides situados en el área de observación a 200 fotogramas por segundo durante 

3 segundos, utilizando una cámara de video (acA1920-155uc, Basler, Exton, PA, EE.UU.) 

acoplada a un microscopio (Nikon Eclipse 50i, Nikon, Tokyo, Japón) equipado con un objetivo 

de contraste de fases 10x. 

 

Figure 16. Esquema gráfico del diseño experimental para el análisis de quimiotaxis espermática. En azul se 

representa la suspensión espermática procedente de las muestras de swim-up, Cap-TALP o Cap-CK, rellenando el 

área central y los dos reservorios laterales. En amarillo y rosa, rayados en azul, la suspensión de espermatozoides 

con melatonina 100 pM y 1 µM, respectivamente, añadidas a uno de los reservorios (la cámara control, sin 

melatonina). El experimento se repitió 4 veces en cada época (reproductiva y no reproductiva).  
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La quimiotaxis espermática se analizó mediante el módulo de quimiotaxis incluido en el 

software libre OpenCASA (Alquezar-Baeta et al., 2019), desarrollado por nuestro grupo de 

investigación. Este software detecta las coordenadas de la trayectoria de cada 

espermatozoide individualmente y las normaliza a un mismo punto de referencia. Para el 

análisis de la respuesta quimiotáctica se debe determinar una región de influencia, que 

denominamos área quimiotáctica, donde se establece el gradiente de la hormona, en este 

caso de 180° (Figura 17). En base a estos datos, el software calcula el índice SL (del inglés 

Straight Line Index) definido como el porcentaje de espermatozoides cuya trayectoria entra 

dentro del área quimiotáctica, basándose en su posición inicial y final.  

 

Figura 17. Imagen del análisis quimiotáctico proporcionado por el software OpenCASA. La sección izquierda de 

cada panel corresponde al área quimiotáctica de 180°  

(sombreado en rosa). A. Representación de las trayectorias de cada espermatozoide de manera individual, 

normalizadas a un mismo punto de referencia. B. Población de espermatozoides quimioatraídos hacia la 

sustancia quimiotáctica en posición 180˚. 

4.8 Análisis estadísticos 

Los resultados se representan como la media ± el error estándar de la media (S.E.M) del 

número de ensayos indicado en cada caso. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el 

software GraphPad Prism, versión 5.03 o 8.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). En 

todos los casos, se considera estadísticamente significativo un P valor menor de 0,05. 

En primer lugar, para las variables continuas (datos de cuantificación densitométrica de 

las bandas proteicas del western blot y los parámetros cinéticos de motilidad) se evaluó la 

distribución de los datos mediante el test de normalidad de Kolmorogov-Smirnov o el de 

Shapiro Wilk, además de la homocedasticidad mediante el test de Levene. Cuando superaron 
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el test de normalidad (artículos 2 y 3), las diferencias entre los distintos grupos experimentales 

se analizaron por ANOVA, seguido de un test post- hoc de Bonferroni o Fisher. Sin embargo, 

cuando no lo superaron (perfiles proteicos de la fosfo-JNK y fosfo-p38 en el artículo 4), los 

datos se evaluaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de un test post- 

hoc de Dunn.  

Las diferencias entre el índice de recuperación celular, los parámetros de motilidad, el 

estado de capacitación, los datos obtenidos por citometría de flujo (viabilidad, niveles de NO·, 

O2·-, niveles de calcio intracelular y marcadores apoptóticos), así como la inmunolocalización 

de las proteínas, y la respuesta quimiotáctica de los espermatozoides se evaluaron mediante 

el test de chi-cuadrado al ser variables categóricas.  
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6.1. Efecto quimiotáctico de la melatonina sobre la orientación espermática 

en la especie ovina 

Los espermatozoides eyaculados deben completar su maduración a lo largo de su 

tránsito por el tracto reproductor femenino, para finalmente adquirir la capacidad fecundante 

(Austin, 1951; Chang, 1951). El proceso de capacitación, como se ha explicado anteriormente, 

implica una serie de cambios a nivel de membrana y en su patrón de movimiento (denominado 

hiperactivación flagelar), entre otros (Yanagimachi and Noda, 1970; Gadella and Harrison, 

2000; Puga Molina et al., 2018). Durante este tránsito, se produce una selección espermática 

y sólo unos pocos llegan al entorno del ovocito (Barratt and Cooke, 1991; Williams et al., 

1993). Allí, en la mayoría de las especies, solo los espermatozoides capacitados e 

hiperactivados son capaces de atravesar las células del cumulus (Jaiswal et al., 1998; 

Gakamsky et al., 2009). Así pues, para llegar con éxito hasta el ovocito parece fundamental la 

existencia mecanismos de orientación espermática, como la quimiotaxis. Estudios previos han 

demostrado la capacidad quimioatrayente del fluido folicular sobre espermatozoides de 

algunos mamíferos (Giojalas and Rovasio, 1998; Oliveira et al., 1999; Sun et al., 2005; Vieira 

et al., 2021), pero la cuestión principal es cuál o cuáles de todos sus componentes son los que 

provocan dicha respuesta.  

Dado que la melatonina está presente en el entorno del ovocito (Xiao et al., 2019) y  es 

capaz de ejercer efectos directos sobre los espermatozoides ovinos (Casao et al., 2010b; 

Gimeno-Martos et al., 2019), en esta tesis se planteó la hipótesis de que la melatonina podría 

ser una sustancia con capacidad quimioatrayente para el espermatozoide ovino, y su 

demostración constituyó el primer objetivo de la presente tesis doctoral. El primer abordaje 

para lograr este objetivo consistió en la inclusión de melatonina a diferentes concentraciones 

en la capa superior o medio de recogida utilizado en la técnica de selección espermática swim-

up/dextrano. En esta técnica el eyaculado es depositado en el fondo de un tubo y los 

espermatozoides son capaces de nadar hacia este medio de recogida. Una capa intermedia, 

enriquecida en dextrano y depositada entre el eyaculado y el medio de recogida, constituye 

una barrera física que impide el paso de espermatozoides sin buena motilidad, y además 

retiene en parte a los espermatozoides con su membrana alterada. Por tanto, al cabo de un 

tiempo de incubación, en el medio de recogida se obtiene una población espermática libre de 
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plasma seminal, además de enriquecida en espermatozoides con buena motilidad y viabilidad. 

La inclusión de melatonina a concentración 100 pM o 1 µM en el medio de recogida dio lugar 

a un mayor porcentaje de recuperación de espermatozoides que en el grupo control, es 

decir, sin melatonina en la capa superior, pero solamente durante la época no reproductiva 

(artículo-manuscrito 1). A pesar de que la presencia de melatonina en la capa superior del 

swim-up/dextrano no aumentó el porcentaje de células viables, como el porcentaje de células 

recuperadas fue mayor en presencia de hormona, se puede decir que también se obtuvo un 

mayor número de espermatozoides viables en la capa superior en comparación con el grupo 

control sin hormona. Por otro lado, la población espermática seleccionada en presencia de 

melatonina a concentración 100 pM en la capa de recogida presentó un mayor porcentaje 

de espermatozoides capacitados que las otras muestras. Esto sugirió dos posibles 

explicaciones: o bien los espermatozoides que ya estaban capacitados en el eyaculado son los 

que mayoritariamente respondieron a ese gradiente hormonal, como ocurre en otras especies 

(Cohen-Dayag et al., 1995; Fabro et al., 2002), o bien que los espermatozoides que llegan hasta 

la capa superior se capacitan al entrar en contacto con la melatonina. Aunque las condiciones 

de incubación fueron diferentes a las del presente estudio, trabajos previos en nuestro grupo 

de investigación demostraron que una concentración de melatonina 100 pM tiene efecto 

capacitante en la especie ovina (Casao et al., 2010b; Gimeno-Martos et al., 2019), por lo que 

también podría tener el mismo efecto durante el proceso de swim-up. Además, los 

espermatozoides seleccionados con melatonina 100 pM mostraron una mayor intensidad de 

marcaje para el receptor MT2 en el acrosoma (inmunotipo A, evaluado por 

inmunofluorescencia indirecta), en comparación con el grupo control o con melatonina 1 µM. 

Estos resultados concuerdan con los de Gonzalez-Arto et al. (2016b), que describieron una 

correlación positiva entre el inmunotipo A para MT2 y el porcentaje de espermatozoides 

capacitados.  

El mayor porcentaje de recuperación celular obtenido en presencia de melatonina a 

las dos concentraciones ensayadas implica que una mayor cantidad de espermatozoides 

nadan desde el fondo del tubo hasta el medio de recogida. Esto podría deberse bien a un 

estímulo del movimiento espermático en direcciones aleatorias, es decir, a un efecto de 

quimioquinesis, o bien al movimiento dirigido hacia el gradiente de melatonina que se 

establece entre el fondo del tubo y la capa de recogida del swim-up, lo que sería un efecto 
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quimiotáctico. Teniendo en cuenta que la quimoquinesis se define como el aumento o 

disminución de la velocidad, o las alteraciones de los caracteres de frecuencia o amplitud y de 

la dirección de las células en respuesta a un estímulo químico (Ralt et al., 1994), se decidió 

comparar las velocidades de los espermatozoides seleccionados en los tres swim-up. La falta 

de diferencias significativas entre ellos apuntaría a que el mayor porcentaje de recuperación 

celular obtenido en los swim-up que incluyen melatonina en el medio de recogida se podría 

deber un efecto quimiotáctico de esta hormona.  

Para dilucidar esta cuestión y comprobar el posible efecto quimiotáctico de la 

melatonina, se llevó a cabo un segundo abordaje utilizando cámaras comerciales para el 

estudio de la quimiotaxis en otros tipos celulares y un software capaz de analizar las 

trayectorias de los espermatozoides. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron 

que, únicamente en la época no reproductiva, sólo los espermatozoides previamente 

capacitados en un medio con agentes elevadores del AMPc fueron capaces de responder y 

moverse hacia el gradiente de melatonina generado por la concentración de 1 µM (artículo-

manuscrito 1) y, si bien, las diferencias entre tratamientos fueron pequeñas, eran 

estadísticamente significativas. Estos resultados coinciden con otros estudios que afirman que 

solamente los espermatozoides capacitados responden a estímulos de quimioatracción, al 

menos en humano (Cohen-Dayag et al., 1995; Gatica et al., 2013), ratón (Guidobaldi et al., 

2017), toro (Dominguez et al., 2018) y conejo (Fabro et al., 2002). Sin embargo, no se observó 

respuesta quimiotáctica de los espermatozoides ovinos con el gradiente de melatonina 

generado por la concentración de 100 pM, como sí apuntaban los resultados del primer 

abordaje experimental.  Aunque el diseño experimental es diferente en ambos casos, el hecho 

de que la melatonina 100 pM no ejerza efecto al ensayarla en las cámaras de quimiotaxis, 

sugiere que el incremento en el porcentaje de recuperación usando esta concentración en 

el primer experimento no se debe a un efecto quimiotáctico. Este incremento podría 

deberse a la capacidad de la melatonina 100 pM de promover la motilidad total y, 

probablemente, la hiperactivación flagelar asociada al estado de capacitación (Ho and 

Suarez, 2001), por lo que los espermatozoides podrían nadar mejor hacia la capa superior que 

en el swim-up control.   

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas  cuando ambos abordajes 

experimentales se llevaron a cabo durante la época reproductiva, lo que podría deberse a 
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los altos niveles de melatonina presentes en el plasma seminal durante esta época. Cabe 

recordar que los niveles de melatonina en el plasma seminal del morueco varían 

significativamente entre estaciones, con una disminución a partir del solsticio de invierno, y 

un aumento tras el solsticio de verano, alcanzando los niveles máximos durante los meses de 

octubre y noviembre (Casao et al., 2010a). En el primer abordaje experimental, es importante 

tener en cuenta que en el fondo del tubo se deposita el eyaculado completo, es decir, los 

espermatozoides junto con el plasma seminal, y ese plasma seminal contiene melatonina. Si 

existe una menor concentración de melatonina en el plasma seminal que en la capa superior, 

se establecerá un gradiente de concentración, que es la base de la quimiotracción. Sin 

embargo, la concentración de melatonina en el plasma seminal en la época reproductiva es 

incluso superior al 1 µM (Casao et al., 2010a). Esto puede implicar que no se establezca un 

gradiente de concentración entre el fondo del tubo y la capa de recogida donde se ha incluido 

la melatonina, lo que explicaría la falta de diferencias con el grupo control en época 

reproductiva. Otra explicación sería que los espermatozoides ya han sido expuestos a altas 

concentraciones de melatonina en el momento de la eyaculación durante la época 

reproductiva, por lo que los receptores de melatonina podrían estar parcialmente saturados 

y no responder a los estímulos hormonales del mismo modo que en la época no reproductiva 

(Witt-Enderby et al., 2000).  

En el segundo abordaje experimental tampoco se observó una respuesta quimiotáctica 

de los espermatozoides obtenidos en época reproductiva, a pesar de que la capacitación in 

vitro se indujo con éxito en ambas épocas. Esto podría explicarse, como ya se ha mencionado 

anteriormente, por la exposición previa de los espermatozoides a las altas concentraciones de 

melatonina presentes en el plasma seminal durante la época reproductiva, que enmascararía 

los efectos in vitro de esta hormona.  

Es importante mencionar que las cámaras de quimiotaxis empleadas en esta tesis 

doctoral no están especialmente diseñadas para espermatozoides, sino para células de 

movimiento lento (Tomasova et al., 2019). Seguramente, el uso de cámaras específicas que 

permitan la recuperación de los espermatozoides la exposición al quimioatrayente, facilitando 

la evaluación de los parámetros de calidad a posteriori, podrían arrojar más luz en el estudio 

de la quimotaxis espermática. 
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En resumen, los resultados obtenidos correspondientes al primer objetivo de esta tesis 

doctoral, sugieren que la melatonina a concentración 1 µM parece ejercer cierto efecto 

quimiotáctico in vitro sobre los espermatozoides ovinos, en base al mayor porcentaje de 

recuperación celular obtenido al incluirla en la capa de recogida del swim-up y al mayor índice 

quimiotáctico observado en las cámaras de quimiotaxis con espermatozoides capacitados con 

AMPc, si bien, este efecto solo fue evidente cuando se utilizaron espermatozoides obtenidos 

en la época no reproductiva. Además, la presencia de melatonina 100 pM en la capa de 

recogida del swim-up también aumentó la proporción de espermatozoides recuperados en 

comparación con el control, aunque este efecto parece estar mediado por su efecto 

capacitante, más que por la quimioatracción.  

Por tanto, se podría considerar la inclusión de melatonina en el protocolo de swim-

up/dextrano para la optimización de este procedimiento de selección espermática, usando 

distintas concentraciones en función de si se necesitan más espermatozoides capacitados o 

no capacitados, para su uso en técnicas de reproducción asistida.  

6.2. Estudio de los mecanismos moleculares de respuesta de los 

espermatozoides ovinos a la melatonina en los procesos de capacitación 

y apoptosis 

Previo al estudio del efecto de la melatonina en estos procesos, y teniendo en cuenta 

su papel antioxidante, se hizo necesario evaluar en el espermatozoide ovino los niveles de 

especies oxígeno y nitrógeno reactivas, así como la presencia de las enzimas que los generan, 

y la implicación de los mismos en la capacitación y la apoptosis.  

6.2.1. Identificación y localización de la NADPH oxidasa 5 (NOX5) en el 

espermatozoide ovino 

El descubrimiento de las NADPH oxidasas ayudó a comprender la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) en numerosos tipos celulares (Panday et al., 2015). Hasta 

hace unos cuantos años, se creía que la generación de superóxidos en los espermatozoides 

procedía exclusivamente de los leucocitos presentes en el semen, por lo que esta producción 

de ROS estaba relacionada con causas patológicas (Plante et al., 1994; Whittington et al., 

1999). Sin embargo, hoy en día se acepta que los espermatozoides por sí solos son capaces de 
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generar ROS, que son necesarias para mantener la funcionalidad espermática, y que esta 

producción estaría mediada por la actividad de la NADPH oxidasa 5 (NOX5) (Bedard and 

Krause, 2007). En 2001 se describió la presencia de esta enzima en tejidos de órganos como 

el testículo, el útero, el bazo y en los nódulos linfáticos (Banfi et al., 2001; Cheng et al., 2001). 

Posteriormente se detectó en espermatozoides de caballo (Sabeur and Ball, 2007), humano 

(Musset et al., 2012; Ghani et al., 2013) y perro (Setyawan et al., 2016), lo que sustentó la 

hipótesis de la generación autónoma de superóxidos en las células espermáticas. Por este 

motivo, dentro del segundo objetivo general de esta tesis, se planteó primeramente 

identificar y localizar la NOX5 en espermatozoides ovinos (objetivo 2.1). 

Los resultados de los análisis por western blot e inmunofluorescencia indirecta 

revelaron, por primera vez, la presencia de la enzima NOX5 en espermatozoides ovinos 

(artículo 2). Así, mediante western blot se detectó una banda de una proteína de 85 kDa, que 

coincidía con la observada en espermatozoides de caballo (Sabeur and Ball, 2007), y se 

aproximaba al peso molecular de la proteína identificada en humano (Musset et al., 2012). 

Además, nuestros resultados revelaron otras bandas de menor peso molecular (45 y 30 kDa), 

que también han sido descritas por otros autores en muestras equinas (Sabeur and Ball, 2007), 

y que podrían deberse a procesos proteolíticos. 

En relación a la localización de la NOX5 en los espermatozoides ovinos, en base a los 

resultados de inmunofluorescencia indirecta pudimos describir seis inmunotipos diferentes, 

lo que contrasta con la única localización o los dos inmunotipos que habían sido descritos 

previamente en humano (Musset et al., 2012) y caballo (Sabeur and Ball, 2007), 

respectivamente. Por tanto, estos resultados sugieren que la localización de esta enzima 

podría ser variable en función de la especie.  

Además, nuestros resultados revelaron, por primera vez, que la NOX5 sufre una 

redistribución en los espermatozoides ovinos tras ser incubados en condiciones 

capacitantes, lo que hace suponer que la NOX5 estaría implicada en la capacitación 

espermática en la especie ovina, seguramente regulando la producción de ROS, como se 

discutirá a continuación.  
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6.2.2. Implicación de la NOX5 y del anión superóxido en la capacitación 

espermática ovina 

Una vez confirmada la presencia de la NOX5 en los espermatozoides de morueco y la 

evaluación de su distribución durante la capacitación in vitro, se planteó como siguiente 

objetivo determinar la implicación de la NOX5 y del anión superóxido en la capacitación 

espermática ovina (objetivo 2.1).   

En la mayoría de las especies, la capacitación espermática se puede inducir in vitro 

incubando los espermatozoides en un medio con alto contenido de calcio y bicarbonato, como 

es el medio TALP. No obstante, en la especie ovina, además de calcio y bicarbonato (Pérez-Pé 

et al., 2002) se requieren sustancias que mantengan unos niveles intracelulares altos de AMPc 

(Grasa et al., 2006). 

En espermatozoides humanos, equinos y porcinos ya se había demostrado 

previamente que los niveles de superóxidos aumentan tras la incubación en condiciones 

capacitantes (de Lamirande and Gagnon, 1995; O'Flaherty et al., 2005; Burnaugh et al., 2007). 

En este trabajo, la capacitación in vitro de espermatozoides ovinos, usando un medio con 

agentes elevadores del AMPc, también dio lugar a un incremento en los niveles de 

superóxidos. Además, la inducción de la activación de NOX5, que es una enzima calcio-

dependiente, con ionóforo de calcio A23187 disparó los niveles de superóxidos en los 

espermatozoides ovinos incubados en condiciones capacitantes, del mismo modo que se 

había observado previamente en humano (Griveau et al., 1995; Aitken et al., 1997) y caballo 

(Ball et al., 2001; Burnaugh et al., 2007). Y al contrario, la inhibición de la NOX5 con el 

compuesto GKT136901 redujo la producción de superóxidos en las muestras capacitadas con 

agentes elevadores del AMPc (artículo 2). La NOX5 es la única isoforma de esta enzima cuya 

activación depende exclusivamente del calcio, gracias a que posee sitios de unión a este ion 

(revisado por Touyz et al. (2019)). Por consiguiente, el aumento en los niveles de superóxidos 

genera tras la adición del ionóforo de calcio, junto con la disminución observada al utilizar el 

inhibidor de NOX5 (GKT136901), demuestran que la NOX5 es una importante fuente de ROS 

en el espermatozoide ovino.  

De igual forma, la NOX5 estaría implicada en el proceso de capacitación, ya que al 

añadir su inhibidor, el GKT136901, al medio de capacitación in vitro, se observó una 
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disminución del porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados, evaluados 

mediante la tinción con CTC. Por otro lado, la activación de NOX5 con ionóforo A23187 

también incrementó considerablemente el porcentaje de espermatozoides reaccionados. Este 

resultado podría ser debido a un efecto directo del ionóforo de calcio sobre la reacción 

acrosómica (Yanagimachi, 1975; Marti et al., 2000), pero la combinación del inhibidor de NOX5 

con el ionóforo de calcio previno la reacción acrosómica a la vez que limitaba la producción 

de superóxidos, lo que se demuestra que este efecto sobre la reacción acrosómica también 

estaría mediado por la NOX5.  

Algunos autores habían descrito que la adición de ionóforo de calcio podría dar lugar 

a una inhibición de la motilidad en espermatozoides de distintas especies (Hong et al., 1985; 

Visconti et al., 1999b). Nuestros resultados también revelaron este efecto secundario del 

ionóforo sobre la motilidad espermática, pero sin afectar a la viabilidad, igual que habían visto 

otros autores (Suarez et al., 1987). Por otra parte, la inhibición de NOX5 con GKT136901 

incrementó la motilidad progresiva en los espermatozoides de morueco capacitados con alto 

AMPc, al contrario de lo observado en otros estudios que vinculaban la inhibición de NOX5 

con una menor motilidad y viabilidad espermáticas (Ghanbari et al., 2018).  

6.2.3. Detección y localización de la óxido nítrico sintasa (NOS) en el 

espermatozoide ovino 

Además de la relevancia de los superóxidos generados por la NOX5 en la capacitación 

espermática, en esta tesis doctoral también quisimos estudiar la implicación en este proceso 

de otra especie reactiva, en este caso de nitrógeno: el óxido nítrico (NO·). El papel del óxido 

nítrico en la fisiología espermática se ha estudiado ampliamente en varias especies, 

demostrándose su implicación en  la motilidad (Hellstrom et al., 1994; Lewis et al., 1996), la 

capacitación (Zini et al., 1995; de Lamirande and Lamothe, 2009), la reacción acrosómica 

(Herrero et al., 1999), y a la unión a la zona pelúcida (Herrero and Gagnon, 2001). Sin embargo, 

antes de estudiar la implicación del óxido nítrico en la funcionalidad espermática en la especie 

ovina, se hizo necesario identificar y localizar la enzima responsable de la producción del 

óxido nítrico, la óxido nítrico sintasa (NOS) en el espermatozoide de morueco (objetivo 2.1). 

La NOS tiene tres isoformas, dos constitutivas, la neuronal (nNOS) y la endotelial 

(eNOS), y una inducible (iNOS). Las dos primeras se han identificado en espermatozoides de 
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humano, ratón, toro, cerdo, caballo y gato, pero la forma inducible (iNOS) solo se ha detectado 

en algunos de ellos (revisado por Staicu y Matás (2017)). En esta tesis doctoral se ha 

demostrado, por primera vez, la presencia de las tres isoformas de NOS en espermatozoides 

de morueco, así como su capacidad para producir óxido nítrico (artículo 3). Las isoformas 

eNOS y nNOS se evidenciaron mediante western blot, pero no se pudo identificar por este 

método la isoforma iNOS. Al menos en células somáticas, la iNOS sólo se expresa si existe un 

estímulo, como la inflamación (Nathan and Hibbs, 1991), o la presencia de lipopolisaracáridos 

o citoquinas (Zhang et al., 2004; Heeba and Hamza, 2015). Por lo tanto, es lógico pensar que 

en condiciones fisiológicas esta isoforma se encuentre en cantidades tan pequeñas que, en 

determinados tipos celulares, sea imposible detectarla por western blot.  

Sin embargo, al estudiar la localización de NOS por inmunofluorescencia directa, se 

identificaron las tres isoformas de NOS, localizadas principalmente en la cabeza del 

espermatozoide. Así, describimos dos inmunotipos para cada isoforma (inmunotipo 1 y 2 para 

eNOS, e inmunotipos 3 y 4 para nNOS e iNOS), en relación con su presencia o ausencia en el 

borde apical de la cabeza. En espermatozoides de toro, Meiser y Schulz (2003) identificaron la 

nNOS en la zona apical de la cabeza y en el flagelo, mientras que la eNOS se presentaba solo 

en la región apical. En espermatozoides porcinos se identificaron ambas eNOS y nNOS en el 

acrosoma, e iNOS en cabeza, cuello y flagelo (Staicu et al., 2019). No obstante, la distribución 

de estas isoformas no se modificaba durante la capacitación espermática ni en toro ni en 

cerdo. Nuestros resultados, sin embargo, demostraron que la capacitación inducida por 

adición de elevadores del AMPc producía un descenso en el porcentaje de espermatozoides 

ovinos con marcaje en el borde apical en las tres isoformas (artículo 3). Este hallazgo está en 

concordancia con lo observado previamente en espermatozoides de ratón (Herrero et al., 

1996), ya que el marcaje de NOS desaparecía de la cabeza en condiciones capacitantes. Sin 

embargo, no se apreciaron cambios significativos en sus niveles estudiados por western blot 

tras la inducción de la capacitación  in vitro.  

Por tanto, los resultados de nuestra investigación sugieren que las isoformas de la 

óxido nítrico sintasa cambiarían su localización en el espermatozoide para modular su 

actividad y, consecuentemente, la producción de óxido nítrico en el espermatozoide ovino. 
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6.2.4. Implicación del óxido nítrico en la capacitación espermática ovina 

Tras demostrar que las tres isoformas de NOS están presentes en los espermatozoides 

de morueco, y que su localización varía tras la incubación de éstos en condiciones 

capacitantes, tratamos de averiguar si su producto, el óxido nítrico, está implicado en el 

proceso de capacitación espermática ovina (objetivo 2.1).  

Como se ha comentado anteriormente, para lograr exitosamente la capacitación in 

vitro, los espermatozoide ovinos requieren altos niveles de AMPc en el medio de capacitación 

(Grasa et al., 2006), además de calcio y bicarbonato (Pérez-Pé et al., 2002). Asimismo, se ha 

descrito que, aunque en menor medida, también el factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

estimula la capacitación en los espermatozoides de morueco (Luna et al., 2012). Nuestros 

resultados mostraron un aumento en los niveles intracelulares de óxido nítrico al incubar 

los espermatozoides ovinos en condiciones capacitantes, tanto en medio TALP sólo como 

en presencia de agentes elevadores del AMPc (medio cocktail) (artículo 3) o de EGF (artículo 

4). Este aumento de NO· asociado a la capacitación ya se había observado en la especie 

humana (Herrero et al., 1999) y porcina (Hou et al., 2008). Asimismo, la adición de L-arginina, 

un precursor del óxido nítrico, al medio de capacitación aumentó muy significativamente los 

niveles de óxido nítrico en los espermatozoides, como era de esperar. Estos altos niveles de 

óxido nítrico provocaron a su vez un incremento en el porcentaje de espermatozoides 

reaccionados en esas muestras incubadas en condiciones capacitantes (artículos 3 y 4), como 

ya se había descrito en otras especies (Revelli et al., 1999; Funahashi, 2002; Rodriguez et al., 

2005; Roy and Atreja, 2008).  

En relación a la motilidad, al inducir la capacitación espermática de los 

espermatozoides ovinos en medio TALP y en medio cocktail (artículo 3), el incremento de los 

niveles de óxido nítrico por la L-arginina no dio lugar a ningún efecto sobre este parámetro. 

Sin embargo, cuando la capacitación espermática se indujo con el EGF, la presencia de L-

arginina sí que afectó a la motilidad espermática total, que se redujo, pero sin disminuir la 

progresividad (artículo 4). Estudios previos de la acción del óxido nítrico sobre la motilidad 

espermática, habían arrojado resultados contradictorios. Por un lado, algunos autores 

consideran que este compuesto mantiene o estimula la motilidad espermática (Keller and 

Polakoski, 1975; Hellstrom et al., 1994; de Andrade et al., 2018), mientras otros consideran 

que la perjudica (Rosselli et al., 1995; Ratnasooriya and Dharmasiri, 2001; O'Flaherty et al., 
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2004b; Hassanpour et al., 2007), como hemos visto en los espermatozoides ovinos 

capacitados con EGF. En esta tesis doctoral también se ha observado un efecto diferente de 

la L-arginina sobre la motilidad en función de cómo se ha inducido la capacitación in vitro, 

independientemente del efecto que tuvo sobre el estado de capacitación o de los niveles de 

óxido nítrico generados en cada caso.  

La incubación de las muestras con L-NAME, el inhibidor de la enzima NOS, disminuyó 

los niveles de óxido nítrico en los espermatozoides ovinos capacitados en un medio con 

elevadores del AMPc (art 3), pero no cuando se indujo la capacitación únicamente en medio 

TALP (artículo 3) o con EGF (artículo 4). Esto podría deberse a que el cocktail de sustancias 

elevadoras de AMPc aumenta de manera más acusada la producción de óxido nítrico que los 

otros dos medios de capacitación, por lo que los efectos del L-NAME podrían ser más 

evidentes. No obstante, en estas condiciones de capacitación con agentes elevadores del 

AMPc, la reducción de los niveles de óxido nítrico por el inhibidor de la NOS no tuvo efectos 

significativos ni en la motilidad, ni en el estado de capacitación y reacción acrosómica, 

probablemente porque la inducción de la capacitación está tan forzada en estas condiciones 

que no se puede frenar. Sin embargo, en el caso de la capacitación con EGF, a pesar de que el 

L-NAME no afectó a los niveles de óxido nítrico, sí que limitó la capacitación espermática, 

manteniéndose en valores similares a los observados antes de inducir la capacitación, y 

mejoró la motilidad progresiva. Los efectos descritos de este inhibidor en espermatozoides de 

otras especies son contradictorios. Algunos autores no observan ninguna acción al incubar los 

espermatozoides con L-NAME (de Lamirande and Lamothe, 2009; de Andrade et al., 2018), 

pero otros ven un claro efecto sobre la fisiología espermática (Kameshwari et al., 2003; 

Rodriguez et al., 2005; Roy and Atreja, 2008; Leal et al., 2009). Estas diferencias pueden 

deberse a la distinta respuesta de los espermatozoides de diferentes especies al L-NAME, así 

como a los diferentes protocolos utilizados para evaluar sus efectos.  

En resumen, la inducción in vitro de la capacitación en espermatozoides ovinos tanto 

en medio TALP solo, como con elevadores de AMPc y con EGF produjo un aumento en los 

niveles de óxido nítrico intracelular. Además, la inducción de la síntesis de óxido nítrico 

mediante la adición de su precursor, la L-arginina, incrementó el porcentaje de 

espermatozoides reaccionados, mientras que el inhibidor de la NOS, el L-NAME, fue capaz de 

reducir el porcentaje de espermatozoides capacitados in vitro en presencia de EGF, lo que 
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refuerza la hipótesis de la implicación de la NOS y el NO· en la capacitación espermática 

ovina. 

6.2.5. Efecto de la melatonina sobre los niveles de óxido nítrico y superóxidos 

durante la capacitación in vitro en el espermatozoide ovino 

La función antioxidante de la melatonina ha sido ampliamente demostrada en 

espermatozoides de distintas especies (Succu et al., 2011; Karimfar et al., 2015; Pang et al., 

2016; Appiah et al., 2019), así como el importante papel que juega en la funcionalidad 

espermática (Jang et al., 2010; Ortiz et al., 2011). Concretamente en la especie ovina, algunos 

trabajos describen que la melatonina está involucrada en la regulación de la capacitación 

espermática (Gonzalez-Arto et al., 2016b), y disminuye el estrés oxidativo (Pool et al., 2021; 

Bhalothia et al., 2022; Shayestehyekta et al., 2022) y los marcadores apoptóticos (Casao et al., 

2010b; Gimeno-Martos et al., 2019) 

Los estudios llevados a cabo en esta tesis doctoral han confirmado, una vez más, el 

efecto bimodal que tiene la melatonina sobre la capacitación espermática ovina, 

promoviéndola, junto con la reacción acrosómica, a concentraciones picomolares y 

previniéndola a concentraciones micromolares (artículos 2, 3 y 4). El efecto descapacitante 

parece estar mediado, al menos en parte, por su capacidad de disminuir las ROS, como se ha 

descrito en conejo (Zhu et al., 2019), toro (Ashrafi et al., 2013) o ratón (Chen et al., 2016). Por 

el contrario, du Plessis et al. (2010) no observaron ningún efecto sobre los niveles de ROS en 

espermatozoides humanos. Tampoco Pool et al. (2021) reportaron un efecto de la melatonina 

sobre los niveles de ROS en espermatozoides ovinos congelados, aunque concluyeron que la 

melatonina es capaz de reducir específicamente la producción mitocondrial de superóxidos.  

En esta tesis doctoral se ha demostrado que la presencia de melatonina a 

concentración 1 µM en un medio de capacitación con agentes elevadores del AMPc es capaz 

de prevenir el aumento de superóxidos generados por los espermatozoides ovinos 

capacitados in vitro (artículo 2). Es más, la incubación con melatonina, previamente a la 

adición del ionóforo de calcio a la muestra espermática, fue capaz de limitar la producción 

desmesurada de superóxidos desencadenada por este compuesto, reduciéndolos hasta el 

mismo nivel que cuando se añade el inhibidor de NOX5 (GKT136901). Estas evidencias 
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apuntan a la posible acción antioxidante de la melatonina mediante la regulación de la enzima 

NOX5.  

Esta idea se corroboró cuando demostramos que la melatonina era capaz de modificar 

la distribución de la NOX5 en los espermatozoides ovinos, previniendo los cambios en su 

localización asociados a la capacitación in vitro (artículo 2). Es importante mencionar que 

nuestro grupo  había descrito previamente el efecto de la melatonina sobre el citoesqueleto 

en espermatozoides ovinos, limitando los cambios en la distribución de la actina y la α-

tubulina asociados a la capacitación in vitro (Carvajal-Serna et al., 2020c). Esta acción de la 

melatonina sobre el citoesqueleto ya se había observado en células somáticas (Benítez-King, 

2006). Los resultados de esta tesis sugieren que la melatonina podría afectar a la distribución 

de la NOX5 y modular su capacidad para producir superóxidos mediante la estabilización del 

citoesqueleto durante la capacitación in vitro, como se muestra en el modelo propuesto en la 

figura 10 del artículo 2. Por el contrario, ni la incubación con el inhibidor de NOX5 (GKT136901) 

ni con el ionóforo de calcio modificaron la distribución de la enzima durante la capacitación, 

probablemente porque estos compuestos modulan su actividad de manera directa, y no 

afectan a su distribución en la célula. No obstante, la adición de ionóforo de calcio podría 

evitar el efecto estabilizador de la melatonina sobre el citoesqueleto, probablemente como 

consecuencia del alto incremento de calcio intracelular (Finkelstein et al., 2010; Breitbart and 

Finkelstein, 2018). Finalmente, el hecho de que los niveles de NOX5 analizados por western 

blot no cambiasen durante la incubación de los espermatozoides en condiciones capacitantes, 

refuerza la idea de que la NOX5 podría regular su actividad en función de su localización 

celular.  

En cuanto a la producción de óxido nítrico, los resultados obtenidos en esta tesis 

doctoral han demostrado que la melatonina es capaz de producir cambios en la distribución 

de algunas isoformas de la NOS asociados a la capacitación in vitro de los espermatozoides 

ovinos, al igual que ocurría con la NOX5. Así, la melatonina impidió los cambios en los 

inmunotipos descritos para la nNOS observados en muestras capacitadas con AMPc. 

Probablemente, la presencia de la nNOS en la región acrosomal disminuya debido a la 

reorganización de membrana que se da durante el proceso de capacitación, y la melatonina, 

igual que modula este proceso, sería capaz de evitar la redistribución de la enzima. Esto podría 

estar mediado por el efecto estabilizador de la melatonina sobre el citoesqueleto en los 
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espermatozoides ovinos, como se ha mencionado anteriormente. Por el contrario, la 

melatonina potenció el efecto en la distribución de iNOS que se observó tras la capacitación 

espermática, disminuyendo el marcaje en la región apical. Este comportamiento se podría 

explicar en base a las distintas funciones que tiene cada isoforma de la NOS. Se sospecha que 

las formas constitutivas (eNOS y nNOS) pueden estar involucradas en la capacitación 

espermática, mientras que la isoforma inducible (iNOS) estaría más relacionada con procesos 

inflamatorios o de respuesta a estrés (Staicu et al., 2019). Resulta curioso que las dos 

concentraciones de melatonina ensayadas, 100 pM y 1 µM, provocasen efectos similares en 

la distribución de iNOS y nNOS, ya que dichas concentraciones ejercieron efectos contrarios 

sobre la capacitación: la concentración picomolar disminuyó el porcentaje de 

espermatozoides no capacitados, mientras que la micromolar, lo aumentó. En cuanto a la 

isoforma eNOS, no se apreciaron cambios significativos en su localización en los 

espermatozoides incubados en condiciones capacitantes con y sin melatonina. Tampoco se 

observaron cambios en los niveles de ninguna isoforma de NOS cuando se cuantificaron 

densitométricamente tras el western blot.  

Dado que la melatonina modificó la distribución de dos de las isoformas de NOS (nNOS 

e iNOS) durante la capacitación in vitro, podría esperarse que también tuviera un efecto final 

sobre los niveles de óxido nítrico. Sin embargo, la presencia de melatonina durante la 

capacitación in vitro, tanto en medio TALP como con elevadores del AMPc, no redujo 

significativamente la producción de óxido nítrico en los espermatozoides ovinos, como sí 

hicieron la L-arginina o el L-NAME. No obstante, el hecho de que esta hormona disminuyera, 

aunque no de forma estadísticamente significativa (p = 0,06), el porcentaje de 

espermatozoides con altos niveles de NO· en muestras capacitadas con agentes elevadores 

del AMPc a niveles similares a la muestra control (artículo 3), apoya una posible implicación 

de esta hormona en la regulación de la producción de NO· durante la capacitación.  

Al inducir la capacitación espermática con EGF (como se explicará con más detalle en 

el siguiente apartado) la melatonina a concentración 1 µM disminuyó, aunque no de manera 

significativa (p = 0,07), los niveles de NO· disparados por la L-arginina hasta niveles similares a 

los de las muestras control (artículo 4). Del mismo modo, la melatonina a concentración 

micromolar fue capaz de inhibir el efecto de la L-arginina sobre el estado de capacitación y 

la reacción acrosómica. Por el contrario, la combinación de melatonina 100 pM con L-arginina 
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no mostró ese leve papel antioxidante, y además promovió la reacción acrosómica al mismo 

nivel que la L-arginina por sí sola, sin potenciar su efecto, pero dando lugar a un leve descenso 

de la viabilidad. Estos efectos opuestos de la melatonina sobre los niveles de óxido nítrico 

podrían ser una consecuencia, una vez más, del efecto bimodal de esta hormona sobre la 

capacitación espermática en el morueco. Por otro lado, cuando se combinó melatonina 100 

pM con el inhibidor de las NOS, el L-NAME, en los espermatozoides ovinos capacitados con 

EGF, el efecto descapacitante de este último (explicado en 6.2.4) desapareció, y además 

aumentó el porcentaje de espermatozoides que experimentaron la reacción acrosómica a 

niveles similares de los de las muestras sin L-NAME. Por otra parte, la melatonina empleada a 

la concentración descapacitante (1 µM) no produjo un efecto sinérgico cuando se combinó 

con el L-NAME.  

Teniendo en cuenta estos resultados, parece que la melatonina también podría 

participar de alguna manera en la regulación de los niveles de óxido nítrico durante la 

capacitación in vitro con EGF, ya que provoca el mismo efecto que el inhibidor de las NOS, el 

L-NAME, manteniendo los espermatozoides en un estado descapacitado. Por el contrario, la 

melatonina a bajas concentraciones actúa de manera similar al precursor del NO·, la L-

arginina, promoviendo la reacción acrosómica. El hecho de que no se observara una 

disminución de los niveles NO· por el efecto de la melatonina durante la capacitación 

espermática in vitro, podría deberse a las limitaciones técnicas para evaluar los niveles de este 

compuesto, pues es una molécula de corta vida media (Donnelly et al., 1997), y esto dificulta 

su detección, excepto cuando se forzó su producción con L-arginina. Aun así, la melatonina a 

concentración 1 µM sí que fue capaz de mitigar los efectos de la L-arginina, reduciendo  

parcialmente la producción de NO· provocada por este aminoácido, así como la reacción 

acrosómica.  

6.2.6. Implicación del óxido nítrico y la melatonina sobre la apoptosis durante la 

capacitación in vitro inducida por EGF 

Hace ya varios años, nuestro grupo de investigación evidenció que, además de la vía 

clásica mediada por el AMPc (vía AMPc/PKA), la capacitación in vitro en los espermatozoides 

ovinos se podía llevar a tras la unión del factor de crecimiento epidérmico (EGF) a su receptor 

(EGFR) y la posterior activación de  la ruta de las MAPKs (Luna et al., 2012; Luna et al., 2017). 
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Esto hizo plantearnos si la melatonina, igual que es capaz de regular la capacitación 

espermática inducida por altos niveles de AMPc (Gimeno-Martos et al., 2019), modularía la 

capacitación inducida por la unión del EGF a su receptor (vía EGF/EGFR).  

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral confirmaron el efecto 

capacitante del EGF a concentración 100 nM cuando se incubaron in vitro los 

espermatozoides ovinos, como había descrito Luna et al. (2012) previamente. 

En cuanto a la acción de la melatonina, al igual que ocurre en la vía clásica, a 

concentración 1 µM fue capaz de prevenir el efecto capacitante del EGF, mientras que a la 

concentración picomolar se potenció la reacción acrosómica y se redujo el porcentaje de 

espermatozoides no capacitados. Así, estos resultados demostraron que la melatonina 

también ejerce un efecto bimodal sobre la capacitación espermática ovina inducida por el 

EGF in vitro. La melatonina podría ejercer este papel regulador a través del óxido nítrico, ya 

que, como se ha mencionado en el apartado anterior (6.2.5), tras la incubación en estas 

condiciones, disminuye  los niveles de óxido nítrico inducidos por la L-arginina (artículo 4). 

Uno de los mecanismos de acción del óxido nítrico en los espermatozoides podría ser 

mediante su interacción con moléculas de señalización como las MAPK (revisado en (Lopez, 

2015; Staicu and Matás, 2017)). Entre estas MAPK se encuentran las quinasas JNK y p38, que 

se activan durante la capacitación in vitro de los espermatozoides ovinos mediada por el EGF 

(Luna et al., 2012). Pero, además, estas quinasas están involucradas en procesos apoptóticos 

en los espermatozoides (Luna et al., 2017), por lo que capacitación y apoptosis comparten 

rutas de señalización celular. Este hecho resulta lógico ya que la desestabilización, 

principalmente a nivel de las membranas plasmática y acrosomal, provocada por el proceso 

de capacitación, o bien culmina con la fecundación, en el caso de resultar exitosa, o con la 

muerte celular sin provocar respuesta inflamatoria, en el caso de no serlo. Por otro lado, la 

capacidad antiapoptótica de la melatonina descrita en estudios previos (Casao et al., 2010b; 

Balao da Silva et al., 2011), estaría relacionada con su efecto antioxidante a través la ruta las 

MAPKs (Kimball et al., 2008; Espino et al., 2011). Dada esta relación, resultaría de gran interés 

estudiar la implicación del óxido nítrico y de la melatonina en el proceso de apoptosis durante 

la capacitación espermática inducida por EGF (objetivo 2.3). 
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En el presente trabajo, el análisis de los marcadores apoptóticos tras la capacitación in 

vitro con EGF revelaron un aumento en la activación de caspasas y en la fragmentación del 

ADN. Así, se podría afirmar que la capacitación in vitro inducida mediante el EGF genera 

cambios relacionados con la apoptosis en los espermatozoides ovinos, de igual forma que 

otros estudios habían demostrado en otras condiciones capacitantes (Marti et al., 2008b; Del 

Olmo et al., 2016; Luna et al., 2017). Además, esta idea fue reforzada por los resultados 

obtenidos tras los ensayos de  western blot, que evidenciaron un aumento en la forma activa 

(forforilada) de la MAPK JNK en las muestras capacitadas in vitro. Sin embargo, no se 

observaron cambios en los niveles de la MAPK p38 fosforilada durante el proceso de 

capacitación.  

En cuanto al papel que tendría el óxido nítrico en el proceso de apoptosis, algunos 

estudios anteriores indicaron efectos contradictorios. Por un lado, se observó un aumento en 

la activación de las caspasas en presencia de NO· en espermatozoides de verraco (Moran et 

al., 2008) y de humano (Lampiao et al., 2014), mientras que por otro, Roessner et al., (2010) 

concluyeron que había una correlación negativa entre la actividad de la NOS con la activación 

de las caspasas y la fragmentación del ADN en espermatozoides humanos. En esta tesis 

doctoral, el gran incremento en los niveles de óxido nítrico en los espermatozoides de 

morueco tras la adición de L-arginina en el medio de capacitación no provocó ningún cambio 

ni en los marcadores apoptóticos (caspasas y TUNEL) ni en la fosforilación de JNK y p38. 

Dado que en esta tesis se ha demostrado que la melatonina regula la capacitación 

espermática inducida por el EGF, y la relación existente entre esta inducción de la capacitación 

y el aumento de algunos marcadores apoptóticos y la activación de algunas proteínas 

relacionadas con la apoptosis, quedaba por estudiar si la melatonina era capaz de inhibir la 

apoptosis inducida por la capacitación con EGF.  

En este trabajo, la melatonina no provocó ningún efecto significativo en la activación 

de caspasas ni en la fragmentación del ADN desencadenadas por la inducción de la 

capacitación con EGF; sin embargo, a concentración 1 µM fue capaz de reducir la activación 

de JNK. Estos resultados contrastan con investigaciones previas que confirman el efecto 

antiapoptótico de la melatonina en células somáticas (Sainz et al., 2003; Jou et al., 2007), 

testículo de rata (Guneli et al., 2008; Huang et al., 2009) y espermatozoides de conejo (Zhu et 

al., 2019), humano (Zhao et al., 2021) y morueco (Casao et al., 2010b; Pool et al., 2020b; Pool 
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et al., 2021). Con respecto al efecto sobre los espermatozoides, la aplicación de diferentes 

tratamientos e incubaciones para inducir la apoptosis en los trabajos mencionados 

anteriormente (choque térmico por frío y por calor, o distintas condiciones de capacitación), 

junto con la especificidad de especie, podrían explicar la falta de concordancia con nuestros 

resultados.  

Resumiendo los resultados relacionados con el último objetivo de esta tesis doctoral, 

la capacitación con EGF aumentó los niveles de óxido nítrico y el porcentaje de 

espermatozoides con caspasas activas y con daño en el ADN, ademá de la activación de la 

JNK. Esto podría implicar que el citado aumento de marcadores apoptóticos estaría 

relacionado con el incremento en los niveles de NO·. A pesar de que el óxido nítrico estaría 

involucrado en la capacitación mediada por el EGF, el aumento de sus niveles por la adición 

de L-arginina no dio lugar a ningún cambio importante relacionado con la apoptosis, ni sobre 

los marcadores apoptóticos ni sobre la activación de proteínas de la ruta de las MAPK. 

Como se ha mencionado anteriormente, la melatonina a altas concentraciones no 

redujo de manera significativa los niveles de NO· generados por la L-arginina, aunque fue 

capaz de reducir su efecto sobre la reacción acrosómica. Sin embargo, esto no parece estar 

relacionado con los eventos apoptóticos ni con la activación de las MAPKs JNK y p38. No 

obstante, la melatonina a concentración 1 µM sí que redujo la activación de JNK, lo que parece 

estar más relacionado con su acción descapacitante que con un efecto antiapoptótico, ya que, 

como se ha mencionado, los marcadores apoptóticos permanecieron invariables.  
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1. La melatonina a concentración 1 µM ejerce cierto efecto quimiotáctico in vitro sobre los 

espermatozoides ovinos obtenidos en la época no reproductiva, en base al mayor 

porcentaje de recuperación obtenido al incluirla en la capa de recogida del swim-up, y 

al mayor índice quimiotáctico observado en las cámaras de quimiotaxis con 

espermatozoides capacitados con AMPc.  

 

2. La melatonina, a concentración 100 pM, incrementa el porcentaje de espermatozoides 

recuperados por el método swim-up/dextrano, aunque este efecto estaría mediado por 

su efecto capacitante, más que por la quimioatracción. 

 

3. La NADPH 5 oxidasa (NOX5) está presente en los espermatozoides ovinos de manera 

activa, y cambia su localización en la célula durante la capacitación espermática in vitro. 

Esta enzima es una fuente de producción de superóxidos en el espermatozoide ovino y 

está implicada en el proceso de capacitación. 

 

4. Las tres isoformas de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) están presentes en los 

espermatozoides ovinos. El óxido nítrico intracelular generado por esta enzima aumenta 

durante la capacitación espermática inducida tanto en medio TALP solo, como con 

agentes elevadores de AMPc y con EGF, al mismo tiempo que algunas isoformas de la 

NOS cambian su localización.  

 

5. La melatonina modifica la distribución de la NOX5 y previene el aumento en los niveles 

de superóxidos generados durante la capacitación in vitro mediada por alto AMPc en los 

espermatozoides ovinos. 
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6. La melatonina es capaz de modificar la redistribución de las NOS durante la capacitación 

espermática ovina mediada por alto AMPc, pero no modifica los niveles de expresión 

proteica de las NOS ni los niveles intracelulares de óxido nítrico significativamente. 

 

7. Durante la capacitación in vitro con EGF la melatonina no reduce significativamente los 

niveles de oxido nítrico, pero a concentración micromolar es capaz de inhibir el efecto 

de la L-arginina sobre la reacción acrosómica. 

 

8. El metabolismo del óxido nítrico no regula los procesos apoptóticos durante la 

capacitación espermática ovina mediada por el EGF.  

 

9. La melatonina ejerce su efecto bimodal sobre la capacitación espermática ovina 

inducida por el EGF: a concentración picomolar promueve la reacción acrosómica 

mientras que a concentración micromolar actúa como descapacitante y limita la 

activación de la MAPK JNK, pero no es capaz de evitar el incremento de los marcadores 

apoptóticos.  
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ACs Adenilato Ciclasa Soluble 

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

AFMK 1-N2-formil-5-metoxiquinuramina 

ALH Amplitud Lateral Head Displacement; amplitud media del desplazamiento 
de cabeza 

AMK N1-acetil-5-metoxiquinuramina 

AMPc Adenosin Monofosfato Cíclico 

ANGRA Asociación Nacional de Ganaderos de la raza Rasa Aragonesa 

AANAT Arilaquilamina N-acetiltransferasa 

ANOVA Análisis de Varianza 

AR Acrosoma Reaccionado 

ASMT N-Acetilserotonina O-Metiltransferasa 

ATP Adenosin 3’-5‘-Trifosfato 

BCF Beat Frecuency of Flagellum; frecuencia de batida del flagelo 

BSA Albúmina Sérica Bovina 

BSP Binder Sperm Proteins 

C Capacitado 

CaM Calmodulina 

Cap-C Control de capacitación 

Cap-CK Capacitados en cocktail 

CASA Computer-Assisted Sperm Analysis; Sistema Automatizado de Análisis 
Espermático 

CatSper Cation Channel Of Sperm 

CFDA Diacetato de Carboxifluoresceína 

CREB cAMP response element-binding 

CTC Clorotetraciclina 

DAF-2 4,5-Diaminofluioresceína 

DAG Diacilglicerol 

Db-AMPc Dibutiril AMPc 

DHE Hidroetidina 

DMSO Dimetilsulfóxido 

EGF Epidermal Growth Factor; Factor de Crecimiento Epidérmico 
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EPO Eosinofil Peroxidasa 

ERK Extracellular Regulated Kinases; Quinasas Reguladas por Señales 
Extracelulares 

ESB Extraction Sample Buffer; Tampón de extracción de muestras 

FD Fractal Dimension; Dimensión Fractal 

FS Forward Scatter; dispersión frontal 

FSH Hormona Foliculoestimulante 

GKT 2-(2-clorofenil)-4-metil-5-(piridin-2-il metil)-1H-pirazol-[4,3-c]piridina-
3,6(2H,5H)-diona 

GMPc Guanosín Monofosfato Cíclico 

GnRH Hormona Liberadora de Gonadrotropinas 

GPCRs Protein Coupled-Receptors; receptores Acoplados a Proteínas G 

HDL High Density Lipoproteins; Lipoproteínas de Alta Densida 

IDO Indoleamina 2,3-Dioxigenasa 

IFI Inmunofluorescencia Indirecta 

IP Ioduro de Propidio 

IP3 Inositol Trifosfato 

JNK Jun N-Terminal Kinases; Quinasas del Extremo N-Terminal del C-Jun 
L-arg L-arginina 

LH Hormona Luteinizante 

LIN Porcentaje de Linearidad 

L-NAME NG-nitro-L-arginina metil ester 

MAD Ángulo Medio de Desplazamiento 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase; Proteín Quinasa Activada por 
Mitógenos 

M-β-CD Metil-Beta-Ciclodextrina 

MPO Mieloperoxidasa 

MS Medio de Swim-up 

MT1 Receptor de Melatonina 1 

MT2 Receptor de Melatonina 2 

MT3 Receptor de Melatonina 3 

NC No capacitado 
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NETs Neutrophil Extracellular Traps 

NOS Nitric Oxide Synthase; Óxido Nítrico Sintasa 

NOX NADPH Oxidasa 

PBS Phosphate-Buffered-Saline; tampon fosfato salino 

PDEs Phosphodiesterase; Fosfodiesterasas 

PIP2 Phosphatidylinositol; Fosfatidil Inositol 

PKA Protein Kinase A; Proteína Quinasa A 

PKC Protein Kinase C; Proteína Quinasa C 

PLC Phospholipase C; Fosfolipasa C 

PS Phosphatidilserine; Fosfatidilserina 

PVDF Fluoruro de Polivinilideno 

RA Reacción Acrosómica 

RNE Redundant Nuclear Envelope; Envoltura Nuclear Redundante 

RNS Reactive Nitrogen Species; Especies Reactivas de Nitrógeno 

ROS Reactive Oxygen Species; Especies Reactivas De Oxígeno 

RTK Receptor Tirosyne Kinase; receptores con actividad tirosín quinasa 

SAPK Stress Activated Protein Kinases; Quinasas Activadas por Estrés 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis; 
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

SEA Servicio de Experimentación Animal 

SEM Error Estándar de la Media 

SS Side Scatter; dispersión lateral 

STR Straightness; Porcentaje de Rectitud 

TA Temperatura Ambiente 

TALP Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate 

TRF Tracto Reproductor Femenino 

TUNEL Terminal Transferase-Mediated dUTP Nick End-Labelling 

VAP Average Path Velocity; Velocidad Promedio 

VCL Curvilinear Velocity; Velocidad Curvilínea 

VSL Straight Line Velocity; Velocidad Rectilínea 

WOB Índice De Oscilación 

ZP Zona Pelúcida 
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