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RESUMEN 

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

regulado por la secreción de melatonina. Esta molécula tiene, además, una gran 

capacidad antioxidante y es capaz de reducir, entre otras especies reactivas, los niveles 

de óxido nítrico (NO). El NO se genera vía oxidación de L-arginina por la actividad de la 

óxido nítrico sintasa o sintetasa (NOS). Existen tres isoformas de esta enzima: la 

neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS). En espermatozoides 

humanos se han identificado las tres isoformas de NOS y se ha demostrado que su 

actividad se incrementa a lo largo del proceso de capacitación in vitro. En 

espermatozoides ovinos, cuya capacitación in vitro resulta mucho más complicada que 

en otras especies, no existen estudios que hayan identificado alguna de las isoformas 

de NOS. 

Por tanto, el objetivo de este Trabajo de Fin de Master es estudiar la acción de 

la melatonina a diferentes concentraciones fisiológicas, sobre los niveles de NO en 

espermatozoides ovinos incubados en condiciones capacitantes, identificar si las tres 

isoformas descritas de NOS están presentes en espermatozoides ovinos y evaluar el 

efecto de la melatonina sobre estas isoformas de NOS. 

Para ello, espermatozoides ovinos seleccionados por swim-up se incubaron 

durante 3 horas en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de C02) en medio TALP 

(control), con alto cAMP (cocktail) y con dos concentraciones de melatonina (100 pM y 

1 µM) añadidas al medio cocktail, y se evaluaron los niveles de NO mediante 

citometría de flujo. Para determinar si este efecto estaba mediado por la acción de la 

óxido nítrico sintasa, previamente se identificaron en espermatozoides ovinos las tres 

isoformas de la enzima descritas para otras especies, tras poner a punto los protocolos 

de western blot y de inmunofluorescencia indirecta (IFI).  Finalmente se evaluaron los 

cambios en la distribución de estas isoformas de NOS mediante IFI tras incubación de 

los espermatozoides en presencia de  melatonina. 

Los resultados obtenidos indican que la melatonina, a concentración 1 µM, es 

capaz de reducir significativamente los niveles de  NO, los cuales se ven incrementados 

durante la capacitación espermática. Además se han identificado, por primera vez en 

el espermatozoide ovino, las tres isoformas de NOS, mediante western blot e 

inmunofluorescencia indirecta. La IFI también reveló tres inmunotipos espermáticos 

para cada una de las isoformas de NOS, cuyos porcentajes se modificaron durante la 

capacitación y el tratamiento con melatonina.  
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Así, la localización en el borde apical de las isoformas eNOS e iNOS disminuye 

con la capacitación y la melatonina, a concentración 1 µM y 100 pM, modifica el efecto 

producido por los agentes capacitantes sobre el porcentaje de los inmunotipos de la 

nNOS e iNOS, revirtiéndolo en la primera y aumentándolo en la segunda.  

Por tanto, la melatonina durante la capacitación de los espermatozoides ovinos 

parece ejercer un papel antioxidante reduciendo los niveles de NO, posiblemente 

generado por las isoformas identificadas de la NOS. Además, el tratamiento con 

melatonina parece modificar la localización de alguna de las isoformas de la NOS en el 

espermatozoide ovino. 

ABSTRACT 
Sheep are highly seasonal in terms of reproductive capability and it is regulated 

by melatonin secretion. Melatonin is a molecule with a high antioxidant power capable 

of reducing, among other reactive species, the levels of nitric oxide (NO). NO is 

generated via oxidation of L-arginine by the activity of nitric oxide syntase or 

syntetase (NOS). There are three isoforms of this enzyme, neuronal (nNOS), 

endothelial (eNOS), and inducible (iNOS). In human sperm, the three 

NOS isoforms have been identified and their activity has been shown to increase 

throughout the in vitro capacitation process. In ram spermatozoa, where 

in vitro capacitation is much more complicated than in other species, there are no 

studies that have identified NOS isoforms. 

This Master's Thesis aims to study the action of melatonin, at different 

physiological concentrations, on the levels of NO in ram spermatozoa incubated in 

capacitating conditions, to identify if the three isoforms described exist in ram 

spermatozoa, and evaluate the effect of melatonin on these isoforms.  

Ram spermatozoa selected by swim-up were incubated for 3 hours under 

capacitating conditions (39°C and 5% C02) in TALP medium (control), with 

high cAMP (cocktail) and with two concentrations of melatonin (100 pM and 1 μM) 

added to the cocktail medium, and nitric oxide levels were evaluated by flow 

cytometry. In order to determine if this effect was mediated by the action of nitric 

oxide synthase, the three isoforms of the enzyme described for other species were 

previously identified in ram sperm, after the protocols of western blot and indirect 

immunofluorescence (IIF) were optimized. Finally, changes in the distribution of 

NOS isoforms by IIF after incubation of the sperm in the presence of melatonin were 

evaluated.  
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The results here presented indicate that melatonin, at 1μM concentration, is 

capable of significantly reducing NO production levels, which are increased during 

sperm capacitation. Besides, we have identified for the first time in ram sperm, the 

three isoforms of NOS, by indirect immunofluorescence and western blot assays. The 

IIF also revealed three immunotypes for each of the NOS isoforms, whose percentages 

were modified during sperm capacitation and melatonin treatment.  Thus, the location 

of the eNOS and iNOS isoforms on the apical edge decreases with the capacitation and 

melatonin, at 1 μM and 100 pM, modifies the effect produced by the capacitating 

agents on the percentage of the nNOS and iNOS immunotypes in ram sperm, reversing 

it in the first and increasing it in the second case. 

Therefore, melatonin during sperm capacitation seems to exert an antioxidant 

role by reducing the levels of NO, possibly generated by the identified isoforms of NOS. 

In addition, treatment with melatonin appears to modify the localization of some of 

the isoforms of NOS in ram sperm. 
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1. ANTECEDENTENTES 

1.1. La melatonina  

1.1.1. Generalidades 

La melatonina es una molécula altamente conservada (Tan et al., 2007), que se 

encuentra en multitud de taxones filogenéticamente distantes, y está ampliamente 

distribuida en los diferentes organismos. Su presencia, prácticamente ubicua, se ha 

identificado en bacterias, eucariotas unicelulares, algas, hongos, plantas y animales. La 

distribución de la melatonina en este extenso espectro de clados sugiere un origen 

evolutivo temprano de la misma, así como un papel funcional relevante en múltiples 

procesos fisiológicos (Tan et al., 2009). 

La función biológica primaria de la melatonina en organismos unicelulares 

primitivos sería la protección frente al estrés oxidativo, al ser esta molécula capaz de 

interaccionar con especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (NOS). 

Posteriormente, durante la evolución, la melatonina habría sido adoptada por los 

organismos multicelulares para realizar otras funciones biológicas. Entre ellas, se 

encontraría la tolerancia ambiental en hongos y plantas (Tan et al., 2013), y la 

regulación del ritmo circadiano y la reproducción estacional en animales (Chemineau 

et al., 2008). Además, constituye una señal química de luz y oscuridad (Tan et al., 

2007), promueve el sueño (Marczynski et al., 1964), y presenta actividad 

antiinflamatoria y propiedades inmunorreguladoras, entre otras muchas funciones 

(Tan et al., 2007).  

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina, es sintetizada a partir del 

aminoácido triptófano. El proceso de biosíntesis consta de 4 pasos. En primer lugar, la 

enzima triptófano-5-monooxigenasa (T5M) hidroxila al triptófano dando lugar a 5-

hidroxitriptófano; a continuación se produce una descarboxilación que da lugar a la 

serotonina o 5-hidroxitriptamina por acción de la L-aminoácido aromático 

descarboxilasa (AAAD); la serotonina a su vez es acetilada a N-acetilserotonina por 

acción de la serotonin-N-acetiltransferasa (AANAT) y finalmente la N-acetilserotonin-

O-metiltransferasa (ASMT) cataliza el paso final a melatonina (Boutin et al., 2005).   

En mamíferos, la melatonina es una hormona secretada principalmente 

durante la noche por la glándula pineal, pero también es sintetizada en distintos 

tejidos extrapineales tales como la retina, cerebro, timo, epitelio de las vías 

respiratorias, médula ósea, intestino, ovario, testículo, placenta, y piel (Tan et al., 

2007) a nivel local, con escasa aportación a los niveles de melatonina circulantes.  



5 
 

En relación a su distribución, se ha detectado la presencia de melatonina en 

diversos fluidos biológicos además del plasma sanguíneo (Carpentieri et al., 2012): 

saliva, orina, líquido amniótico, leche materna, líquido folicular, líquido 

cefalorraquídeo, bilis, médula ósea y plasma seminal.  

En cuanto a su presencia en el tracto reproductor masculino, la melatonina ha 

sido identificada en el plasma seminal de seres humanos (Luboshitzky et al., 2002) y 

otros mamíferos como el morueco (Casao et al., 2010a), el caballo, el burro, el toro, el 

perro y el cerdo (González-Arto et al., 2016).   

1.1.2.  La melatonina y su papel fisiológico sobre la reproducción 

Una de las principales funciones de la melatonina es su papel en la regulación 

de la reproducción en especies estacionales, entre las que se incluye la ovina. Ebling y 

Hasting (1992) identificaron las bases de la reproducción estacional, de forma que la 

luz percibida por la retina sincroniza el ritmo circadiano endógeno con el ciclo externo 

del día y la noche a través de la melatonina. Así, la duración de la secreción nocturna 

de melatonina es directamente proporcional a la duración de la noche y, por tanto, su 

ritmo de producción se modifica a lo largo del año en función de la duración de los 

días, siendo su periodo de secreción más largo durante los días cortos de otoño e 

invierno (Ebling et al. 1992). Esto permite la sincronización de las actividades 

reproductivas en los animales con reproducción estacional, con el objetivo de que las 

crías puedan sobrevivir y madurar antes del inicio de los duros meses de invierno 

(Reiter, 1991).  

La especie ovina tiene una reproducción de carácter estacional muy marcado, 

también regido por la secreción de melatonina, y caracterizado por la alternancia de 

un periodo no reproductivo en primavera y verano, y de un periodo de actividad 

reproductiva en otoño e invierno.  

Pese a que la estacionalidad está menos marcada en el macho ovino que en la 

hembra, en la estación no reproductiva se produce una reducción en el volumen y el 

diámetro testicular, un descenso de la calidad seminal y una modificación de los 

perfiles hormonales (Langford et al., 1987). También se ha demostrado que el 

tratamiento con melatonina exógena durante la estación no reproductiva parece 

revertir el efecto de la estacionalidad en la especie ovina (Haresign et al., 1990). De 

hecho, nuestro grupo de investigación ha demostrado que el tratamiento con 

implantes subcutáneos de melatonina durante la época no reproductiva en sementales 

ovinos permite aumentar la motilidad progresiva espermática (Casao et al., 2013) y 

mejorar otros parámetros reproductivos, dando como resultado un aumento de la 

fertilidad in vivo (Casao et al., 2013).  
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Asimismo, esta melatonina exógena causa un incremento en los niveles de 

testosterona y estradiol en plasma seminal ovino, así como un aumento en la actividad 

de las enzimas antioxidantes glutatión peroxidasa y glutatión reductasa, lo que 

también influye en el aumento de la calidad espermática (Casao et al., 2013). 

Esta acción de los implantes de melatonina podría deberse al efecto de la 

hormona pineal sobre el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal, que aumentaría la 

secreción de GnRH (hormona liberadora de gonadotropina) (Lincoln and Clarke, 1997), 

FSH (hormona folículo estimulante) y LH (hormona luteinizante), y por tanto, de 

testosterona (Webster et al., 1991; Rosa et al., 2000). Sin embargo, estudios llevados a 

cabo por nuestro grupo también han demostrado una acción directa de la melatonina 

sobre el espermatozoide ovino, sobre el que ejerce un efecto antioxidante y 

modulador de la capacitación (Casao et al., 2010b).  

1.1.2.1. Melatonina y capacitación espermática 

La capacitación espermática constituye el conjunto de cambios que sufre el 

espermatozoide en el tracto reproductor femenino y que le permiten adquirir la 

capacidad fecundante (Yanagimachi, 1994).  Es un proceso complejo y secuencial que 

se produce de forma natural en el interior del tracto reproductor femenino, en las 

cercanías del ovocito. Entre otros eventos fisiológicos y bioquímicos, el proceso de 

capacitación cursa con un aumento de la fluidez de la membrana plasmática (Gadella 

et al., 2008), cambios en la distribución del calcio intracelular (Grasa et al., 2006) y la 

activación de diferentes rutas de señalización celular (Yanagimachi, 1994). Estos 

eventos facultan a los espermatozoides para experimentar un cambio en el patrón de 

movimiento conocido como hiperactivación flagelar, interactuar con la zona pelúcida 

(ZP) del ovocito, sufrir la reacción acrosómica (AR) e iniciar la fusión con la membrana 

plasmática del ovocito (Yanagimachi, 1994).   

Algunos trabajos previos han descrito un efecto directo de la melatonina sobre 

la capacitación espermática en especies como la humana (Bejarano et al., 2014), y la 

porcina (Rocco et al., 2018). Sin embargo, la relación entre melatonina y capacitación 

ha sido poco estudiada, y los datos aportados por la literatura son poco concluyentes. 

Nuestro grupo de investigación ha descrito que la melatonina puede ejercer acciones 

opuestas en el proceso de capacitación en espermatozoides ovinos, dependiendo de la 

concentración utilizada. Así, la melatonina actúa como agente capacitante a 

concentraciones de 100 pM, mientras que a una concentración de 1 µM inhibe la 

capacitación espermática.  
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Estos resultados han sido corroborados mediante experimentos de fecundación 

in vitro (FIV), que revelaron tasas de división embrionaria superiores en los ovocitos 

fecundados con muestras espermáticas tratadas con melatonina 100 pM, lo que se 

traduce en una mayor capacidad fecundante (Casao et al., 2010b).   

El mecanismo de acción de la melatonina sobre la modulación de la 

capacitación espermática no se conoce en profundidad. Los efectos aparentemente 

contradictorios de la melatonina sobre la capacitación espermática podrían deberse, 

en parte, a su acción antioxidante. La melatonina es capaz de reducir los niveles de 

ROS/RNS (especies reactivas de oxígeno/nitrógeno) en muestras espermáticas, lo que 

evitaría el daño mitocondrial y por tanto la muerte celular. Pero, para que se produzca 

la capacitación es necesario cierto nivel de estas especies reactivas. Así, 

concentraciones altas de melatonina evitarían en parte la capacitación por eliminación 

de ROS/RNS, mientras que concentraciones más bajas de melatonina mantendrían 

unos niveles suficientes de las ROS/RNS, que actuarían como segundos mensajeros en 

la capacitación (Agarwal et al., 2003), sin obviar la posibilidad de otros mecanismos de 

acción. De esta manera, la melatonina del plasma seminal, que se encuentra en 

concentración elevada,  podría proteger a los espermatozoides eyaculados del daño 

oxidativo (Reiter et al., 2009), así como prevenir la capacitación prematura eliminando 

gran parte de los radicales libres (Casao et al., 2010b). Sin embargo, al pasar al tracto 

reproductor femenino, los espermatozoides están expuestos a una concentración de 

melatonina menor, ya que esta hormona que se encuentra presente en el fluido 

folicular, llegaría en bajas concentraciones al fluido oviductal con la ovulación.  Estas 

bajas concentraciones de melatonina, por tanto, favorecerían la capacitación 

espermática en las inmediaciones del ovocito, que es dónde debe ocurrir de forma 

fisiológica para que se produzca la fecundación.  

Exceptuando la acción antioxidante, la melatonina, al menos en células 

somáticas, ejerce la mayoría de sus funciones mediante la interacción con receptores 

específicos de membrana.  Nuestro grupo de investigación ha identificado los 

receptores específicos de melatonina MT1 y MT2 en la membrana del espermatozoide 

ovino (Casao et al., 2012), y ha demostrado que la modulación de la capacitación 

espermática por la melatonina podría estar mediada por su unión al receptor MT2 

(Gonzalez-Arto et al., 2016). Sin embargo, no debemos olvidar que, debido a su 

naturaleza anfipática, la melatonina también es capaz de atravesar la membrana 

plasmática y llevar a cabo alguno de sus efectos directamente en el citoplasma celular, 

mediante la unión a proteínas intracelulares de unión al calcio, como la calmodulina 

(Pozo et al., 1997)  y la calreticulina (Macías et al., 2003). 
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1.2. El óxido nítrico y su papel en la reproducción y la 

funcionalidad espermática  

El óxido nítrico (NO) es un gas diatómico que actúa como molécula de 

señalización celular, regulando diversos procesos fisiológicos en la célula. Se trata de 

un radical libre y permeable a las células, que controla funciones relevantes en el 

sistema cardiovascular, el sistema gastrointestinal, los tejidos secretores, el cerebro y 

el sistema inmune.  En los últimos años, se ha evidenciado un papel fundamental del 

NO en la funcionalidad espermática. 

1.2.1. Generación del óxido nítrico: la enzima óxido nítrico sintasa 

(NOS) 

El NO se genera vía oxidación de L-arginina por la actividad de la óxido nítrico 

sintasa o sintetasa (NOS en sus siglas en inglés), usando NADPH y oxígeno como 

cofactores (Figura 1).  Existen tres isoformas de esta enzima, la neuronal (nNOS), 

descrita por primera vez en tejido neuronal; la endotelial (eNOS), identificada 

originalmente en células endoteliales; y la inducible (iNOS), descrita por primera vez en 

macrófagos (Weinberg et al., 1995). Las isoformas caracterizadas de las NOS contienen 

un grupo hemo y presentan una estructura dimérica en condiciones nativas, con una 

masa molecular monomérica que oscila entre 126 y 160 kDa (Nathan, 1992; Centelles 

et al; 2004).   

 

 

 

 

 

 

 

Mientras que las isoformas neuronal y endotelial son constitutivas y muestran 

afinidad por el calcio y la calmodulina, la isoforma inducible es independiente de 

ambos (Buzadzic et al., 2015a). En cuanto a sus niveles de producción de NO, la 

isoforma iNOS es capaz de producir concentraciones del orden µM-mM, en 

comparación con las isoformas eNOS y nNOS, que producen NO en concentraciones 

del rango nM-µM (Nathan, 1992).  

Figura 1.  Reacción de la enzima Óxido Nítrico Sintasa para producir óxido nítrico a partir 

de L-arginina. Imagen obtenida de Centelles et al (2004). 
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La existencia de una cuarta isoforma de la NOS, mtNOS o isoforma 

mitocondrial, se encuentra en entredicho ya que todavía no se ha conseguido su 

caracterización completa (Buzadzic et al., 2015a).  

Hasta la fecha, la localización y función de las isoformas de la NOS se ha 

descrito en espermatozoides de la especie humana, en ganado bovino, y roedores 

(Leal et al., 2009). En la Tabla 1 se esquematizan las funciones desempeñadas por cada 

una ellas, así como su localización en el tracto reproductor masculino. 

 

 

1.2.2. Efectos del óxido nítrico en la funcionalidad espermática  

En diversos estudios, llevados a cabo principalmente en la especie humana, se 

ha descrito que el NO ejerce diversos efectos sobre la funcionalidad espermática. 

Concretamente, se ha descrito su implicación en la motilidad, viabilidad, 

hiperactivación, capacitación, reacción acrosómica y la unión de los espermatozoides a 

la zona pelúcida. Asimismo, también se le ha atribuido un papel antiapoptótico en 

espermatozoides (Herrero et al., 2003). 

Hellstrom y cols., (1994) demostraron que el empleo de nitroprusiato de sodio 

(SNP, compuesto liberador de NO) a bajas concentraciones (25-100 nM)  mejora la 

motilidad y viabilidad de los espermatozoides humanos post-congelación, a la vez que 

reduce la peroxidación lipídica, mientras que experimentos llevados a cabo con altas 

concentraciones de NO puro (25-125 mM) y SNP (0,25-2,5 mM) revelaron una 

disminución en la motilidad espermática progresiva, posiblemente debido a una 

inhibición de la respiración mitocondrial espermática (Hellstrom et al., 1994). 

Isoforma Localización Función 

eNOS Células germinales, células de Sertolli, células de 

Leydig, miofibroblastos, células endoteliales de 

los vasos sanguíneos, espermatozoides  

Apoptosis de células germinales, motilidad 

espermática, reacción acrosómica, 

espermatogénesis, erección del pene 

nNOS Células de Sertolli, células de Leydig, 

miofibroblastos, células endoteliales  de los  vasos 

sanguíneos, acrosoma de los espermatozoides 

Motilidad espermática, erección del pene 

iNOS Células germinales, células de Sertolli, células de 

Leydig, espermatozoides 

Apoptosis de células germinales, fertilización, 

interacción espermatozoide-ovocito, 

concentración espermática 

Tabla 1.  Función específica y localización de las isoformas de la NOS en el tracto reproductor 

masculino. Información obtenida de Buzadzic et al., (2015). 
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Asimismo, se ha demostrado que la adición de un inhibidor competitivo de la 

NOS al medio de incubación, como es L-NAME (NG-nitro-L-arginina-metil-éster), 

reduce significativamente la motilidad espermática (Donnelly et al., 1997).  Estos 

trabajos sugieren que el NO ejerce un papel bimodal sobre la motilidad espermática, 

de forma que bajas concentraciones de NO aumentan la motilidad, mientras que 

niveles elevados de NO actúan negativamente sobre dicho parámetro. El NO ejercería 

este efecto modulador sobre la motilidad espermática vía síntesis de cGMP (guanosín 

monofosfato cíclico) y la activación de quinasas dependientes (Miraglia et al., 2011).  

En relación con la viabilidad espermática, este parámetro también estaría 

afectado por el NO de forma similar a la motilidad, de modo que muestras 

espermáticas humanas tratadas con altas concentraciones SNP presentan porcentajes 

de viabilidad inferiores a las no tratadas; mientras que el empleo de concentraciones 

bajas de SNP, aumentaría la viabilidad (Agarwal et al., 2003). 

En cuanto al efecto del NO sobre la capacitación espermática, se ha 

demostrado que el tratamiento con diversos compuestos productores de NO acelera 

este proceso, mientras que el tratamiento con inhibidores lo reduce significativamente 

(Herrero et al., 1999). Además, recientemente se ha evidenciado mediante 

espectroscopia de resonancia paramagnética que la producción de NO se incrementa 

hasta siete veces durante la capacitación en espermatozoides humanos (Belén-Herrero 

et al., 2000). Estos datos indicarían que el NO endógeno es necesario para que los 

espermatozoides adquieran la capacidad fecundante completa. Asimismo, se ha 

demostrado que el O2 y el NO se generan en las etapas iniciales de la capacitación, y 

que controlan diversos procesos, tales como la generación de cAMP (adenosín 

monofosfato cíclico), la fosforilación en serina y treonina de los sustratos de la PKA 

(proteína quinasa A), y la fosforilación en tirosina de proteínas del flagelo (de 

Lamirande et al., 2009).  

La hiperactivación espermática, mencionada anteriormente en relación a la 

capacitación, confiere a los espermatozoides fuerza de propulsión para penetrar en el 

ovocito y es necesaria para la fecundación. Los efectos del NO sobre la hiperactivación 

son similares a los observados en la motilidad: concentraciones de NO inferiores a 1 

µM aumentan la hiperactivación, mientras concentraciones superiores la reducen 

(Donnelly et al., 1997).  

Sólo el espermatozoide hiperactivado y capacitado es capaz de llegar hasta el 

ovocito y unirse a la zona pelúcida del mismo. Tras ello, el espermatozoide 

experimentará la reacción acrosómica, que consiste en la exocitosis de enzimas 

proteolíticas del acrosoma del espermatozoide, que permitirán la penetración de la 

zona pelúcida y la fusión con la membrana plasmática del ovocito.  
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En cuanto a la implicación del NO en la reacción acrosómica, se ha demostrado 

que el NO es capaz de estimular la reacción exocítica mediante la activación de la 

adenilato ciclasa (AC) y moléculas posteriores de la ruta (Zini et al., 1995). De hecho, 

muestras espermáticas humanas capacitadas con bajas concentraciones de SNP 

muestran una mayor inducción de la reacción acrosómica, y un incremento en el 

porcentaje de espermatozoides unidos a la zona pelúcida (Revelli et al., 2001). Por el 

contrario, la unión espermatozoide-ovocito se reduce mediante la adición de L-NAME 

(inhibidor competitivo de la NOS) a distintas concentraciones (Francavilla et al., 2000).  

1.2.3. Aplicaciones del óxido nítrico en la reproducción 

Las aplicaciones terapéuticas del NO han sido estudiadas desde una perspectiva 

enfocada al tratamiento de pacientes estériles. No obstante, algunas aproximaciones 

podrían ser tenidas en cuenta para mejorar la eficiencia reproductiva en ganadería, y 

concretamente, en la producción ovina.   

El interés clínico principal del NO reside en el uso del sildenafil, conocido 

comercialmente como Viagra®, como agente terapéutico para prevenir la disfunción 

eréctil masculina. El sildenafil inhibe la actividad de la fosfodiesterasa dependiente de 

cGMP, aumentando los niveles de cGMP y NO. Además, se ha descrito que este 

fármaco estimula la capacitación y la hiperactivación de los espermatozoides humanos 

mediante la inhibición de la actividad fosfodiesterasa total, con un aumento en los 

niveles de cAMP (Lefièvre et al., 2000).  

También se han llevado a cabo ensayos orientados a la mejora de la 

funcionalidad espermática mediante el uso de un precursor de la síntesis de NO, la L-

arginina. Empíricamente, se ha visto que el tratamiento con L-arginina mejora la 

concentración y la motilidad espermática en pacientes con oligospermia y 

astenospermia mediante la generación de NO (Scibona et al., 1994).   Stanislavov y 

cols., (2009) también describieron que el tratamiento con una combinación de 

picnogenol,  un agente antioxidante, y aspartato de L-arginina en pacientes subfértiles 

mejoraba los parámetros de calidad espermática, aumentando significativamente el 

volumen, la concentración y la motilidad de los eyaculados (Stanislavov et al., 2009). 

Otra posible aplicación terapéutica sería el empleo de inhibidores de NO como 

posible tratamiento dirigido a pacientes estériles con niveles elevados de NO en el 

semen (Buzadzic et al., 2015b).  

Todos estos trabajos sugieren que una mejor comprensión del mecanismo de 

acción del NO sobre la funcionalidad espermática permitiría implementar 

aproximaciones terapéuticas enfocadas al control del NO endógeno de una manera 

efectiva.  
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1.3. Relación entre la melatonina, las óxido nítrico sintasas y el 

óxido nítrico 

Como se ha comentado, la actividad antioxidante de la melatonina se ha 

relacionado, no sólo con su capacidad de neutralizar ROS, sino también RNS. En 

sistemas libres de células, Zhang y cols. demostraron que  la melatonina es capaz de 

neutralizar, tanto NO, como el anión peroxinitrito (ONOO-) y el ácido peroxinitroso 

(ONOOH) (Zhang et al., 1999). 

No obstante, los efectos reguladores de la melatonina sobre el NO son 

variados, incluso bimodales, y obedecen a distintos mecanismos bioquímicos, no 

elucidados por completo.  

La acción de la melatonina frente a la isoforma eNOS en células endoteliales 

constituye el objeto de estudio de varios trabajos. Se ha evidenciado que la melatonina 

aumenta la producción del NO y el patrón de expresión de eNOS en riñón de rata con 

daño inducido por alcohol (Sönmez et al., 2012). Además, la melatonina previene la 

disfunción endotelial incrementando los niveles de NO y la expresión de eNOS en ratas 

con hipoxia crónica permanente (Hung et al., 2013). Estos resultados indican que la 

melatonina ejerce funciones protectoras regulando positivamente la expresión de 

eNOS en células endoteliales, ya que el NO tiene importantes funciones en el control 

de la función renal (Zou and Cowley, 1999).   

En cuanto a la isoforma nNOS, estudios in vitro han revelado que la melatonina 

a concentraciones fisiológicas inhibe la actividad de esta isoforma en la retina, 

hipotálamo, y cerebelo (Blanco et al., 2017).  En contraste, se ha visto que la 

melatonina es capaz de regular positivamente la expresión de nNOS en neuronas de 

rata lesionadas por hipoxia (Blanco et al., 2017). Además, en células HaCat 

(queratinocitos humanos) se ha demostrado que la melatonina, a concentraciones del 

orden de nanomolar, es capaz de aumentar la expresión de la isoforma nNOS, y de los 

productos de oxidación del óxido nítrico, como nitrito y nitrato; y que a 

concentraciones micromolares mantiene su actividad antioxidante. No obstante, la 

expresión de las isoformas eNOS e iNOS no resultó afectada por la melatonina en este 

estudio (Sarti et al., 2013).  
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Como se ha comentado, la mayor parte del NO es producido por la isoforma 

iNOS. Diversos estudios concluyen que la melatonina puede reducir la actividad de esta 

isoforma en neuronas, células gliales, macrófagos, y en ciertos modelos animales de 

enfermedad (Blanco et al., 2017). Recientemente, Djordjevic y cols., demostraron que 

los niveles de la isoforma iNOS en retina de rata con diabetes inducida, se reducen 

significativamente tras el tratamiento con melatonina, sugiriendo un potencial papel 

de la melatonina como agente terapéutico para la reducción del daño oxidativo 

(Djordjevic et al., 2018). Sin embargo, la expresión de iNOS también se ha visto 

incrementada por la  melatonina en corteza cerebral durante intoxicación alcohólica 

(Blanco et al., 2017).  

En espermatozoides humanos, el grupo de du Plessis y cols. (2010) ha descrito 

que la melatonina, a una concentración de 2mM, es capaz de disminuir los niveles de 

NO. El mecanismo exacto que dirige este proceso no se conoce, y los autores sugieren 

varias formas de actuación de la melatonina: mediante la neutralización directa del 

NO, la activación de otras enzimas antioxidantes o la inhibición de la función de la 

isoforma eNOS, previniendo así la formación del NO (du Plessis et al., 2010). 

Hasta la fecha, no existen más trabajos que relacionen el efecto de la 

melatonina sobre el óxido nítrico ni las NOS en espermatozoides. Por tanto, un 

conocimiento más profundo de la relación de la melatonina sobre el óxido nítrico en 

espermatozoides podría permitir mejorar la eficiencia reproductiva de los animales 

estacionales, pero también en la especie humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Djordjevic%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29890158
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2. HIPÓTESIS  

La melatonina es una hormona fundamental en la regulación de la 

reproducción en mamíferos estacionales, actuando principalmente a través del eje 

hipotálamo-hipofisario gonadal. En la especie ovina, la melatonina está también 

presente en plasma seminal y en el tracto reproductor tanto masculino como 

femenino, y es capaz de ejercer acciones directas sobre los espermatozoides, aunque 

los mecanismos moleculares que subyacen en estas acciones no han sido del todo 

elucidados. 

Además, la melatonina es una molécula con gran poder antioxidante capaz de 

reducir, entre otras especies reactivas, los niveles de óxido nítrico (NO). Este óxido 

nítrico desempeña un papel fundamental en la funcionalidad espermática, modulando 

la motilidad, viabilidad, hiperactivación, capacitación y reacción acrosómica. Sin 

embargo, a concentraciones elevadas, el NO afecta negativamente la funcionalidad 

espermática. 

El NO se genera mediante la actividad de la óxido nítrico sintasa o sintetasa 

(NOS), de la que existen tres isoformas, la neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la 

inducible (iNOS). Estas isoformas, hasta el momento, no se han identificado en 

espermatozoides ovinos. En espermatozoides humanos se ha descrito que la 

melatonina es capaz de disminuir los niveles de NO, aunque hasta la fecha se 

desconoce si esta acción en espermatozoides se lleva a cabo mediante una 

disminución de la actividad de NOS. 

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, la hipótesis que se 

planteó en este trabajo es que la melatonina podría ser capaz de reducir los niveles de 

NO en espermatozoides ovinos actuando sobre la actividad de la NOS.  
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OBJETIVOS  

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la acción de la melatonina, a 

diferentes concentraciones fisiológicas, sobre los niveles de NO y la posible 

participación de NOS en este proceso en espermatozoides ovinos. Los objetivos 

específicos planteados fueron los siguientes: 

1- Analizar los niveles de óxido nítrico en espermatozoides ovinos, tras su 

incubación en presencia de varias concentraciones de melatonina.  

2- Identificar si las tres isoformas descritas de NOS están presentes en 

espermatozoides ovinos.  

3- Evaluar los cambios en los niveles y/o distribución de estas isoformas de NOS, 

tras la incubación de los espermatozoides ovinos en presencia de varias 

concentraciones de melatonina 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Procesado de muestras espermáticas 

3.1.1. Obtención del semen 

El semen empleado en este trabajo se obtuvo de nueve moruecos adultos 

(entre 3 y 6 años) de la raza rasa aragonesa, donados por la Asociación Nacional de 

Ganaderos de rasa Aragonesa (ANGRA) y estabulados en las instalaciones del Servicio 

de Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza. Todos los 

procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la Licencia de Proyecto 

PI34/11 aprobada por el Comité Ético de Experimentación Animal de la Universidad de 

Zaragoza, y de acuerdo a  la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo y del 

Consejo de 22 de septiembre de 2010 relativa a la protección de los animales utilizados 

para fines científicos. El personal del SEA se encargó del mantenimiento de los 

sementales, así como de la obtención de las muestras. Los animales fueron sometidos 

a un régimen de tres extracciones de semen semanales, con periodos de abstinencia 

de 2 o 3 días.  

Se empleó el método de la vagina artificial para la obtención del semen. Dicho 

procedimiento constituye la técnica de elección en la mayoría de centros de 

inseminación artificial de animales domésticos. Mediante esta metodología, el macho 

que eyacula desarrolla totalmente la cadena de reflejos y la mecánica del coito 

fisiológico, aun sin existir penetración ni eyaculación en la vagina de la hembra.  

Estudios anteriores desarrollados por nuestro grupo de investigación,  

demostraron que los segundos eyaculados de los moruecos presentaban los mejores 

parámetros de calidad seminal que los primeros o sucesivos: mayor proporción de 

espermatozoides viables, con alta motilidad individual progresiva y menor porcentaje 

de espermatozoides reaccionados (Ollero et al., 1996). Así pues, se obtuvieron dos 

eyaculados consecutivos por morueco, utilizándose únicamente el segundo de ellos 

para la experimentación posterior. Las muestras seminales se mantuvieron a 37°C tras 

su recogida y se trabajó con una mezcla de segundos eyaculados de diferentes 

sementales con el fin de mitigar las diferencias individuales.  

3.1.2. Método swim-up/dextrano 

La técnica de swim-up permite la separación de los espermatozoides del plasma 

seminal y de otros restos celulares, además de obtener una población espermática con 

mayor motilidad y viabilidad (García-López et al., 1996a). El plasma seminal contiene 

factores descapacitantes que inhiben la capacidad fecundante de los espermatozoides 

y por ello resulta fundamental su eliminación.  
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La técnica de swim-up se fundamenta en la capacidad de los espermatozoides 

de migrar desde el eyaculado depositado en el fondo de tubo hasta la superficie de 

una capa de medio depositado sobre ellos, atravesando una capa rica en dextrano que 

dificulta el paso de espermatozoides con baja motilidad y viabilidad.  

Nuestro grupo desarrolló el procedimiento de swim-up/dextrano, adaptado 

para espermatozoides ovinos, a partir del método descrito por Alvarez et al. (1993) 

para espermatozoides humanos, modificando algunos de los pasos del protocolo, así 

como la composición del medio (Alvarez et al., 1993). Cabe destacar que esta técnica 

de swim-up específica para ovino no requiere de centrifugación, ya que los 

espermatozoides de esta especie son especialmente sensibles a este proceso (García-

López et al., 1996b).   

La composición del medio empleado para la realización del swim-up 

(denominado MS) fue la siguiente: NaCl 50 mM, KCl 10 mM, MgSO4 0,4 mM, K2HPO4  

0,3 mM, HEPES 21 mM, glucosa 2,8 mM, piruvato sódico 0,33 mM, lactato sódico 18,6 

mM y sacarosa 200 mM. A este medio se le añadió 1,5 UI/ml de penicilina y 15 mg/ml 

de estreptomicina para evitar su contaminación. El pH del medio se ajustó a 6,5.  

Para la realización del swim-up/dextrano se procedió de la siguiente forma 

(Figura 2): se pipetearon 500 µl de semen y se depositaron cuidadosamente en el 

fondo de un tubo redondeado. Sobre el eyaculado, se añadieron 500 µl de medio MS-

Dx (30 mg dextrano/ml MS). Esta capa de dextrano es atravesada únicamente por los 

espermatozoides mótiles y viables.  

A continuación, se depositaron muy lentamente 1,5 ml de medio MS-A (5 mg 

albúmina sérica bovina (BSA)/ml MS), que constituye el medio de recogida de los 

espermatozoides. Se dejó incubar la preparación a 37 °C en posición vertical durante 

15 minutos. Pasado este tiempo, se recogieron los 750 µl de la fase superior, que se 

descartaron por contener restos de plasma seminal. Este proceso se repitió 3 veces 

más, añadiendo 750 µl de MS-A tras cada recogida, y conservando en otro tubo la 

mezcla de los 3 sobrenadantes obtenidos, constituyendo la muestra seleccionada por 

swim-up.  

 

Figura 2. Esquema del proceso de 

selección espermática mediante el 

método swim-up/dextrano 
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3.1.3. Capacitación de muestras espermáticas in vitro 

La muestra obtenida mediante el protocolo de swim-up fue sometida a un 

proceso de capacitación in vitro, en estufa a 39 °C, 5% de CO2 y 100% de humedad 

durante 3 horas (condiciones capacitantes). Para ello, las muestras se incubaron en 

medio TALP completo, compuesto por NaCl 100 mM, KCl 3,1 mM, NaHCO3 25 mM, 

NaH2PO4 0,3 mM, lactato sódico 21,6 mM, CaCl2  3 mM, MgCl2 0,4 mM, HEPES 10 mM, 

piruvato sódico 1 mM y glucosa 5 mM. Al medio referido se le adicionó 5 mg/ml de 

BSA (constituyéndose así el medio TALP-BSA) y se ajustó el pH a 7,4 (Parrish et al., 

1988).  

Asimismo, a las alícuotas de capacitación (excepto a la muestra control) se les 

añadió una mezcla de sustancias (o cocktail) descritas previamente como estimulantes 

de la capacitación in vitro en espermatozoides ovinos (Colas et al., 2008): dibutiril-

cAMP 1 mM (db-cAMP, análogo del cAMP), cafeína 77,24 mM y teofilina 1 mM 

(sustancias inhibidoras de fosfodiesterasas), ácido okadaico 0,2 µM (OA, inhibidor de 

fosfatasas) y metil-β-ciclodextrinas 2,5 mM (MβCD, agente secuestrador de colesterol).  

En general, esta mezcla de sustancias provoca la elevación del cAMP, necesario para la 

capacitación. Dichas alícuotas serán referidas en la presente memoria como muestras 

cocktail (con agentes elevadores del cAMP). 

La melatonina empleada en los experimentos se disolvió dimetilsulfóxido 

(DMSO) y luego en PBS, y se añadió a muestras cocktail para conseguir 

concentraciones finales de 1 µM y 100 pM. La concentración final de DMSO en todas 

las muestras fue de 0,1‰, incluidas la muestra control y cocktail. 

La concentración celular de las muestras de capacitación fue de 1,6 x 108cel/ml 

en un volumen final de 500 µl.  En la presente memoria, las muestras espermáticas 

sujeto de estudio serán denominadas con la siguiente nomenclatura: swim-up 

(muestras seleccionadas por swim-up/dextrano, libres del plasma seminal y sin incubar 

en condiciones capacitantes), control (muestras incubadas en condiciones 

capacitantes, en medio TALP-BSA), cocktail (muestras incubadas en condiciones 

capacitantes, en medio TALP-BSA junto con sustancias elevadoras del cAMP), Mel. 1 

µM (muestras cocktail incubadas en  condiciones capacitantes con melatonina 1 µM)  y 

Mel. 100 pM (muestras cocktail incubadas en condiciones capacitantes con 

melatonina 100 pM). 

https://www.convert-me.com/es/convert/percent/permille.html
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3.2. Evaluación de muestras espermáticas 

3.2.1. Cálculo de la concentración espermática 

La concentración espermática (cel/ml) de las muestras obtenidas mediante el 

procedimiento de swim-up se determinó mediante el recuento de los espermatozoides 

existentes en 16 cuadrantes (0,1 mm3) de una cámara de Neubauer (Marienfeld, 

Alemania), tras una dilución 1/100 con agua miliQ. Se depositó una gota de 7 µl de la 

dilución en la cámara y se empleó el objetivo 10x en un microscopio de contraste de 

fases para el recuento. La fórmula consultada para el cálculo de la concentración 

espermática (C) fue la siguiente: 

                                                          
 

        
 

3.2.2. Análisis de la motilidad espermática 

La evaluación de la motilidad espermática de las muestras seleccionadas por 

swim-up, así como de las muestras capacitadas, se realizó mediante un sistema 

computarizado de análisis espermático (CASA, Computer Assisted Semen Analysis), 

específicamente el ISAS 1.0.4 (Proiser SL, Valencia, España). Para ello, fue necesario 

realizar una dilución 1/10 y 1/2 en medio bifase de las muestras swim-up y las 

capacitadas, respectivamente. El medio bifase empleado está compuesto por sacarosa 

0,25 M, EGTA 0,1 mM, fosfato sódico 4 mM, glucosa 50 mM, HEPES 100 mM y KOH 20 

mM. 

Para el análisis se depositó una gota de 7 µl de cada muestra en un 

portaobjetos y se utilizó un microscopio de contraste de fases provisto de un objetivo 

10x y conectado a una cámara de video. El programa informático ISAS evalúa la 

trayectoria de los espermatozoides (Figura 3) y los clasifica en estáticos y mótiles, 

además de  calcular la motilidad progresiva, es decir, el porcentaje de espermatozoides 

mótiles que se desplazan en línea recta.  
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Figura 3. Análisis de la imagen microscópica (objetivo de 10x) integrada por el programa ISAS 

(Integrated Semen Analysis System). Aparecen marcados los espermatozoides estáticos (en 

amarillo), y la trayectoria de los espermatozoides mótiles lentos (azul), medios (verde) y rápidos 

(rojo). 

 

3.2.3.  Análisis de la viabilidad espermática 

La evaluación de la viabilidad espermática de las muestras de estudio se realizó 

con una doble tinción con diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) y  yoduro de 

propidio (PI), según el protocolo descrito por Harrison  y cols. (Harrison and Vickers, 

1990). Esta técnica se fundamenta en la distinta coloración que adquieren los 

espermatozoides incubados con los colorantes referidos en función de su integridad de 

membrana. Los espermatozoides viables mantienen íntegra su membrana plasmática, 

por lo que son impermeables al yoduro de propidio, y además estas células contienen 

esterasas activas capaces de hidrolizar el diacetato de carboxifluoresceína incoloro a 

carboxifluoresceína, por lo que adquieren una coloración verde fluorescente. Por otro 

lado, los espermatozoides no viables presentan la membrana plasmática dañada, por 

lo que el yoduro de propidio penetra al interior de la célula, se une al DNA, y les 

proporciona una coloración rojo fluorescente.  

Para esta tinción, las muestras se diluyeron en medio de bifase hasta un 

volumen final de 500 μl y una concentración final de células de 6 x 106 células/ml. 

Seguidamente, se añadieron 3 μl de diacetato de carboxifluoresceína (10 µM en 

DMSO) y 3 μl yoduro de propidio (7,3 µM en agua destilada), y las células se fijaron con 

5 μl  de formaldehído (0,5% en agua destilada). Las muestras se incubaron en estufa y 

en oscuridad a 37 °C durante 15 minutos. 
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El análisis de viabilidad se realizó por citometría de flujo, mediante un 

citómetro Beckman Coulter FC 500 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EEUU), que usa un 

láser de argón a 488 nm. La fluorescencia verde se detectó mediante un filtro de banda 

a 525 nm (FL-1) y la fluorescencia roja con un filtro de 675 nm (FL-4). Se evaluaron un 

total de 20.000 células, y se diferenciaron espermatozoides viables (PI-/CFDA+) y 

espermatozoides no  viables (con membrana dañada, PI+) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diagrama representativo de la integridad de membrana evaluada por 

citometría de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4. 

 

3.2.4. Determinación del estado de capacitación  

La evaluación del estado de capacitación se realizó mediante tinción con 

clorotetraciclina (CTC), un antibiótico capaz de penetrar al interior celular y de unirse al 

ión Ca2+ libre. La unión de la CTC al calcio da lugar a diferentes patrones de 

fluorescencia en función de la distribución intracelular de dicho catión, que es 

dependiente del grado de capacitación del espermatozoide. Así, estudiando la 

localización de la fluorescencia, se puede evaluar el porcentaje de  espermatozoides 

capacitados, no capacitados y reaccionados (Mortimer and Maxwell, 2004).  Para el 

presente estudio, se siguió el procedimiento descrito y validado para la especie ovina 

por nuestro grupo de investigación (Grasa et al., 2006), una versión modificada del 

protocolo de Ward y cols.) (Ward and Storey, 1984). 

Para llevar a cabo la tinción, se mezclaron 20 µl de muestra con 20 µl de 

solución CTC (2 mg de CTC disueltos en 5 ml de un tampón compuesto por Tris 20 mM, 

cisteína 5 µM y NaCl 130 mM, pH 7,8) y 5 µl de un agente fijador (1,25% p/v de 

paraformaldehído en tampón TRIS-HCl 0,5 M).  
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Tras una incubación de 30 minutos a 4 °C en oscuridad, se depositaron en un 

portaobjetos 5 µl de la muestra teñida y 4 µl de trietilendiamina (DABCO (Sigma-

Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos, 0,22M diluido en glicerol:PBS  en relación 9:1 

v/v) para preservar la fluorescencia. Finalmente, se colocó el cubreobjetos y se selló la 

preparación con esmalte. Este proceso se llevó a cabo en semi-oscuridad.  

Las muestras se evaluaron con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 

E-400) equipado con un filtro V-2A (filtro de 420-490 nm de excitación y 510 nm de 

emisión) y usando el objetivo de inmersión (100x). Se llevó a cabo la evaluación de 200 

espermatozoides por muestra analizada.  

De acuerdo a los patrones de tinción, se distinguieron distintos tipos de 

espermatozoides (Figura 5). Aquellos que presentaban fluorescencia en la cabeza, con 

o sin banda ecuatorial brillante, se consideraron no capacitados (NC). Los 

espermatozoides con fluorescencia en la porción anterior de la cabeza se catalogaron 

como capacitados (C). Finalmente, las células sin fluorescencia en la cabeza se 

consideraron como espermatozoides con el acrosoma reaccionado (AR).  

 

 

 

 

 

 Figura 5. Espermatozoides ovinos teñidos con CTC y visualizados con microscopía de 

fluorescencia filtro V-2A y 1000x. Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), 

capacitados (C), y reaccionados (AR). 

 

3.3. Determinación de los niveles de óxido nítrico (NO) mediante 

citometría de flujo 

Los niveles intracelulares de NO fueron evaluados por citometría de flujo 

mediante la utilización de la sonda fluorescente 4,5-Diaminofluorescein diacetate 

(DAF-2 DA, Cayman Chemical, Ann Arbor, Míchigan, Estados Unidos). Se trata de un 

compuesto permeable capaz de penetrar al interior celular donde es hidrolizado por 

esterasas intracelulares a DAF-2, que reacciona con el NO, dando lugar al compuesto 

fluorescente DAF-2T. Las longitudes de onda de excitación y emisión del DAF-2 DA se 

sitúan en 485 nm y 538 nm, respectivamente.  
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Para la realización de los experimentos, nos basamos en el protocolo descrito 

previamente por du Plessis y cols. para espermatozoides humanos (du Plessis et al., 

2010). Las muestras seleccionadas por swim-up, y las muestras capacitadas se 

diluyeron en medio bifase (1/60 y 1/30 respectivamente), hasta una concentración 

aproximada de 5x106 cel/ml. Las muestras se tiñeron con 3 μl de DAF-2 DA (10 µM en 

DMSO) y 3 μl de yoduro de propidio (PI; 7,3 µM en agua destilada), y se fijaron con 5 μl 

de formaldehido 0,5% v/v.  

La determinación de los niveles de NO se realizó por citometría de flujo (Figura 

6), empleando un citómetro Beckman Coulter FC 500 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, 

EEUU) y los filtros FL1-525 ± 5 nm (para DAF-2) y FL4-675± 5 nm (para PI).  Se 

evaluaron un total de 20000 células. Así, pudieron diferenciarse espermatozoides no 

viables con bajos niveles de NO (PI+/DAF2-),  viables con bajos niveles de NO (PI-/DAF2-

), viables con altos niveles de NO (PI-/DAF2+), y no viables con altos niveles de NO ( 

PI+/DAF2+).  

 

Figura 6. Diagrama representativo de la determinación de los niveles de NO evaluada por 

citometría de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4. 
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3.4. Detección de las isoformas de NOS por Western-Blot 

3.4.1. Extracción de proteínas espermáticas 

La extracción de las proteínas se realizó de acuerdo al protocolo descrito por 

Colas y cols. (Colas et al., 2008).  Así, se tomaron 200 µl de cada muestra y se 

añadieron 200 µl de medio bifase. Estas mezclas se centrifugaron a 800 x g durante 5 

minutos y se descartó el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendió en 200 µl de 

medio de extracción (ESB, Extraction Sample Buffer), compuesto por 2% de SDS 

(dodecil sulfato sódico, p/v), TRIS-HCl 0,0626 mM (pH 6,8), e inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos).  

No obstante, previamente a la optimización del método se testaron distintos 

métodos de extracción de las proteínas: los medios Cell Lysis Buffer (Cell Signaling 

TECHNOLOGY), y PathScan® Sandwich ELISA Lysis Buffer (Cell Signaling TECHNOLOGY), 

ambos pertenecientes a kits comerciales. Cabe añadir que se probó a utilizar 

microconcentradores con el objetivo de concentrar las proteínas de alto peso 

molecular. 

A continuación, las muestras se incubaron durante 5 minutos a 100 °C en un 

baño de arena. Pasado este tiempo, las preparaciones se centrifugaron a 10000 x g 

durante 8 minutos y se recogió el sobrenadante. Finalmente, se añadieron 5 µl de β-

mercaptoetanol, 5 µl de glicerol al 20% y 2 µl de azul bromofenol al 1 % con un 10% de 

glicerol por cada 100 µl de sobrenadante, y los lisados se almacenaron a -20 °C hasta 

su uso posterior.     

3.4.2. SDS-PAGE y Western-Blot 

El siguiente paso fue la separación de las proteínas en una dimensión, de 

acuerdo al método descrito por Laemmli y cols.  (Laemmli, 1970). Previamente se llevó 

a cabo un proceso de optimización del protocolo para la detección  de las isoformas de 

la NOS.  

Cabe añadir que, debido a la escasa señal obtenida en los primeros 

experimentos, se intentó llevar a cabo un método de  concentración de las proteínas 

de alto peso molecular extraídas, utilizando microconcentradores (Amicon Ultra 0,5 ml 

50k) y realizando un centrifugación de 30 minutos a 13000 g y a 4 °C. No obstante, los 

resultados obtenidos fueron similares a la no utilización de los mismos.  
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Para la realización de las electroforesis, se ensayaron distintas concentraciones 

de acrilamida (8%, 10%, o 12%), y para llevar a cabo la transferencia, se probaron dos 

métodos distintos: un sistema de transferencia en húmedo (Mini Trans-Blot® 

Cell,BioRaD, Hercules,CA) y un sistema de transferencia rápido (Trans-Blot® Turbo™ 

Transfer System, Bio-Rad Laboratories, USA). 

Finalmente, las proteínas se separaron en geles de acrilamida al 8%, a 130 V 

durante 90 minutos y a 4 °C. Se utilizaron patrones de comparación de pesos 

moleculares de 10 a 250 kDa (Bio-rad, Hercules, California, Estados Unidos). Una vez 

separadas, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF (Amersham Hybond P 

0.45 PVDF blotting membrane) mediante el sistema de transferencia húmedo (Mini 

Trans-Blot® Cell, Bio-Rad Laboratories, USA), a 22 V durante 20 horas a 4 °C, y 

empleando un medio de transferencia compuesto por TRIS 25mM, glicina 192 mM y 

metanol.    

Posteriormente,  se procedió al bloqueo de los sitios no específicos de unión de 

las membranas mediante una incubación de 4 horas en PBS con 5% BSA (p/v) a 

temperatura ambiente. Tras tres lavados de 15 minutos con PBS-Tween (0,1% p/v de 

Tween-20 en PBS), las membranas se incubaron a 4 °C durante toda la noche con los 

anticuerpos primarios para las tres isoformas de NOS: anticuerpo policlonal de conejo 

frente a eNOS, anticuerpo monoclonal de conejo frente a iNOS y anticuerpo 

monoclonal de conejo frente nNOS (todos de Abcam, Cambridge, Reino Unido). Se 

realizaron pruebas con los anticuerpos diluidos 1/500 y 1/1000 (v/v) en PBS Tween con 

1% BSA (p/v).  

Tras esto, se efectuaron 3 lavados de 15 minutos con PBS-Tween y las 

membranas se incubaron durante 75 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, 

con el anticuerpo secundario IRDye® 680RD Donkey anti-Rabbit diluido 1:15000 PBS-

Tween con 1% BSA (p/v).  Tras tres nuevos lavados, las membranas se visualizaron 

utilizando el sistema de adquisición de imágenes para Western Blot basado en 

fluorescencia Odissey Clx Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, 

Nebraska, Estados Unidos).  

 

3.5. Determinación de la distribución de las isoformas de la 

enzima óxido nítrico sintasa (NOS) por inmunofluorescencia 

indirecta  

La localización de las isoformas de la NOS, epitelial (eNOS), neuronal (nNOS) e 

inducible (iNOS), en espermatozoides ovinos se estudió mediante inmunofluorescencia 

indirecta.  
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El primer paso fue la optimización del protocolo de inmunofluorescencia 

indirecta para las isoformas de la NOS.  Para ello, primero se ensayaron distintas 

diluciones de los anticuerpos primarios en PBS con BSA al 1% (v/v): 1/100, 1/50 y 1/25. 

La concentración de las células fijadas (8x106  cel/ml y 4x106  cel/ml) fue otra de las 

variables ensayadas.  

Asimismo, se evaluó la concentración adecuada de formaldehido como fijador: 

3,7% y 0,5% (v/v)). Finalmente, las muestras swim-up y capacitadas se diluyeron a una 

concentración de 8x106 cel/ml en medio bifase con un volumen final de 500 µl, y se 

fijaron con 50 µl formaldehído al 0,5% (v/v).   

Las muestras se incubaron para su fijación durante 20 minutos en una rueda 

giratoria a temperatura ambiente. Tras ello, se centrifugaron durante 6 minutos a 900 

x g, y tras eliminar el sobrenadante, el precipitado se resuspendió en 500 µl de PBS 

(NaCl 136 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8,1 mM y KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4).  

Posteriormente, 40 µl de cada suspensión de células se depositaron en un 

portaobjetos polilisinado (Superfrost Plus,  Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados 

Unidos), dejando secar la gota a temperatura ambiente. 

Una vez las células se adhirieron a la superficie del portaobjetos, se realizaron 

tres lavados de 5 minutos con PBS en agitación. Como las NOS son enzimas 

citoplasmáticas, las células se permeabilizaron con Tritón 0,5% (v/v) en PBS, y se 

volvieron a fijar con paraformaldehído (1,25 % p/v en tampón TRIS-HCl 0,5M). De 

nuevo, se realizaron tres lavados de 5 minutos en PBS en agitación y posteriormente 

los sitios de unión inespecíficos se bloquearon con BSA al 5% (p/v) en PBS a 4 °C 

durante toda la noche. Pasado este tiempo, se volvieron a lavar las muestras tres veces 

más en PBS y se añadieron los anticuerpos primarios (anticuerpo policlonal de conejo 

frente a eNOS, anticuerpo monoclonal de conejo frente a iNOS, y anticuerpo 

monoclonal de conejo frente nNOS, todos ellos de Abcam, Cambridge, Reino Unido). 

Los anticuerpos se utilizaron finalmente a una dilución 1/25 (v/v) en PBS con BSA al 1% 

(v/v). Las muestras se incubaron con los anticuerpos a 4 °C durante toda la noche. 

Al día siguiente, las muestras se lavaron otras tres veces con PBS y se añadió un 

anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488 anti-conejo generado en pollo, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) conjugado con un fluorocromo. La incubación se 

realizó durante 90 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.  Tras otros tres 

lavados, se añadió DABCO para preservar la fluorescencia, se colocó el cubreobjetos y 

se selló la preparación con esmalte. 
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Las muestras se evaluaron por microscopía de fluorescencia (Nikon Eclipse E-

400 con iluminación de epifluorescencia y un filtro V-2) con un objetivo de inmersión 

(100x). Cabe señalar que la congelación de las muestras durante al menos 24 horas, 

previamente a la observación de las mismas mejoró la calidad de la señal obtenida. 

Para la captura de las imágenes se empleó el software NIS Elements D 2.30 (Nikon), se 

aplicó un nivel de exposición entre 1 y 1,5 segundos para las isoformas neuronal y 

epitelial; y de 3 segundos para la isoforma inducible. Se analizaron 200 

espermatozoides por muestra.  

3.6. Análisis estadístico 

Los resultados mostrados en la presente memoria se representan como media 

± error estándar de la media (EEM) del número de experimentos (n), indicados en cada 

caso. Los análisis estadísticos se efectuaron con  el software GraphPad Prism 5 (v. 5.03; 

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Las diferencias en motilidad, viabilidad, estado 

de capacitación, así como el porcentaje de células vivas con altos niveles de NO entre 

los distintos grupos experimentales se analizaron por chi-cuadrado. El mismo análisis 

estadístico se utilizó para evaluar las diferencias entre los distintos inmunotipos 

detectados para cada una de las isoformas NOS. Además, las correlaciones descritas 

(entre el porcentaje de los distintos inmunotipos y los niveles de NO con respecto al 

grado de capacitación y la motilidad de las muestras) se llevaron a cabo mediante la 

realización del test de correlación de Spearman.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Efecto de la melatonina sobre los niveles de óxido nítrico en 

muestras espermáticas sometidas a capacitación 

Como primer objetivo del trabajo se estudiaron los niveles de NO en muestras 

swim up, control y cocktail, así como en muestras incubadas con melatonina 100 pM y 

1 µM, con el objetivo de valorar la influencia de la melatonina sobre los niveles de NO. 

Conjuntamente, se evaluaron cambios en el estado de capacitación por tinción con 

CTC,  la motilidad (total y progresiva) y la integridad de membrana. 

El proceso de capacitación dio lugar a un incremento significativo de los niveles 

de NO espermáticos en todas las muestras en comparación con la muestra swim-up 

(P<0.05).  La adición de agentes elevadores del cAMP provocó un aumento significativo 

(p<0.05) de los espermatozoides viables con altos niveles de NO (muestra cocktail, 

19,4 ± 0,4 %) en comparación con la muestra control (12,9 ± 2,9%).  

Además, mientras que se produjo un aumento significativo en los niveles de NO 

en las muestras cocktail y Mel.100 pM con respecto al control, no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en los niveles de NO entre las muestras 

control y Mel. 1µM. Estos datos indicarían que la melatonina a concentración 1 µM es 

capaz de prevenir el aumento en la producción de NO, a niveles similares a la 

capacitación solo con medio TALP.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Porcentaje de espermatozoides viables con altos niveles de NO (PI-/DAF2+) antes de 

la capacitación (swim-up) y tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% 

de C02) en medio TALP (control), con alto cAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de 

melatonina añadidas al medio cocktail. Los valores se representan como media ± EEM (n=3).  
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En cuanto al estado de capacitación, como era de esperar, tras 3 horas de 

incubación en condiciones capacitantes el incremento de espermatozoides capacitados 

en la muestra cocktail fue muy significativo, llegando a ser de un 66,6 ± 3,9 %, frente a 

un 32,0 ± 4,2 % en la muestra control (Figura 8). Esto se correspondería con resultados 

previos de nuestro grupo, que demostraron que para que se produzca la capacitación 

en los espermatozoides ovinos son necesarias sustancias que incrementen los niveles 

de cAMP, debido probablemente a la importante cantidad de fosfodiesterasas 

presentes en el espermatozoide ovino (Colas et al., 2008). La adición de melatonina a 

las muestras cocktail no modificó significativamente el porcentaje de 

espermatotozoides capacitados a ninguna de las concentraciones ensayadas (67,2 ± 

4,9 % y, 63,0 ± 2,7 % para 100 pM y 1 µM, respectivamente).  

Como se observa en la Figura 8, el porcentaje de espermatozoides no  

capacitados fue significativamente mayor en la muestra Mel. 1µM (23,6 ± 4,4 %) que 

en las muestras cocktail (13,8 ± 1,9 %) y Mel. 100pM (9,4 ± 2,5 %). Estos resultados 

corroboran los obtenidos previamente  por nuestro grupo de investigación sobre el 

efecto descapacitante de la melatonina en el espermatozoide ovino a concentraciones 

altas, y capacitante a bajas concentraciones (Casao et al., 2010b).   

Grados de capacitación
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Figura 8. Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados según la 

tinción con clorotetraciclina (CTC), antes de la capacitación (swim-up) y tras 3 horas de 

incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de C02) en medio TALP (control), con alto 

CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de melatonina añadidas al medio cocktail. 

Los valores se representan como media ± EEM (n=5). Diferentes letras indican diferencias 

significativas entre muestras (P<0,05) 
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En cuanto al porcentaje de espermatozoides reaccionados, éste se incrementa 

en las muestras sometidas a condiciones capacitantes, con respecto a la muestra swim 

up (6,0 ± 1,5 %), presentando el porcentaje más elevado la muestra incubada con 100 

pM de melatonina (23,0 ± 5,0 %). 

Además, el test de correlación de Spearman reveló que las muestras con altos 

niveles de NO se correlacionaban positivamente con las muestras más capacitadas 

(P<0,05, r=0,63) y negativamente con las muestras menos capacitadas (P<0,05, r=-

0,75). Por lo tanto, se puede concluir que el proceso de capacitación espermática 

provoca un aumento en los niveles de producción de NO y/o que estos niveles son 

necesarios para que el proceso se produzca, tal y como se ha observado en estudios 

previos (Herrero et al., 1999; Belén-Herrero et al., 2000; de Lamirande et al., 2009).  

Asimismo, este análisis reveló que unos niveles más elevados de NO también se 

correlacionan negativamente (P<0,05, r=-0,90) con la motilidad progresiva, que es un 

parámetro que disminuye normalmente durante la capacitación, ya que, como hemos 

comentado, durante este proceso se produce la hiperactivación flagelar. Recordemos 

que la hiperactivación es un cambio en el patrón de movimiento, que deja de ser 

progresivo y se caracteriza por un batido asimétrico del flagelo (Yanagimachi, 1994).  

Los procesos de capacitación e hiperactivación son complementarios y se desarrollan 

simultáneamente en condiciones fisiológicas (Ho and Suarez, 2001). 

Como se puede observar en la Tabla 2, tras 3 horas de incubación en 

condiciones capacitantes se pudo observar un descenso de la motilidad total en todas 

las muestras estudiadas, observándose diferencias estadísticamente significativas con 

respecto al swim up. En cuanto al porcentaje de espermatozoides con motilidad 

progresiva, todas las muestras presentaron valores inferiores a los de la muestra swim 

up, resultando dichos descensos estadísticamente significativos en todas las muestras 

excepto en el control. La muestra incubada con 1 µM de melatonina mostró la menor 

motilidad progresiva. 
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Tabla 2. Porcentaje de espermatozoides mótiles totales y mótiles progresivos antes de la 

capacitación (swim-up) y tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de 

C02) en medio TALP (control), con alto CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de 

melatonina añadidas al medio cocktail. Los resultados se muestran como media ± EEM de 3 

experimentos. Se muestran solo las diferencias significativas con respecto al swim-up:* P<0,05; 

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

 

En cuanto a la integridad de membrana, el proceso de capacitación redujo 

significativamente  la viabilidad de todas las muestras. Así, se pasó de un 91,7 ± 3,0% 

de espermatozoides viables en la muestra obtenida tras el swim up, a valores en torno 

al 60% en todas las muestras incubadas en condiciones capacitantes durante 3 horas, 

sin diferencias significativas entre ellas: control (64,6 ± 3,0 %), cocktail (66,7 ± 1,9 %), 

Mel. 100 pM (63.3 ± 3,8 %) y Mel. 1µM (64,4 ± 2,0 %) (Figura 9).   

Las diferencias mencionadas en los niveles de producción de NO, no se deben a 

diferencias en la viabilidad de las células y el NO no parece ejercer efectos citotóxicos 

ni perjudicar la integridad de membrana de los espermatozoides (Figura 9). 

 

 

 

 

 

Figura 9. Porcentaje de espermatozoides viables antes de la capacitación (swim-up) y tras 3 

horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de C02) en medio TALP (control), 

con alto CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de melatonina añadidas al medio 

cocktail. Los valores se representan como media ± EEM (n=4). Diferentes letras indican 

diferencias significativas (P<0,05) 

Motilidad  

 Swim up Control Cocktail Mel. 100 pM Mel. 1 µM 

Motilidad total (%) 91,67 ± 3,18 85,00 ± 2,08* 81,67 ± 4,67*** 77 ± 4,72*** 82,67 ± 6,17*** 

Motilidad progresiva 
(%) 

36,33 ± 4,91 36,33 ± 4,91 15,00  ± 0,58*** 17,33  ± 3,84*** 15,33 ± 2,73*** 
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La capacidad de la melatonina de disminuir los niveles de NO ya fue descrita 

por du Plessis et al (2010) en espermatozoides humanos y también por otros autores 

en células somáticas (Blanco et al., 2017) (Sarti et al., 2013) (Djordjevic et al., 2018) (du 

Plessis et al., 2010). Es interesante incidir en el papel bimodal de la melatonina en 

cuanto a su influencia en los niveles de NO en función de la concentración. Así, 

cantidades elevadas de melatonina, como las presentes de forma fisiológica en el 

plasma seminal, podrían proteger a los espermatozoides frente al daño oxidativo, así 

como prevenir la capacitación reduciendo los niveles de ROS/RNS. Una vez en el tracto 

reproductor femenino, el espermatozoide estaría expuesto a concentraciones mucho 

más bajas de melatonina, ya que esta hormona que se encuentra de forma fisiológica 

en el fluido folicular se diluiría al pasar al fluido oviductal con la ovulación (Tamura et 

al., 2008), y estas bajas concentraciones de melatonina no reducirían tanto los niveles 

de ROS/RNS, permitiendo por tanto, la capacitación espermática.     

Precisamente, tal y como se observa en la Figura 8, el porcentaje de 

espermatozoides no capacitados en la muestra Mel. 1µM (23,6 ± 4,4) es 

significativamente superior que en las muestras cocktail (13,8 ± 1,9) y Mel. 100pM (9,4 ± 

2,5), lo que de nuevo indicaría que la capacitación está estrechamente relacionada con 

la producción de NO.  Es decir, la melatonina a concentración 1 µM reduce la 

capacitación espermática, y una posible vía sería disminuyendo los niveles de NO.  

 

4.2. Identificación de las isoformas de la NOS en 

espermatozoides ovinos 

4.2.1. Optimización de un procedimiento de detección de las isoformas 

de la óxido nítrico sintasa por Western Blot  

La identificación de las isoformas de NOS mediante Western Blot requirió de un 

proceso de optimización del protocolo más adecuado para estas enzimas.  

El primer paso fue la elección del medio adecuado para la extracción de las 

proteínas. Para ello, se probaron los medios Cell Lysis Buffer (Cell Signaling 

TECHNOLOGY), y PathScan® Sandwich ELISA Lysis Buffer (Cell Signaling TECHNOLOGY), 

ambos pertenecientes a kits comerciales. Asimismo, también se extrajeron las 

proteínas utilizando el medio ESB (Extraction Sample Buffer).  
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Para la preparación del gel separador, se probaron distintos porcentajes de 

acrilamida, concretamente del 12%, 10% y 8%, con el objetivo de conseguir una 

separación más efectiva de las proteínas de alto peso molecular. La cantidad de 

proteína a cargar constituyó otra variable a optimizar, se probó a cargar volúmenes 

entre 10 y 50 µl de muestra de proteínas, que corresponderían a las proteínas 

extraídas de 8 x 109 y 1,6 x 109 espermatozoides.  

Asimismo, se probaron dos métodos para la transferencia de las proteínas: 

utilizando una unidad de transferencia en húmedo (Mini Trans-Blot® Cell BioRaD, 

Hercules,CA) y un sistema de transferencia rápido (Trans-Blot® Turbo™ Transfer 

System, Bio-Rad Laboratories, USA). Adicionalmente, también se probaron distintos 

tiempos de transferencia de las proteínas en ambos sistemas: de 5 hasta 20 minutos 

con el sistema de transferencia rápido y de 1 a 20 horas con el sistema de 

transferencia en húmedo. 

Otra variables a optimizar fueron las diluciones de los anticuerpos primarios (se 

ensayaron 1/500 y 1/1000 en PBS Tween con 1% BSA (p/v))  y el tiempo de incubación 

con el anticuerpo secundario (de 1 hasta 4 horas). 

Así, tras múltiples ensayos se decidió que el protocolo que aportaba los 

mejores resultados es el que aparece descrito en la Tabla 3. 

Tabla 3. Condiciones optimizadas del protocolo de Western Blot para la detección de las 

isoformas de la NOS. 

Medio extracción de proteínas ESB 

% Acrilamida gel separador 8% 

Volumen de células a cargar 8 x 109 - 1,6 x 109 

Método transferencia de proteínas Mini Trans-Blot® Cell, 130V 20 horas 

Concentración Ac primarios 1/500 

Tiempo de incubación con el Ac secundario 4 horas 

 

 

4.2.2. Identificación de las isoformas de la óxido nítrico sintasa 

mediante Western Blot 

Aplicando el protocolo optimizado, se han podido identificar, por primera vez, 

las tres isoformas de la NOS en espermatozoides ovinos. 
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Como se puede apreciar en la Figura 10, perteneciente a una membrana 

representativa de varios análisis de western-blot, se ha logrado identificar la isoforma 

endotelial de la NOS (eNOS) en espermatozoide ovino como una banda intensa de 

aproximadamente 100 kDa. Sin embargo, de acuerdo a la ficha técnica del anticuerpo, 

el tamaño de esta isoforma en células humanas seria de 140 kDa. La diferencia de 

tamaño podría deberse a que se trata de proteínas de diferentes especie. Asimismo, 

aparecen varias bandas con un peso molecular inferior a 50 kDa, que podrían coincidir 

con posibles fragmentaciones de la isoforma.  

 

Figura 10: Imagen de Western-blot representativo de la identificación de la isoforma 

endotelial de NOS utilizando un anticuerpo anti-eNOS en proteínas de muestras de 

espermatozoides ovinos antes de la capacitación (swim-up, carril 1) y tras 3 horas de 

incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de CO2) con alto cAMP (cocktail, carril 2). 

La isoforma neuronal de NOS (nNOS) se ha podido identificar en 

espermatozoides ovinos como una banda de un peso molecular aproximado de 150 

kDa en las tres muestras testadas: swim up, control y cocktail (Figura 11). La ficha 

técnica del anticuerpo indica que esta isoforma en tejido cerebral de ratón presenta un 

tamaño de 161 kDa. De nuevo, estas diferencias en peso molecular obedecerían al 

distinto origen de las isoformas y las distintas especies en que se ha estudiado. Por 

otro lado, además de la banda principal se observa una banda de un peso ligeramente 

inferior, y con  menor intensidad, que podría deberse a la fragmentación de la 

isoforma, dadas las condiciones desnaturalizantes de la técnica. Asimismo, cabría 

mencionar que este anticuerpo, tal y como informa la ficha técnica suministrada por la 

casa comercial, puede unirse de forma inespecífica a algunas proteínas que no son 

nNOS, dando lugar a la aparición de  bandas de 50 y 25 kDa, aproximadamente, como 

es nuestro caso.   

eNOS 
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Figura 11. Imagen de Western-blot representativo de la identificación de la isoforma neuronal 

de la NOS, utilizando anticuerpo anti-nNOS en proteínas de muestras espermáticas ovinas 

antes de la capacitación (swim up, carril 1) y tras 3 horas de incubación en condiciones 

capacitantes (39 °C y 5% de CO2) en medio TALP (control, carril 2), y con alto cAMP (cocktail, 

carril 3). 

Finalmente, el western blot para la isoforma inducible de la NOS (iNOS), reveló 

varias bandas poco definidas y con un nivel de intensidad débil, con pesos moleculares 

que oscilan entre 75 y 170 kDa (Figura 12), lo que sugiere posibles fragmentaciones de 

la proteína. Basándonos en la ficha técnica del anticuerpo, en que la se menciona que 

la isoforma iNOS presenta un tamaño de 131 kDa en macrófagos de ratón, la isoforma 

iNOS en espermatozoides ovinos podría corresponderse con alguna de las dos bandas 

próximas al marcador de 150 kDa. Sin embargo, la activación de la isoforma iNOS 

depende de ciertos estímulos, como la acción de los lipopolisacáridos (LPS) (Nathan 

and Xie, 1994), y por ello, es posible que la falta de una inducción concreta haya 

dificultado la identificación de la isoforma en estas células.  

 

Figura 12: Imagen de Western-blot representativo de la identificación de la isoforma inducible 

de la NOS, utilizando un anticuerpo anti-iNOS en proteínas de muestras de espermatozoides 

ovinos antes de la capacitación (swim up, carril 1) y tras 3 horas de incubación en condiciones 

capacitantes (39 °C y 5% de CO2) con alto cAMP (cocktail, carril 2). 

nNOS 
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Hasta el momento, únicamente aparecen tres estudios descritos en la literatura 

en los que se hayan identificado las isoformas de la NOS en espermatozoides mediante 

western-blot. Así, Revelli f y cols. detectaron la  isoforma eNOS (145 kDa) en eyaculado 

humano  (Revelli et al., 1999), Meiser y Schulz la nNOS (161 kDa) y eNOS (133 KDa) en 

toro (Meiser and Schulz, 2003), y Aquila y cols. las tres isoformas en cerdo, con pesos 

moleculares de 130 kDa para la iNOS, 135 kDa para la eNOS y 160 kDa para la nNOS 

(Aquila et al., 2011). 

El protocolo de western-blot empleado en estos estudios es similar al utilizado 

en este trabajo, con la salvedad de los tampones empleados y la detección de las 

proteínas, que se realizó por quimioluminiscencia.  Las isoformas identificadas en los 

estudios referidos presentan pesos moleculares que distan ligeramente de las 

isoformas aquí identificadas, y estas diferencias obedecerían al distinto origen de las 

isoformas. 

4.2.3. Optimización del protocolo de inmunofluorescencia indirecta 

para la identificación de las isoformas de la óxido nítrico sintasa 

Al igual que en el caso del western blot, la identificación de las isoformas de 

NOS mediante inmunofluorescencia indirecta también requirió de un proceso de 

optimización del protocolo. 

En primer lugar, fue necesario partir de una concentración de células de 8x106 

cél/ml, pues con una concentración inferior, de 4x106 cél/ml, los recuentos de los 

distintos inmunotipos no se podían realizar con precisión. 

Además, se utilizó una concentración de formaldehido como fijador del 0,05% 

(v/v), ya que empleando la concentración del 3,7%, habitual en la mayor parte de los 

protocolos de IFI, las células mostraban unos niveles inferiores de fluorescencia.   

Finalmente, se optó por emplear una dilución 1/25 de los anticuerpos primarios 

para las tres isoformas de la NOS, ya que esta concentración permitió la identificación 

de los distintos inmunotipos, mientras que diluciones inferiores,  de 1/50 y 1/100 

resultaron poco definidas y con un nivel de fluorescencia insuficiente. 

4.2.4. Identificación de las isoformas de la óxido nítrico sintasa por 

inmunofluorescencia indirecta 

El protocolo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) optimizado permitió no solo 

la identificación de cada una de las tres isoformas de la NOS en el espermatozoide 

ovino, sino que reveló la existencia de varios patrones de fluorescencia o inmunotipos 

en el espermatozoide para cada isoforma de NOS analizada y con variaciones 

dependiendo del tratamiento aplicado.  
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Con respecto a la isoforma endotelial de la NOS, los resultados permitieron 

identificar tres inmunotipos. Así, se distinguieron espermatozoides con fluorescencia 

en el cuello, post-acrosoma, borde apical y flagelo (Figura 13, 1), espermatozoides con 

marcaje en el cuello, postacrosoma y flagelo, pero no en el borde apical (Figura 13, 2); 

y espermatozoides toda la cabeza marcada con una menor intensidad que en los 

inmunotipos anteriores, lo que podría corresponderse con un marcaje inespecífico 

(Figura 13, 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto a la isoformas neuronal (Figura 14) e inducible (Figura 15) de la NOS, 

los resultados revelaron también tres inmunotipos de marcaje en cada una de ellas, 

muy similares a los de la eNOS pero sin presentar fluorescencia en el cuello del 

espermatozoide. Así, se identificaron espermatozoides con fluorescencia en el post-

acrosoma, borde apical y flagelo (Figura 14, 1 y 15, 1), espermatozoides con marcaje 

únicamente en el post-acrosoma y flagelo (Figura 14, 2 y 15, 2), y un tercer tipo de 

marcaje inespecífico y minoritario, que como en la eNOS,  se apreciaba en toda la 

cabeza del espermatozoide pero con una menor intensidad.  

1 

2 

3 

Figura 13.  Imágenes representativas de la distribución de la isoforma eNOS en los 

espermatozoides ovinos, identificada mediante inmunofluorescencia indirecta y evaluada por 

microscopía de fluorescencia. Las imágenes mostradas pertenecen a muestras de swim-up. 
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A pesar de que la iNOS y la nNOS presentaban el mismo patrón de marcaje, en 

esta última la intensidad de la fluorescencia era mucho más débil que en el caso de 

eNOS e iNOS. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La identificación de las isoformas de la NOS en otras especies por IFI, 

concretamente en espermatozoide humano, ratón y toro, ha sido llevada a cabo por 

otros grupos de investigación. Así, los estudios realizados por O’Bryan  y cols. 

identificaron únicamente la isoforma eNOS en espermatozoides humanos, asociando 

los patrones característicos de tinción con el estado morfológico del espermatozoide: 

la localización postacrosomal y ecuatorial de eNOS con espermatozoides con 

morfología normal, y los patrones de tinción aberrantes con espermatozoides 

morfológicamente anormales (O’Bryan et al., 1998). Los resultados obtenidos en el 

presente trabajo en la localización de la isoforma eNOS en espermatozoides ovinos 

difieren de los obtenidos en la especie humana, lo que podría indicar que la 

localización de esta isoforma podría variar en función de la especie.   

 

Figura 15.  Imagen representativa de la distribución de la isoforma iNOS en los  

espermatozoides ovinos, identificada mediante inmunofluorescencia indirecta y evaluada 

por microscopía de fluorescencia. Las imágenes mostradas pertenecen a muestras de swim-

up. 

Figura 14.  Imágenes representativas de la distribución de la isoforma nNOS en los 

espermatozoides ovinos, identificada mediante inmunofluorescencia indirecta y evaluada 

por microscopía de fluorescencia. Las imágenes mostradas pertenecen a muestras de swim-

up. 
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Además, a diferencia de la especie humana, los espermatozoides ovinos apenas 

presentan alteraciones morfológicas, lo que explicaría la existencia de únicamente dos 

inmunotipos mayoritarios. 

En espermatozoides de ratón, Herrero y cols. identificaron las isoformas de 

NOS  en la cabeza y en el flagelo de los espermatozoides, distinguiendo tres patrones 

de tinción: fluorescencia intensa en el acrosoma, ausencia de fluorescencia en la 

cabeza, y fluorescencia tenue en el casquete acrosomal. Precisamente, este último 

inmunotipo recuerda al que hemos observado en espermatozoides ovinos, si 

asemejamos el casquete acrosomal del espermatozoide murino con un borde apical 

ancho en espermatozoide ovino. Además, este grupo describió que conforme 

transcurría el proceso de capacitación, el porcentaje de espermatozoides sin 

fluorescencia se incrementaba, mientras que disminuía el de espermatozoides con 

fluorescencia en el acrosoma (Herrero et al., 2003). Esta observación sugiere que la 

capacitación espermática podría estar relacionada con la distribución de las NOS en la 

cabeza del espermatozoide, y que el NO podría estar involucrado en este proceso.  

Por su parte, Meiser y Schulz  localizaron mediante microscopía laser confocal 

las isoformas eNOS y nNOS en espermatozoide de toro. Concretamente, se detectó 

fluorescencia relativa a la isoforma neuronal en el acrosoma y en el flagelo, mientras 

que la isoforma epitelial se localizó únicamente en el acrosoma (Meiser and Schulz, 

2003).  

Teniendo en cuenta los estudios referidos, cabría esperar que la localización de 

las isoformas de la NOS en espermatozoides sea dependiente de la especie analizada, y 

del estado fisiológico de los espermatozoides.  

 

4.3. Cambios en la distribución de las isoformas de la óxido 

nítrico sintasa en muestras espermáticas capacitadas en presencia 

de melatonina  

Con el objetivo de determinar si la incubación con melatonina en condiciones 

capacitantes afecta a la distribución de los distintos inmunotipos para las tres 

isoformas de NOS en espermatozoide ovino, se analizaron por inmunofluorescencia 

indirecta muestras espermáticas swim-up, control, cocktail, Mel. 1 µM y Mel. 100 pM. 

Conjuntamente, se evaluaron cambios en la motilidad (total y progresiva), y el 

estado de capacitación por tinción con CTC para comprobar que la capacitación se 

estaba produciendo de forma adecuada, y estudiar posibles correlaciones con los 

distintos inmunotipos.  
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Al igual que en los experimentos anteriores, se observó un descenso de la 

motilidad total y progresiva (p<0.05)  en todas las muestras tras 3 horas de incubación 

en condiciones capacitantes  (Tabla 4). 

Tabla 4. Porcentaje de espermatozoides mótiles totales (MT) y mótiles progresivos (MP) antes 

de la capacitación (swim-up) y tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 

5% de C02) en medio TALP (control), con alto CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones 

de melatonina añadidas al medio cocktail. Los resultados se muestran como media ± EEM de 4 

experimentos. Se muestran solo las diferencias significativas con respecto al swim-up:* P<0,05; 

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

 

Así mismo, el análisis de las muestras tras tinción con CTC reveló un esperado  

incremento de espermatozoides capacitados en las muestras incubadas con agentes 

elevadores del cAMP muy significativo (datos no mostrados). 

 

4.3.1. Efecto de la melatonina sobre la distribución de la eNOS en 

espermatozoides ovinos capacitados  

Como se aprecia en la Figura 17, tras tres horas de incubación en condiciones 

capacitantes, el porcentaje de espermatozoides que presentaban fluorescencia en el 

postacrosoma, borde apical, cuello y flagelo, disminuyó significativamente (P< 0,05) en 

las muestra control (59,8 ± 6,5 %), cocktail (57,0 ± 9,0 %), Mel. 100 pM  (59,4 ± 8,2 %) y 

Mel. 1 µM (58,1 ± 7,4 %), con respecto a la muestra swim-up (87,9 ± 2,9 %), a la vez 

que aumentó significativamente (P<0,05) el porcentaje de espermatozoides que 

presentaban fluorescencia en el postacrosoma, cuello y flagelo. Sin embargo, el 

tratamiento con melatonina durante la capacitación no afectó a la distribución de la 

eNOS, y no se apreciaron diferencias significativas en comparación con los grupos 

control o cocktail. 

Motilidad 

 Swim up Control Cocktail Mel.100 pM Mel. 1 µM 

Mótiles 
totales (%) 

86,50 ± 2,39 76,50 ± 5,31*** 82,00 ± 3,48 83,75 ± 2,17 78,00 ± 9,35** 

Motilidad 
progresiva (%) 

32,50 ± 5,57 25,00 ± 3,89* 12,25 ± 2,50*** 18,25 ± 3,49*** 16,25 ± 3,73*** 
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Figura 17: Porcentaje de distintos inmunotipos para la isoforma endotelial de la NOS en 

espermatozoide ovino, evaluados mediante inmunofluorescencia indirecta, antes de la 

capacitación (swim-up) y tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de 

C02) en medio TALP (control), con alto CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de 

melatonina añadidas al medio cocktail. Los resultados se muestran como media ± EEM de 6 

experimentos. 

Para corroborar estos resultados que apuntan a una variación en la distribución 

de la eNOS durante la capacitación espermática, se llevó a cabo el test de correlación 

de Spearman entre los datos del estado de capacitación analizados por CTC y los de los 

inmunotipos para esta isoforma.  Los resultados del test revelaron que el porcentaje 

de espermatozoides capacitados correlaciona positivamente (P<0,05, r=0,55) con 

aquellos en que se localiza únicamente en postacrosoma, cuello y flagelo, y, por tanto, 

negativamente con aquellos espermatozoides en los que la eNOS se localiza en 

postacrosoma, borde apical, cuello y flagelo (P<0,05, r=-0,55).  

Por tanto, estos resultados sugieren que la localización de la isoforma 

endotelial de la NOS en el borde apical de la cabeza del espermatozoide desaparece 

durante la capacitación. Durante este proceso complejo y secuencial tienen lugar una 

serie de profundas alteraciones bioquímicas y biofísicas en el espermatozoide que 

podrían explicar estos cambios en la distribución de la eNOS.  Así, durante la 

capacitación, la salida del colesterol de la membrana plasmática conduce a un 

aumento en su fluidez y a una mayor permeabilidad de la misma (Flesch et al., 2001), 

que podrían motivar la pérdida de la eNOS en el borde apical del acrosoma.  
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Cabe añadir que en la capacitación, la asimetría transversal de la membrana 

plasmática del espermatozoide puede alterarse dando lugar a un fenómeno conocido 

como scrambling, y que lleva asociado la externalización de determinados fosfolípidos 

que en condiciones normales se hallan en la cara interna de la misma (Harrison et al., 

1996). Este proceso también podría contribuir a la pérdida de la eNOS en el borde 

apical del acrosoma.  

 Además, el análisis de correlación también reveló que muestras con una mayor 

motilidad progresiva se correlacionan positivamente con aquellas en los que la eNOS 

se localiza principalmente en postacrosoma, borde apical, cuello y flagelo (P<0,05, 

r=0,40), y negativamente con las que eNOS no está presente en el borde apical 

(P<0,05, r=-0,40). Así, la localización de la isoforma endotelial de la NOS en el borde 

apical de la cabeza del espermatozoide se ve reducida en muestras con menor 

motilidad progresiva. Esta afirmación es compatible con lo observado para la 

capacitación espermática, pues la pérdida de motilidad progresiva en muestras 

espermáticas se ha visto asociada con la capacitación de las mismas (Yanagimachi, 

1994; Ho and Suarez, 2001). 

4.3.2. Efecto de la melatonina sobre la distribución de la nNOS en 

espermatozoides ovinos capacitados 

Tal y como se observa en la Figura 18, el inmunotipo caracterizado por la 

presencia de fluorescencia en el borde apical (espermatozoides con fluorescencia en el 

postacrosoma, borde apical y flagelo) es el predominante en todas las muestras 

excepto en la muestra cocktail, donde es más frecuente el inmunotipo caracterizado 

por la ausencia de fluorescencia en el borde apical. Estos resultados apuntan a que, el 

proceso de incubación en condiciones capacitantes incrementa significativamente el 

porcentaje de espermatozoides con fluorescencia en el borde apical en la muestra 

control (71,7 ± 9,6 %) con respecto al swim-up (56,7 ± 3,4 %), y que la adición de 

agentes elevadores del cAMP (cocktail) provoca la pérdida de señal en ese borde 

apical, probablemente porque dispara la capacitación de forma más intensa (39,0 ± 

10,8 %).  

Sin embargo, la presencia de melatonina en esas muestras, es capaz  de 

restaurar la inversión del porcentaje de inmunotipos observado en las muestras 

incubadas sólo con cocktail, de forma que el porcentaje de los inmunotipos de las 

muestras Mel. 100pM (62,7 ± 6,3 %) y Mel. 1µM (62,0 ± 7,1 %) es similar al que 

presenta la muestra swim-up, es decir, antes del proceso de capacitación.  

El test de correlación de Spearman no mostró correlaciones significativas 

entre el porcentaje de cada uno de los inmunotipos y los porcentajes de capacitación 

evidenciados por CTC ni con la motilidad total o progresiva.  
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Figura 18. Porcentaje de distintos patrones de distribución de la isoforma neuronal de la NOS 

en espermatozoide ovino, evaluados mediante inmunofluorescencia indirecta, antes de la 

capacitación (swim-up) y tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de 

C02) en medio TALP (control), con alto CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de 

melatonina añadidas al medio cocktail. Los resultados se muestran como media ± EEM de 3 

experimentos. 

4.3.3. Efecto de la melatonina sobre la distribución de la iNOS en 

espermatozoides ovinos capacitados 

 En este caso, la incubación de las muestras en condiciones capacitantes en 

medio TALP (control), no provocó cambios en la distribución de esta isoforma en 

comparación con la muestra sin capacitar (swim-up). Sin embargo, la presencia de 

agentes elevadores del cAMP (cocktail) disminuyó significativamente (P<0,05) el 

porcentaje de espermatozoides en los que la iNOS se localizó en postacrosoma, borde 

apical y flagelo en comparación con el control, a la vez que aumentaron aquellos en los 

que la iNOS sólo se localizaba en postacrosoma y flagelo (Figura 19). 

Además, la presencia de melatonina, a ambas concentraciones evaluadas, 

incrementa todavía más esa tendencia, de forma que el porcentaje de 

espermatozoides con fluorescencia en el postacrosoma, borde apical y flagelo se 

reduce también significativamente (P<0,05) en comparación con la muestra cocktail, a 

la vez que aumenta el porcentaje de espermatozoides con fluorescencia en el 

postacrosoma y flagelo.  
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Blanco y cols. demostraron que el tratamiento con melatonina es capaz de 

reducir la expresión de la isoforma iNOS,  en un modelo de rata con daño cerebral 

(Blanco et al., 2017). Nuestros resultados apuntan en esa dirección, indicando que la 

melatonina influye sobre el patrón de expresión de la iNOS, concretamente sobre su 

localización en la cabeza del espermatozoide.  El efecto antioxidante de la melatonina 

podría ser responsable de esos cambios en la distribución diferencial de la isoforma 

iNOS. 

Figura 19. Porcentaje de distintos patrones de distribución de la isoforma inducible de la NOS 

en espermatozoide ovino, evaluados mediante inmunofluorescencia indirecta, antes de la 

capacitación (swim-up) y tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de 

C02) en medio TALP (control), con alto CAMP (cocktail) y con diferentes concentraciones de 

melatonina añadidas al medio cocktail. Los resultados se muestran como media ± EEM de 3 

experimentos. 

El test de correlación de Spearman reveló una tendencia a la significación 

positiva (P<0,1, r=0,44) entre el inmunotipo caracterizado por la presencia de 

fluorescencia en el borde apical y los espermatozoides no capacitados, y una 

correlación negativa (P<0,05, r=-0,71) con los espermatozoides reaccionados.  

A su vez,  la presencia de iNOS solo en postacrosoma y flagelo muestra una 

tendencia a la significación negativa (P<0,1, r=-0,44) con los espermatozoides no 

capacitados, y correlaciona positivamente (P<0,05, r=0,73) con los espermatozoides 

reaccionados. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la localización de la isoforma 

iNOS en el borde apical se pierde con la capacitación, del mismo modo que disminuía 

la localización de la isoforma eNOS, y también durante la reacción acrosómica.  
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Como se ha comentado previamente, la reacción acrosómica es un proceso de 

exocitosis que permite a los espermatozoides ya capacitados penetrar en la zona 

pelúcida del ovocito y llevar a cabo la fecundación (Yanagimachi, 1994). Durante este 

proceso, se produce la fusión de la membrana plasmática del espermatozoide con la 

membrana acrosomal externa y la liberación del contenido del acrosoma.  Por tanto, 

una posible explicación acerca de la pérdida de la localización de la isoforma iNOS en el 

borde apical de la cabeza del espermatozoide podría estar relacionados con el 

aumento de fluidez y permeabilidad de la membrana plasmática por la salida del 

colesterol durante la capacitación, como se ha hipotetizado en el caso de la eNOS, 

pero también a la rotura de la membrana acrosomal durante la reacción acrosómica.  

Finalmente, no se encontraron correlaciones significativas entre el porcentaje 

de cada inmunotipo y los valores de motilidad total ni progresiva. 

 

5. DISCUSIÓN GENERAL 

En el presente Trabajo de Fin de Master se ha estudiado la acción de la 

melatonina sobre el metabolismo del NO y la funcionalidad espermática ovina. Así, se 

han evaluado los cambios en los niveles de NO tras el tratamiento con distintas 

concentraciones de melatonina en condiciones capacitantes. También se han 

identificado y localizado, por primera vez en espermatozoide ovino, las tres isoformas 

de la NOS, enzima responsable de la producción del NO: eNOS, nNOS e iNOS. Los 

resultados revelan que la melatonina actúa modificando los niveles de NO durante la 

capacitación, así como la distribución de nNOS y la iNOS.  

El papel del NO sobre la funcionalidad espermática ha sido estudiado 

previamente en espermatozoides humanos. En relación con la motilidad y la viabilidad, 

se ha demostrado que bajas concentraciones de NO incrementarían estos parámetros, 

mientras que cantidades elevadas los reducirían (Hellstrom et al., 1994; Donnelly et al., 

1997; Miraglia et al., 2011; Agarwal et al., 2003).  En el caso del espermatozoide ovino, 

los resultados de este TFM revelaron que altos niveles de  NO se correlacionan 

positivamente con la motilidad espermática total, y negativamente con la motilidad 

progresiva. Además, los altos niveles de NO no afectaron a la integridad de la 

membrana plasmática, y por tanto el NO producido de forma fisiológica en 

espermatozoides ovinos durante la incubación en condiciones capacitantes no 

presenta propiedades citotóxicas.  
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Tal y como se ha comentado previamente, el NO es fundamental para que se 

produzca la capacitación espermática. Al igual que se ha descrito en otras especies 

(Herrero et al., 1999; Belén-Herrero et al., 2000), nuestros resultados revelaron que los 

niveles de NO se incrementan significativamente durante el proceso de capacitación 

espermática,  lo que sugiere que el óxido nítrico participa en las rutas bioquímicas que 

controlan la capacitación en la especie ovina (Colas et al., 2008).   

En relación con el efecto de la melatonina sobre la capacitación espermática, 

nuestro grupo de investigación determinó que esta hormona ejerce un papel bimodal 

sobre la misma, de forma que concentraciones de 100 pM ejercen un efecto 

capacitante, mientras que una concentración de 1 µM inhibía la capacitación 

espermática (Casao et al., 2010). Los resultados del presente TFM corroboran  que la 

melatonina a concentración 1 µM reduce el porcentaje de espermatozoides 

capacitados, y que, además  es capaz de prevenir el aumento en los niveles de NO 

durante este proceso.  Por tanto, es posible que la reducción en los niveles de NO 

ejercida por la melatonina 1 µM pueda explicar en parte el efecto descapacitante que 

presenta esta hormona a esta concentración. Este efecto sobre los niveles de NO 

podría ser debido a su acción antioxidante directa o bien, a una acción sobre las 

enzimas del metabolismo del óxido nítrico.   

El NO se genera vía oxidación de L-arginina por la actividad de las distintas 

isoformas de la NOS (endotelial, neuronal e inducible). Hasta la fecha, se han logrado 

identificar dichas isoformas en espermatozoides humanos (Revelli et al., 1999) 

(O’Bryan et al., 1998), de toro (Meiser and Schulz, 2003), porcino (Aquila et al., 2011) y 

de ratón (Herrero et al., 2003). En este TFM se han puesto a punto los protocolos de 

western blot y de inmunofluorescencia indirecta, que han permitido la identificación, 

por vez primera en la especie ovina, de las tres isoformas de la óxido nítrico sintasa, 

nNOS, eNOS e iNOS, identificando varios inmunotipos de cada una de ellas.  

Por tanto, la acción de la melatonina sobre los niveles del NO durante la 

capacitación espermática, podría estar mediada por un efecto sobre las NOS. Como 

una primera aproximación para comprobarlo, en el presente TFM analizamos los 

cambios en la distribución de estas isoformas de la NOS en el espermatozoide ovino, 

durante la capacitación espermática en presencia de diversas concentraciones de 

melatonina.  Además, se estudiaron las posibles correlaciones entre los distintos 

inmunotipos de las isoformas de la NOS y el estado de capacitación espermática.  
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 Los resultados revelaron que la localización en el borde apical de las isoformas 

eNOS e iNOS disminuye con la capacitación, probablemente debido a los eventos 

bioquímicos que suceden durante este proceso. Herrero y cols. ya habían relacionado 

previamente el estado de capacitación con los inmunotipos de las isoformas de la NOS 

en espermatozoides de ratón, de forma que la localización de las isoformas de las NOS 

en el casquete acrosomal se reduce con la capacitación. Así, teniendo en cuenta las 

diferencias en la morfología espermática de ambas especies, nuestros datos 

corroboran esos resultados, y que la distribución de las isoformas de la NOS varía 

según el estado de capacitación del espermatozoide.  

Podríamos hipotetizar que  la redistribución de las isoformas de la NOS se 

relaciona con un aumento en la actividad enzimática de las mismas, aumentando en 

consecuencia los niveles de NO durante la capacitación. 

En este TFM se demuestra que la presencia de melatonina durante la 

incubación en condiciones capacitantes, afecta a la distribución de las isoformas nNOS 

e iNOS, pues es capaz de revertir los cambios observados tras la adición de agentes 

elevadores del cAMP (estimuladores de la capacitación en el espermatozoide ovino).  

Así, podríamos especular que la melatonina a concentración 1 µM sería capaz 

de reducir la producción de NO durante la capacitación espermática ovina, por medio 

de su acción sobre las isoformas neuronal e inducible de la NOS. Evidentemente se 

hace necesaria la realización de otros experimentos para demostrar esta hipótesis, 

entre ellos la determinación semi-cuantitativa por western-blot de las isoformas de la 

NOS y el estudio de la actividad enzimática de las mismas, en presencia o no de 

melatonina.  

El presente trabajo asentaría las bases para la realización de futuros estudios, 

enfocados a la acción de la melatonina sobre el metabolismo del NO, lo que permitiría 

mejorar la eficiencia reproductiva en ovinos, pero también trasladar los resultados a 

otras especies de mamíferos, incluida la especie humana.  
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6. CONCLUSIONES 

1. El proceso de capacitación espermática provoca un aumento en los niveles de óxido 

nítrico (NO) en espermatozoides ovinos.  

2. La melatonina a concentración 1 µM es capaz de evitar este aumento en los niveles de 

óxido nítrico.  

3. El espermatozoide ovino presenta las tres isoformas de la óxido nítrico sintasa 

descritas para otras especies: epitelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS), con 

distintos inmunotipos para cada una de las tres isoformas  

4. La localización en el borde apical de las isoformas eNOS e iNOS disminuye con la 

capacitación. 

5. La melatonina, a concentración 1 µM y 100 pM, modifica el efecto producido por los 

agentes capacitantes sobre el porcentaje de los inmunotipos de la nNOS e iNOS en el 

espermatozoide ovino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

CONCLUSIONS 

1. The process of sperm capacitation causes an increase of NO levels in ram spermatozoa. 

2. Melatonin at a concentration of 1 μM is able to prevent this increase of NO. 

3. Ram spermatozoa presents the three isoforms of nitric oxide synthase described for 

other species: epithelial (eNOS), neuronal (nNOS) and inducible (iNOS), with different 

immunotypes for each of the three isoforms. 

4. The location at the apical edge of the eNOS and iNOS isoforms decreases with 

capacitation. 

5. Melatonin, at 1 μM and 100 pM, modifies the effect produced by the capacitating 

agents on the percentage of nNOS and iNOS inmunotypes in ram sperm. 
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