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INTRODUCCIÓN 

La inseminación artificial es una técnica que mejora la gestión de los 

eyaculados de sementales con alto valor genético, al permitir maximizar la 

distribución geográfica de las dosis seminales. Por lo tanto, es una herramienta 

imprescindible para el comercio de semen.  

Los resultados de la inseminación artificial con semen fresco y refrigerado 

pueden superar a los obtenidos mediante monta natural, debido a un mejor 

control de todas las fases del proceso. Además, su uso ha promovido el 

comercio de dosis tanto nacional como internacional, evitando el traslado de 

animales.  

El objetivo de la refrigeración del semen equino es prolongar la vida media de 

los espermatozoides y de este modo poder ser enviado para inseminar yeguas 

alojadas distantes del semental. Sin embargo, el semen equino en refrigeración 

dura viable pocos días, incluso horas dependiendo del individuo. El principal 

responsable de este descenso en la viabilidad se denomina shock por frío “cold 

shock” (Chantler et al., 2000). Además, experimenta daños como la 

peroxidación lipídica (White, 1993), depleción del ATP, o contaminación 

bacteriana (Ortega-Ferrusola et al., 2009a). Todo ello puede acelerar la muerte 

del espermatozoide durante la refrigeración.  

Otra técnica que está facilitando el comercio de dosis seminales es la 

congelación, pero también acelera la muerte del espermatozoide. La 

criopreservación de los espermatozoides equinos permite almacenar el semen 
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durante períodos de tiempo mucho más largos. El inconveniente de esta técnica 

es que provoca la muerte, por término medio, de aproximadamente el 50% de 

los espermatozoides iniciales. Además de producir cambios sub-letales en la 

mayoría de los supervivientes (Gao et al., 1995; Vidament et al., 1997). 

El principal problema que se presenta en el equino es la gran variabilidad 

existente entre sementales. Tanto la calidad de los eyaculados como la 

capacidad para la refrigeración se afectan por dicha variabilidad (Moran et al., 

1992). Este hecho deriva del tipo de selección que se realiza en esta especie, 

basada en la búsqueda de determinados rasgos funcionales y morfológicos, sin 

prestar atención a la calidad seminal. Particularmente, la variabilidad influye en 

la crio-resistencia de los eyaculados. Se ha estimado que aproximadamente el 

20% de los sementales son buenos congeladores, el 60% tiene una tolerancia 

aceptable al proceso y el 20% restantes son considerados malos congeladores 

(Gao et al., 1995; Vidament et al., 1997).  

Por lo tanto, es posible que el semen fresco o refrigerado de sementales que 

presentan buena fertilidad, pueda tener, sin embargo, una pésima calidad tras 

la descongelación. La selección de los sementales en base a su calidad post-

refrigeración y post-descongelación mejoraría el proceso, como ha ocurrido en 

el ganado bovino (Rath et al., 2009). Por otro lado, podría ser que estas 

diferencias no fueran sólo dependientes del individuo, por lo que es necesario 

realizar baterías de pruebas con el fin de clasificar al semental como buen o mal 

refrigerador o congelador, aunque todavía no existe una prueba de referencia 

que haya sido suficientemente estandarizada y de aplicación sencilla (Kuisma et 
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al., 2006). Los procesos de refrigeración y criopreservación provocan cambios 

moleculares en el espermatozoide que disminuyen su supervivencia. 

Principalmente el daño se asocia a cambios drásticos de temperatura (shock 

térmico), composición del medio extracelular (shock osmótico) y formación de 

especies reactivas de oxígeno (EROs) con origen en la mitocondria del 

espermatozoide (Ball, 2008). 

1. EL ESPERMATOZOIDE EQUINO 

El espermatozoide (del griego esperma, semilla, y zoon, animal) o gameto 

masculino, es una célula haploide, muy diferenciada y especializada, que tiene 

por función transportar el genoma masculino y fusionarse con el gameto 

femenino (el ovocito), para dar lugar a un nuevo individuo diploide y propagar 

así la especie. 

Se origina en los túbulos seminíferos de los testículos en un proceso 

denominado espermatogénesis (Figura 1). Los túbulos seminíferos están 

tapizados por un gran número de células epiteliales germinales llamadas 

espermatogonias, que son células diploides que proliferan continuamente para 

mantener su número. Un porcentaje de estas células sufrirán una serie de 

modificaciones hasta transformarse en los gametos masculinos; el resto de 

espermatogonias actúan como células madre asegurando la producción 

continua de espermatozoides. Los espermatozoides, células haploides ya 

diferenciadas, carecen de capacidad fecundante, poseen escasa motilidad y 
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necesitan una última fase de maduración durante su tránsito por el epidídimo, 

para ser plenamente funcionales (Amann, 2008). 

1.1 La espermatogénesis 

Es el proceso de proliferación, maduración y diferenciación que tiene lugar en 

los túbulos seminíferos y mediante el cual las espermatogonias se transforman 

en espermatozoides. Consta de cuatro etapas consecutivas en las que las 

células primordiales cambian su morfología, pierden algunas de sus organelas y 

se transforman en células diferenciadas. 

1.1.a La espermatocitogénesis 

Poco antes de llegar a la pubertad, los gonocitos germinales se diferencian a 

espermatogonias. En esta primera etapa, las espermatogonias experimentan 

una serie de divisiones mitóticas para mantener su número (espermatogonias 

tipo A) en primer lugar, y para producir espermatogonias tipo B que se dividirán 

nuevamente, dando espermatocitos primarios. 

1.1.b La espermatidogénesis 

En esta segunda fase comienza la primera división meiótica, mediante la cual el 

espermatocito primario diploide origina dos espermatocitos secundarios 

haploides. Posteriormente, se producirá la segunda meiosis en estos 

espermatocitos secundarios originando las espermátidas, que son células de 

menor tamaño y más diferenciadas. 
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1.1.c La espermiogénesis 

La espermátida esférica sufre una serie de cambios morfológicos hasta 

diferenciar la cabeza y la cola; sin alterarse ya la carga genética. 

1.1.d La espermiación 

En esta última fase se rompen las uniones de la espermátida madura y las 

células de Sertoli quedando liberada al lumen de los túbulos seminíferos. La 

espermátida pierde la mayor parte del citoplasma, su núcleo se condensa, y se 

produce la maduración del flagelo y del acrosoma. 

La espermatogénesis tiene una duración de 57 días en el caballo. La 

participación de las células de Sertoli en la regulación y desarrollo de la 

espermatogénesis es de vital importancia, ya que proporcionan soporte 

estructural y nutricional. Además, las células de Sertoli intervienen en la 

formación de la barrera hemato-testicular, favorecen el desarrollo de las células 

germinales dentro del epitelio seminífero, participan en la descarga de 

espermátidas maduras en el proceso de espermiación, promueven la fagocitosis 

de las células degeneradas, segregan fluidos con proteínas para bañar las 

células germinales en desarrollo y facilitar el transporte de los espermatozoides 

a la rete testi, entre otras funciones (Amann, 2008; Johnson et al., 2008). 
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Figura 1. Organización celular del epitelio del túbulo seminífero. Modificada de 
(Samper, 2009). 

1.2 Maduración espermática  

El epidídimo es un conducto sinuoso (80 metros en caballos) que se divide en 3 

segmentos: cabeza, cuerpo y cola. Está formado por un epitelio pseudo-

estratificado compuesto por varios tipos celulares. El más importante es la 

célula principal, que constituye el 80% del epitelio. Este tipo celular es 

responsable de la producción de la mayoría de las proteínas que se secretan a 

la luz del epidídimo. Además, de forma similar a las células de Sertoli en los 

túbulos, las células principales crean una barrera inmunoprotectora necesaria 

para la correcta maduración de los espermatozoides (Cornwall, 2009). 
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El epidídimo no es solo un conducto de transporte para los espermatozoides, 

sino que aporta un medio adecuado en el que se concentran, maduran e inician 

el proceso de adquirir capacidad fecundante. Los espermatozoides procedentes 

de la rete testi migran a través de la cabeza y el cuerpo del epidídimo donde 

experimentan modificaciones morfológicas y funcionales moduladas por las 

secreciones procedentes de las células epiteliales que lo componen. Al conjunto 

de todas estas modificaciones se las denomina “maduración epididimaria”. En la 

mayoría de los mamíferos, el espermatozoide tarda de 2 a 5 días en 

atravesarlo. Una vez que los espermatozoides completan el tránsito se 

almacenan en la cola del epidídimo hasta la eyaculación. Finalmente, los 

espermatozoides que alcanzan la cola del epidídimo forman un reservorio 

espermático conocido como “reservas extragonadales” (Toshimori, 1998; 

Tulsiani, 2006). 

1.3 Regulación de la espermatogénesis 

El mantenimiento de los túbulos seminíferos y por tanto de la espermatogénesis 

se consigue mediante el equilibrio en la proliferación y degeneración celular 

(Franca et al., 2005; Johnson et al., 2008). La apoptosis o muerte celular 

programada, tiene un papel importante en la regulación de la espermatogénesis 

de todos los mamíferos, incluido el caballo (Heninger et al., 2004). En el 

testículo, la apoptosis controla el número de espermatozoides que se producen, 

eliminando los anormales y en definitiva controlando la eficiencia final del 

proceso (Franca et al., 2005; Johnson et al., 2008). Este fenómeno puede 

afectar a las células germinales en todas sus fases siendo más frecuente en 
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espermatogonias y espermatocitos. Se estima que un 75% de las 

espermatogonias tipo A y un 25% de espermatocitos y espermátidas degeneran 

por apoptosis de forma fisiológica en los testículos de un animal adulto (Levy 

and Seifer-Aknin, 2001; Franca et al., 2005). 

2. ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE EQUINO 

Desde el punto de vista funcional,  es un transportador de la información 

genética. El espermatozoide de los mamíferos consta de cinco regiones: 

cabeza, cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal (Figura 2). 

Destacan la presencia de un núcleo muy condensado, una membrana 

plasmática muy sensible a los cambios térmicos y osmóticos y las mitocondrias 

(Neill, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura del 
espermatozoide.Modificada de 
(Tapia and Peña, 2009). 
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2.1 La membrana plasmática 

Es una doble capa lipídica, que recubre al espermatozoide. En condiciones 

normales, los grupos hidrófilos (cabezas) de los fosfolípidos de la membrana se 

disponen formando las capas externa e interna de la bicapa lipídica, mientras 

que las colas hidrófobas se mantienen entre ambas capas. Los lípidos 

predominantes son los fosfolípidos y el colesterol. La composición de 

fosfolípidos de membrana y la relación colesterol/fosfolípidos difiere entre 

especies (en el caballo aproximadamente el 70% son fosfolípidos, el 25% 

lípidos neutros y un 5% son glicolípidos) (Garcia et al., 2011). La membrana 

plasmática consta además de una serie de proteínas integradas entre los 

lípidos. Estas proteínas actúan a modo de poros o canales, como receptores de 

unión a determinadas estructuras del aparato genital femenino (oviducto) 

(Parks and Lynch, 1992). 

2.2 La cabeza 

La cabeza contiene el acrosoma, el núcleo, estructuras del citoesqueleto y una 

pequeña cantidad de citoplasma. En función de la localización del acrosoma, en 

la cabeza se pueden distinguir varias regiones, siendo las principales la región 

apical, la región ecuatorial y la región post-acrosómica. La región apical está 

situada en la parte anterior de la cabeza y contiene el acrosoma, en el extremo 

contrario se encuentra la región post-acrosómica y entre estas dos regiones se 

encuentra la región ecuatorial (Boerke et al., 2008) (Figura 3). 
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El núcleo es la estructura que ocupa la mayor parte de la cabeza del 

espermatozoide y se encuentra rodeado por el acrosoma. Al contrario que 

ocurre en la células somáticas, las proteínas asociadas mayoritariamente al 

ADN son las protaminas, que se unen entre sí mediante puentes disulfuro 

dando lugar a una alta compactación de la cromatina (Miller et al., 2005; Neill, 

2006) 

El acrosoma es una estructura vesicular derivada del aparato de Golgi que se 

forma durante las últimas fases de la espermatogénesis. Está formado por una 

membrana acrosómica externa adyacente a la membrana plasmática que rodea 

a todo el espermatozoide, y una membrana acrosómica interna adyacente a la 

membrana nuclear. En su interior se encuentran diversas enzimas hidrolíticas 

que se liberarán al unirse el espermatozoide a la zona pelúcida del ovocito en 

la denominada “reacción acrosómica”. Esto permite la degración de la zona 

pelúcida y la subsiguiente fusión del espermatozoide con el ovocito y, por 

tanto, la fecundación (Abou-haila and Tulsiani, 2009). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Cabeza del 
espermatozoide equino. 
Modificada de (Neill, 2006). 
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2.3 El flagelo 

Es el responsable del movimiento del espermatozoide y lo forman cuatro 

regiones: la pieza conectora, la pieza intermedia, la pieza principal y la pieza 

terminal (Mortimer, 1997; Inaba, 2003) (Figura 4). 

2.3.a La Pieza Conectora (PC) 

El cuello o pieza conectora del espermatozoide es la unión entre la cabeza y la 

pieza intermedia. Está constituida por el capitulum, estructura fibrosa y densa 

que se ajusta a la fosa de implantación y es la parte principal de la pieza 

conectora, el centriolo proximal y una serie de columnas laminadas que 

proporcionan gran flexibilidad al espermatozoide para moverse lateralmente 

durante la batida flagelar (Neill, 2006) (Figura 5). 

2.3.b La Pieza Intemedia (PI) 

La forman, desde dentro hacia fuera, el axonema, las fibras densas, la vaina 

mitocondrial y la vaina fibrosa. 

El axonema se organiza en 2 microtúbulos centrales rodeados por 9 pares de 

microtúbulos periféricos (denominados A y B en cada par), constituyendo el 

complejo “9+2”. Los microtúbulos están formados por α-tubulina y β-tubulina, 

de 56 y 54 kDa respectivamente. Toda la red de microtúbulos, centrales y 

periféricos, se mantienen unidos entre sí por brazos de dineína (Gibbons and 

Grimstone, 1960; Hecht et al., 1984). 
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A continuación encontramos las fibras densas, que son nueve en total y rodean 

al axonema formando el complejo “9+(9+2)”. Están compuestas por proteínas 

ricas en cisteína y por otros aminoácidos como la prolina, serina o treonina. Se 

distribuyen a lo largo de la pieza intermedia y tienen forma de lágrima, 

encontrándose su parte más gruesa en la sección proximal de la PI. Esta 

estructura confiere propiedades elásticas a la cola del espermatozoide, además 

de fuerza y resistencia durante la batida (Calvin and Bedford, 1971; Phillips, 

1972; Bedford and Calvin, 1974; Fawcett, 1975). 

La vaina mitocondrial está constituida por mitocondrias que envuelven 

helicoidalmente a las fibras densas. Se distribuyen a lo largo de la PI, pero el 

número de hélices y de giros varían entre especies. La longitud de la pieza 

intermedia está relacionada con la longitud del espermatozoide y en cada 

especie animal es diferente. En la mayoría de los mamíferos oscila entre 8 y 12 

µm, sin embargo en la rata macho es de 64 µm y en el hámster chino de 100 

µm. El número de giros de la vaina mitocondrial depende de la longitud de la 

PI, así por ejemplo, en el espermatozoide de toro encontramos 64 giros y en la 

rata macho 362 giros (Phillips, 1977). Las mitocondrias, además de ser las 

responsables del metabolismo energético y de la regulación de la muerte 

celular, se ha comprobado que son la mayor fuente de EROS (Koppers et al., 

2010) 

Por último, la vaina fibrosa está formada por dos columnas longitudinales, 

paralelas y contrapuestas que se distribuyen a lo largo de la PI en su parte 

más superficial. Ambas columnas están formadas por diferentes proteínas, 
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siendo A-kinase anchor protein 3 (AKAP3), A-kinase anchor protein 4 (AKAP4) 

y Testi-specific A-kinase-anchoringprotein 80 (TAKAP-80) las más importantes 

(Mandal et al., 1999; Vijayaraghavan et al., 1999). Además, se mantienen 

unidas a través de filamentos estrechamente fusionados que envuelven a la 

vaina mitocondrial y al resto de estructuras internas de la pieza intermedia. La 

función principal de la vaina fibrosa es modular el plano de la batida flagelar 

oponiendo resistencia al deslizamiento de los microtúbulos del axonema, 

además de limitar la flexión del flagelo y proteger todas las estructuras internas 

que componen la PI (Fawcett, 1975; Eddy et al., 2003). 

2.3.c La Pieza Principal (PP) 

Es la porción mayor de la cola. Está formada por el axonema, las nueve fibras 

densas y la vaina fibrosa, que se continúan desde la pieza intermedia. Las 

fibras van reduciendo su tamaño hasta desaparecer al final de la PP (Neill, 

2006). 

2.3.d La Pieza Terminal (PT) 

Forma la pieza final de la cola, y está formada por el axonema, sin vaina 

fibrosa (Neill, 2006). 
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Figura 4. Estructura del flagelo del espermatozoide. Modificada de (Neill, 2006). 

 

Figura 5. Estructura de la pieza conectora del espermatozoide. Modificada de (Neill, 
2006). 
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3. FISIOLOGÍA ESPERMÁTICA 

La función del espermatozoide es el transporte del material genético masculino, 

la penetración del ovocito y la fusión con su ADN. El espermatozoide de los 

mamíferos es incapaz de fecundar el ovocito tras la eyaculación. Durante su 

tránsito por el aparato reproductor femenino, experimenta una serie de 

transformaciones denominadas “capacitación”, que consisten básicamente, en 

cambios en la fluidez y la permeabilidad iónica de la membrana, en un cambio 

en el patrón de motilidad y en la activación de vías de señalización intracelular 

dependientes de la AMPc/PKA (Gadella et al., 2001; de Lamirande and 

O'Flaherty, 2008). Estos espermatozoides capacitados son ya capaces de 

alcanzar el ovocito, unirse a la zona pelúcida y experimentar un nuevo cambio 

(la reacción acrosómica). Las proteasas liberadas por el acrosoma, mediante 

exocitosis, degradan las glicoproteínas que envuelven la membrana plasmática 

del ovocito, permitiendo que el espermatozoide fusione su núcleo con el del 

gameto femenino (Gadella et al., 1999; Gadella, 2008). 

3.1 Motilidad espermática 

La motilidad es una de las características funcionales básicas del 

espermatozoide. Existen dos tipos de movimiento espermático, movimiento 

activo e hiperactivo. El movimiento activo es propio de los espermatozoides 

eyaculados y cuya finalidad es avanzar por el tracto reproductor de la hembra 

(Turner, 2006). Este movimiento se caracteriza por ser simétrico, progresivo y 

con baja amplitud de onda. El movimiento hiperactivo, es el que experimentan 
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los espermatozoides capacitados. La batida flagelar es asimétrica y de mayor 

amplitud con objeto de penetrar en la membrana del ovocito (Yanagimachi, 

1970). 

Como anteriormente dijimos, la estructura que le confiere motilidad al 

espermatozoide es el axonema. Éste necesita ATP para poder realizar el 

movimiento de la cola. Las mitocondrias son las organelas encargadas de la 

producción de energía en el espermatozoide mediante fosforilación oxidativa. 

Sin embargo, su distribución se encuentra limitada al tracto intermedio. Turner 

y colaboradores en el 2006 (Turner, 2006), demostraron que el ATP producido 

en las mitocondrias era suficiente para permitir la motilidad y que el ATP 

tendría que difundirse hasta alcanzar la totalidad de la cola. Sin embargo, 

diversos estudios han comprobado que el metabolismo aeróbico no es el único 

que proporciona energía al espermatozoide (Escalier, 2006; Pena et al., 2009). 

El ATP puede provenir también de la glucólisis. La utilización de una vía u otra 

va a depender de la especie y de las condiciones del espermatozoide. Así por 

ejemplo, el espermatozoide humano mantiene un alto rango de glucólisis 

incluso durante la respiración aeróbica, y es capaz de mantener la motilidad en 

ausencia de oxígeno y/o en presencia de inhibidores mitocondriales, por lo que 

sólo depende de forma muy limitada de la respiración aeróbica (Williams and 

Ford, 2001). Por tanto, el espermatozoide es capaz de generar energía por 

ambas vías metabólicas, aeróbica y anaeróbica. 
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3.2 La maquinaria contráctil del axonema 

El axonema es la estructura responsable de la motilidad del espermatozoide. 

Está compuesto por proteínas estructurales del citoesqueleto, proteínas 

motoras, chaperonas, elementos de regulación como las proteínas de unión a 

calcio y proteínas cinasas y fosfatasas (Inaba, 2007). 

Las dineínas son el “motor molecular” del axonema (Figura 6). Cuando los 

brazos de dineína se fosforilan, las ATPasas de dineína se activan e hidrolizan 

ATP, provocando un cambio en su conformación que origina el movimiento 

(Tash, 1989). Para ello, los brazos de dineína interaccionan con sus dobletes 

de microtúbulos adyacentes y generan un movimiento que causa que los 

microtúbulos se deslicen uno sobre otro. Debido a que el axonema está 

anclado a la base de la cabeza, esta fuerza de deslizamiento global se 

transforma en un giro en el flagelo que, finalmente, genera el desplazamiento 

del espermatozoide (Satir, 1968; Brokaw, 1989). 
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Figura 6. Componentes del citoesqueleto del flagelo (izda.) y detalle del axonema 
(dcha.) Modificada de (Barratt, 2006) y (Neill, 2006). 

 

3.3 Capacitación 

Durante la capacitación el espermatozoide experimenta cambios morfológicos y 

funcionales hasta adquirir capacidad de fecundar el ovocito (Aitken et al., 1997; 

de Lamirande et al., 1997). Este proceso ocurre “in vivo”, durante el tránsito del 

espermatozoide por el aparato reproductor de la hembra. Entre otros cambios, 

tiene lugar la pérdida de proteínas decapacitantes que envuelven al 

espermatozoide y que provienen del plasma seminal.  

Además, se produce un cambio en la distribución de los lípidos de las 

membranas, necesario para el reconocimiento y fusión con el ovocito. La 

albúmina y lipoproteínas de alta densidad presentes en medios de cultivo o en 
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el tracto reproductivo de la hembra, extraen el colesterol de la membrana del 

espermatozoide, y la hace más permeable a iones (Suzuki and Wakabayashi, 

1988). Posteriormente se produce un aumento del calcio intracelular, de 

bicarbonato y de peróxido de hidrógeno, que activan la adenil-ciclasa para 

producir AMPc. El aumento de AMPc activa la PKA, que finalmente acaba por 

fosforilar las proteínas necesarias para la capacitación (de Lamirande et al., 

1997). 

3.4 Reacción acrosómica 

La reacción acrosómica es un proceso de exocitósis mediante el que se liberan 

enzimas hidrolíticas presentes en el acrosoma. Estas enzimas degradan la zona 

pelúcida (ZP) del ovocito para permitir la fusión del ADN del espermatozoide 

con el gameto femenino (Neill, 2006). Esta reacción sólo se produce tras la 

capacitación espermática. La ZP del ovocito está constituida por 3 tipos de 

glicoproteínas (ZP1, ZP2, ZP3). La ZP3 es la que desencadena un aumento de 

pH y la activación de una serie de receptores desencadenando la reacción 

acrosómica (Bleil and Wassarman, 1980). 

Durante la reacción acrosómica se produce una fusión de la membrana 

plasmática y la acrosomal externa. La fusión de las membranas provoca la 

formación de vesículas y la liberación progresiva del contenido acrosomal. La 

reacción es lenta y está regulada por cambios en la membrana y modificaciones 

en la distribución y composición de los lípidos de la membrana plasmática, que 

conducen a un aumento en la fluidez. Una de las transformaciones es la 

eliminación de colesterol, que permitirá la entrada de calcio extracelular. Todo 
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ello es necesario para la fusión de las membranas. Por último, la liberación de 

las enzimas hidrolíticas junto con la hiperactivación espermática hacen posible 

que el espermatozoide penetre en el ovocito y lo fecunde (Abou-haila and 

Tulsiani, 2009). 

4. LA MITOCONDRIA  

Las mitocondrias han captado el interés de los bioquímicos desde hace más de 

50 años. Últimamente se han trasladado a áreas muy importantes del saber, 

como el estudio de la apoptosis, la biología molecular y la medicina evolutiva. 

Originalmente, fue la constatación de que juegan un papel central en el 

metabolismo energético de la célula lo que atrajo la atención de fisiólogos 

celulares y bioquímicos, y lo que condujo al Premio Nobel Peter Mitchell a 

desarrollar la Teoría Quimiosmótica (Mitchell, 1967). 

Las mitocondrias generan la mayor parte del ATP que necesita la célula, 

también intervienen en la diferenciación y señalización celular, almacenamiento 

de Ca2+, apoptosis y muerte celular, así como el control del ciclo y crecimiento 

celular (Voet, 2006). Muchos de estos procesos son desencadenados o 

mediados por el Ca2+, por EROS o por ambos. El número de mitocondrias varía 

ampliamente dependiendo del tipo de organismo o tejido y de los 

requerimientos energéticos de sus células. En el hígado hay aproximadamente 

1000-2000 mitocondrias por célula, sin embargo, en las células del miocardio, 

los túbulos contorneados distales del riñón, músculo esquelético y en otras 
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células que necesitan una mayor cantidad de energía, son mucho más 

abundantes (Rappaport et al., 1998; Zhao et al., 2003). 

 

 

Figura 7. Esquema de la mitocondrial y sus diferentes compartimentos. Modificado 
de (Krauss, 2001). 

 

4.1 Estructura 

Son orgánulos celulares de aproximadamente 0.5-1 µm de diámetro y hasta 7 

µm de longitud, rodeados de una doble membrana. La mitocondria está 

constituida por la membrana mitocondrial externa (MME), el espacio 

intermembrana (EIM), membrana mitocondrial interna (MMI), las crestas 

mitocondriales y la matriz mitocondrial (MM) (Rappaport et al., 1998) (Figura 

7). La MME tiene una relación de proteínas/fosfolípidos similar a la de la 

membrana plasmática (50:50) y contiene un gran número de proteínas 
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integrales llamadas “porinas” que forman canales para permitir el paso de 

moléculas de más de 5000 Daltons (Rappaport et al., 1998; Krauss, 2001). Las 

proteínas más grandes también pueden entrar en la mitocondria si una 

secuencia de señalización en su extremo N-teminal se une a las traslocasas 

(complejo proteico de transporte de la MME). La alteración de la MME permite 

la fuga de las proteínas del EIM al citosol, dando lugar a la muerte celular 

(Chipuk et al., 2006). Debido a que la MME es completamente permeable a 

moléculas de pequeño tamaño, como iones y azúcares, sus concentraciones son 

similares en el EIM y en el citosol (Rappaport et al., 1998). Sin embargo, como 

las proteínas grandes deben tener una secuencia de señalización específica 

para poder ser transportadas a través de la MME, no todas consiguen entrar en 

la mitocondria, por ello la composición es diferente entre el EIM y el citosol. 

Una proteína que se localiza de ésta manera en el EIM es el citocromo c 

(Chipuk et al., 2006).  

La MMI contiene proteínas que realizan varias funciones, como las reacciones 

de óxido-reducción o REDOX de la fosforilación oxidativa, regulan el transporte 

de metabolitos desde la matriz mitocondrial (porinas) y además en ella se 

encuentra la ATP-sintasa (Rappaport et al., 1998; McBride et al., 2006). La 

proporción de proteínas/fosfolípidos es de 80:20 y es rica en el fosfolípido 

cardiolipina. Dicho fosfolípido contiene cuatro ácidos grasos que le confieren 

impermeabilidad a la MMI (Krauss, 2001; Voet, 2006). A diferencia de la MME, 

la MMI no contiene porinas y es muy poco permeable, de modo que todos los 

iones y moléculas requieren transportadores de membrana para entrar o salir 

de la matriz mitocondrial (Rappaport et al., 1998).  
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4.2 Características de las mitocondrias 

La morfología, la localización y el metabolismo energético de las mitocondrias 

cambian marcadamente durante la espermatogénesis. En el epitelio germinal se 

distinguen tres tipos diferentes de mitocondrias (Ramalho-Santos et al., 2009). 

Las mitocondrias “ortodoxas”, ovoidales y con las crestas mitocondriales 

laminares, se encuentran en las espermatogonias y espermatocitos tempranos. 

Las mitocondrias “condensadas”, con las crestas mitocondriales replegadas, son 

consideradas las más eficientes y están en espermatocitos tardíos y 

espermátidas (Figura 8). Por último, las mitocondrias “intermedias” las 

podemos encontrar tanto en espermatocitos primarios como tardíos, y como su 

propio nombre indica, es una estructura de evolución entre las ortodoxas y las 

condensadas (De Martino et al., 1979; Amaral et al., 2013). 

 

 

Figura 8. Cambio en la configuración de las mitocondrias. Modificada de (Paniagua 
R, 2007). 
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Durante la espermiogénesis, las mitocondrias se organizan en estructuras 

tubulares helicoidales ancladas alrededor de la porción anterior de nueve pares 

de fibras densas y del axonema formando la pieza intermedia. Los complejos 

filamentosos llamados retículo sub-mitocondrial sostienen el anclaje de la vaina 

mitocondrial (Olson and Winfrey, 1990; 1992). Una estructura de queratina 

denominada “cápsulas mitocondriales” cubre la MME de las mitocondrias 

espermáticas. Está formada por puentes disulfuro entre moléculas de cisteína y 

de prolina rica en selenoproteínas (Ursini et al., 1999). Todo esto puede 

conferir protección a las mitocondrias y al ADN mitocondrial (Amaral et al., 

2013). 

4.3 Función 

Las mitocondrias son elementos muy importantes en la muerte celular 

programada, ya que regulan de forma activa la apoptosis tanto en levaduras, 

como en eucariotas inferiores y células humanas (Kroemer et al., 2007). Son 

capaces de emitir señales de peligro, como la producción de EROS, dentro de la 

célula, para alertar de perturbaciones en la homeóstasis mitocondrial (Krysko et 

al., 2011). Además, el incremento de la permeabilidad de la MME representa un 

punto de no retorno que conduce a la muerte de la célula (Tait and Green, 

2010; Galluzzi et al., 2012d). Dicho  incremento ocurre en una gran variedad de 

patologías incluyendo enfermedades infecciosas, condiciones isquémicas, 

alteraciones neurodegenerativas y cáncer (Kroemer et al., 2007; Tait and 

Green, 2010). En la mitocondria, el potencial de membrana del EIM lo produce 

la actividad de las enzimas de la cadena mitocondrial de transporte de 
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electrones (CMTE), también llamada cadena respiratoria mitocondrial (CRM) de 

la MMI y por el ciclo de Krebs de la matriz mitocondrial (también conocido como 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo del ácido cítrico) (Zhao et al., 2003; 

McBride et al., 2006). Cada molécula de piruvato producida en la glucólisis 

anaerobia es transportada desde el citosol a través de la MMI hacia la matriz 

mitocondrial donde sufre una descarboxilación oxidativa y se une a la coenzima 

A para formar CO2, acetil-CoA y poder reductor en forma de NADH (Voet, 

2006). 

El acetil-CoA es el sustrato primario para entrar en el ciclo de Krebs. Las 

enzimas de dicho ciclo están situadas en la matriz mitocondrial, con la 

excepción de la succinato deshidrogenasa, que está unida a la MMI formando 

parte del complejo II de la CMTE. El ciclo de Krebs oxida la acetil-CoA a CO2, y 

produce tres moléculas de NADH (mediante la isocitrato deshidrogenasa, 

cetoglutarato deshidrogenasa y malato deshidrogenasa) y una molécula de 

FADH2 (mediante la succinato deshidrogenasa). Estas moléculas son una fuente 

de transporte de electrones a lo largo de los complejos respiratorios de la CRM. 

Además, el ciclo de los ácidos tricarboxílicos produce una molécula de GTP que 

se convierte fácilmente en ATP (Voet, 2006). 

La CMTE está compuesta por cinco complejos (I-V). Las proteínas que forman 

estos complejos interactúan de forma específica para formar estructuras 

supramoleculares denominadas “supercomplejos respiratorios” o “respirasomas” 

(Dudkina et al., 2008). La NADH deshidrogenasa (complejo I), la succinato 

deshidrogenasa (complejo II), la citocromo c reductasa (complejo III) y 
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lacitocromo c oxidasa (complejo IV) realizan la transferencia de electrones y 

liberación gradual de la energía que se utiliza para la bomba de protones en el 

EIM (Voet, 2006) (Figura 9). A medida que la concentración de protones 

aumenta en el EIM, se establece un gradiente electroquímico a través de la 

MMI. Los protones pueden volver a la matriz mitocondrial mediante el complejo 

ATP-sintasa (complejo V), y su energía se utiliza para sintetizar ATP a partir de 

ADP y fosfato inorgánico (Pi) (Voet, 2006). Este proceso, llamado quimiosmosis, 

fue descrito por primera vez por Peter Mitchell (Mitchell, 1967) que fue 

galardonado por su trabajo con el Premio Nobel de Química en 1978, como 

hemos mencionado anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cadena mitocondrial de transporte de electrones. Modificada de (Paniagua 
R, 2007).  
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5. LA RESPIRACIÓN CELULAR: CADENA DE TRANSPORTE DE 

ELECTRONES MITOCONDRIAL Y FOSFORILACIÓN OXIDATIVA 

La mitocondria es el principal orgánulo encargado de la producción de energía 

en la célula. Dicho orgánulo produce ATP mediante la fosforilación oxidativa. 

Esta vía es más eficiente que la glucólisis; de una molécula de glucosa se 

obtienen 36 moléculas de ATP en la fosforilación oxidativa y 2 moléculas de 

ATP en la glucólisis (Johnstone et al., 2002). 

La fosforilación oxidativa se realiza a través de la CMTE y la ATP-sintasa. Los 

componentes de dicha vía están embebidos en la MMI. Existen dos 

transportadores de electrones (coenzima Q y citocromo c) y cinco complejos 

enzimáticos (I-V), como hemos comentado anteriormente. El complejo I (NADH 

ubiquinona oxidorreductasa) está compuesto por la NADH deshidrogenasa, su 

grupo prostético flavin mononucleótido (FMN) y centros Fe-S. El complejo II 

(Succinato ubiquinona oxidorreductasa) está constituido por el  citocromo b, 

tres centros Fe-S y el FAD (flavin adenin dinucleótido). El complejo III 

(ubiquinol citocromo c oxidorreductasa) está formado por un centro Fe-S y los 

citocromos b y c1. El complejo IV (citocromo c oxidasa) está compuesto por 

CuA, CuB, citocromo a y citocromo a3. El complejo V es la denominada ATP-

sintasa o F1-F0asa (Johnstone et al., 2002). 

El NADH+ y el FADH2 ceden sus dos electrones, que son conducidos por la 

CMTE, separándose de los protones. Al final de la cadena se reúnen de nuevo 



INTRODUCCIÓN 

34 María Plaza Dávila | TESIS DOCTORAL
 

los electrones con los protones y el O2 para generar H2O y ATP, a partir de ADP 

y Pi, a través de la ATP-sintasa (Johnstone et al., 2002). 

5.1 COMPLEJO I (NADH deshidrogenasa o ubiquinona 

oxidorreductasa) y COMPLEJO II (Succinato deshidrogenasa o 

Succinato ubiquinona oxidorreductasa)  

Los complejos I y II son las vías de entrada de los electrones a la cadena 

respiratoria mitocondrial. El complejo I es un complejo multienzimático donde la 

FMN cataliza la transferencia de electrones del NADH (procedente del ciclo de 

Krebs) a la coenzima Q (ubiquinona Q) en la cadena respiratoria. El NADH 

utiliza la coenzima Q como aceptor de dos electrones, y una vez transferidos, se 

bombean dos protones al EIM generando un gradiente electroquímico y fuerza 

motriz de protones por cada par de protones transferidos. El complejo II o 

succinato deshidrogenasa (que forma parte del ciclo de Krebs) reduce el FAD a 

FADH2 introduce dos electrones en la CMTE o CRM y bombea dos protones al 

EIM. 

Aunque el mecanismo real del bombeo de protones no es del todo conocido, 

sabemos que al final de la CMTE, la energía producida por el transporte se 

utilizará para el funcionamiento de la ATP-sintasa. En primer lugar dará paso a 

los protones concentrados en el EIM hacia la matriz mitocondrial para unirse al 

O2 y formar H2O, y en segundo lugar la fosforilación del ADP y posterior 

conversión en ATP (ADP+Pi→ATP+H2O), acumulándose en la matriz 

mitocondrial (Lambert and Brand, 2004b).  
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El complejo I es probablemente el lugar donde se producen más EROS de la 

mitocondria (Zoccarato et al., 2007). Se han propuesto como fuentes de 

producción de EROS varios sitios entre la FMN y la ubiquinona Q dentro del 

complejo I (Chance et al., 1979; Herrero and Barja, 2000; Kushnareva et al., 

2002; Liu et al., 2002; Genova et al., 2003; Verkhovskaya et al., 2008). Uno de 

los lugares y fuente más probable podría ser la flavoproteína Fe-S (Herrero and 

Barja, 2000; Genova et al., 2001; Ohnishi et al., 2005). Aunque también la 

ubiquinona Q o la FMN per se, podrían ser lugares de generación de EROS 

(Herrero and Barja, 2000; Liu et al., 2002; Genova et al., 2003; Lambert and 

Brand, 2004a).  

La rotenona es un inhibidor irreversible de la ubiquinona Q, dando lugar a la 

producción de radicales libres, sobre todo de anión superoxido (O2
), que puede 

alterar la homeóstasis celular (Zoccarato et al., 2007; Moldzio et al., 2010). La 

rotenona es un isoflavonoide lipofílico que se puede encontrar en diferentes 

especies de plantas, como Derris or lonchocarpus (Singer and Ramsay, 1994; 

Moldzio et al., 2010). Se cree que la rotenona aumenta la liberación de O2
 en 

la matriz mitocondrial sólo a través del complejo I (St-Pierre et al., 2002; 

Lambert and Brand, 2004a; Ohnishi et al., 2005).  

5.2 COMPLEJO III (complejo b-c1, ubiquinona/citocromo c reductasa) 

y COMPLEJO IV (complejo citocromo c oxidasa). 

El complejo III se cree que está constituido por dos partes de una ubiquinona 

Q. La Q1 que está orientada hacia la matriz mitocondrial y la Q0 orientada hacia 

el EIM (Boveris and Cadenas, 1975; Boveris et al., 1976; Lenaz et al., 1978; 
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Rich and Bonner, 1978; Turrens et al., 1985; Crofts et al., 1999a; Crofts et al., 

1999b; Starkov and Fiskum, 2001; St-Pierre et al., 2002; Turrens, 2003). Esto 

sugiere que existen al menos dos sitios diferentes de transferencia de 

electrones (Boveris et al., 1976). 

En primer lugar la ubiquinona Q se reduce a QH2 en la parte interna de la MMI 

y migra hacia la parte externa. Durante este proceso se transfieren 2 protones 

al EIM y un electrón al citocromo c1 (parte del complejo III), que 

posteriormente pasará al complejo IV. El segundo electrón pasa del Q0 al 

Q1reduciéndose el citocromo b del complejo III y completándose de esta 

manera el ciclo. El citocromo c y la citocromo c oxidasa (ambos forman el 

complejo IV), sólo aceptan los electrones de uno en uno secuencialmente (Gille 

and Nohl, 2001). 

La antimicina-A (antibiótico procedente del género Streptomyces) se une al Q1 

bloqueando el paso del segundo electrón al citocromo b. Por lo tanto la 

antimicina-A estimula la fuga de electrones inhibiendo la formación de QH2 

(Starkov and Fiskum, 2001). Todo ello indica que tanto Q0 como Q1 podrían ser 

lugares de generación de EROS, especialmente de O2
 (Raha et al., 2000). 

El cianuro tiene la capacidad de inhibir el complejo IV, bloqueando a la  

citocromo c oxidasa. Ello va a desencadenar la fuga de electrones, por lo que se 

pierde energía para la producción de ATP (Stowe and Camara, 2009). 
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5.3 ATP-sintasa (F1-F0asa). 

La ATP-sintasa utiliza la fuerza motriz de los protones para convertir el ADP y Pi 

en ATP. Se trata de una proteína trans-membrana cuya estructura es la más 

compleja de toda la MMI.  

Los protones bombeados al EIM por los complejos de la cadena y los electrones 

que se transportan a través de dichos complejos proporcionan la energía que la 

ATP-sintasa utiliza para devolver los protones a la matriz mitocondrial, donde 

junto con los electrones y el O2 se transformarán en H2O. Al mismo tiempo 

fosforila una molécula de  ADP para obtener ATP (Figura 10). La subunidad F0 

se abre y permite el paso de los protones desde el EIM a la matriz, mientras 

que la F1 es la que tiene función catalítica. Paul Boyer (Boyer, 1997) propuso 

que la ATP-sintasa pasa por tres estados: uno abierto (donde permite el paso 

de los protones), otro donde está unido el ADP y el Pi y por último uno donde 

se encuentra unido el ATP. Al final cada molécula de ATP será liberada a la 

matriz mitocondrial junto con las moléculas de H2O (Krauss, 2001). 
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Figura 10. Mecanismo de producción de ATP por la ATP-sintasa. Modificada de 
(Murray, 2003). 

 

La oligomicina-A es un inhibidor de la ATP-sintasa, concretamente bloquea la 

subunidad F0 de tal manera que impide el paso de los protones desde el EIM a 

la matriz mitocondrial. Se trata de un macrólido producido por bacterias del 

género Streptomyces (Vernet et al., 2001; Erkkila et al., 2006). 

Además de los inhibidores de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial anteriormente citados, también existen agentes desacoplantes de 

la mitocondria, como son el carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) 

y el 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP). Dichos agentes favorecen el paso de protones 

desde el EIM a la matriz antes de que sean utilizados por la ATP-sintasa. 
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Disipan el gradiente electroquímico y desacoplan el transporte de electrones lo 

que inhibe la formación de ATP y H2O (Erkkila et al., 2006; Koppers et al., 

2008; Dong et al., 2010). La razón es que ambos agentes son solubles en 

lípidos y por tanto, atraviesan con facilidad la MMI, devolviendo los protones a 

la matriz en lugar de que los devuelva la ATP-sintasa. 

6. PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (EROs) 

En 1943, el científico John McLeod demostró que los espermatozoides humanos 

producían especies reactivas de oxígeno, y que éstas tenían efectos deletéreos 

sobre ciertas funciones de estas células. Las EROs son moléculas muy reactivas 

debido a que contienen oxígeno con electrones desapareados en su último 

orbital. En el caso de los espermatozoides, la mitocondria es el principal 

orgánulo implicado en la producción de las EROs (Koppers et al., 2008), aunque 

también pueden provenir de leucocitos presentes en el eyaculado (Aitken and 

Baker, 1995), radiaciones electromagnéticas externas (De Iuliis et al., 2009), 

xenobióticos (Bennetts et al., 2008), como consecuencia del metabolismo de los 

propios espermatozoides (Baker and Aitken, 2004) o debido a cualquier factor 

que interfiera con la cadena mitocondrial de transporte de electrones.  

El estrés oxidativo es un fenómeno causado por la existencia de un 

desequilibrio entre la producción y la detoxificación de las EROs. El entorno 

reductor de las células somáticas se mantiene gracias a la presencia de enzimas 

como la superóxido dismutasa, la glutatión peroxidasa y la catalasa que actúan 
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neutralizando radicales libres. Estas enzimas también están presentes en los 

espermatozoides (Nissen and Kreysel, 1983; Jeulin et al., 1989). Los 

desequilibrios que se produzcan en las reacciones de oxidación-reducción 

(estado REDOX) pueden causar efectos tóxicos a través de la producción de 

peróxidos y radicales libres que dañan componentes esenciales de las células, 

como el ADN (Tunc et al., 2009; Tunc and Tremellen, 2009), proteínas (Sikka et 

al., 1995) y lípidos (Koppers et al., 2010; Maia Mda et al., 2010).  

Diversas investigaciones han demostrado que la producción de bajas cantidades 

de EROs es necesaria en el control de la hiperactivación (de Lamirande and 

Gagnon, 1993a), la reacción acrosómica (Griveau et al., 1994), y la fusión del 

espermatozoide con el ovocito (de Lamirande and Gagnon, 1993b). Por el 

contrario, la producción de grandes cantidades de EROs tiene efectos adversos 

en la viabilidad y la función de los espermatozoides, debiéndose mantener un 

equilibrio entre la producción y la detoxificación de las EROs (de Lamirande and 

Gagnon, 1995). 

En el caso de los espermatozoides, durante la respiración celular en la 

mitocondria, el anión O2
 puede dismutar espontánea o enzimáticamente 

(mediante la acción de la superóxido dismutasa) a peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Aunque el O2
 puede producir radicales libres más tóxicos que el H2O2, 

su vida media es muy corta (1ms) y su permeabilidad es baja (Iwasaki and 

Gagnon, 1992; Ball et al., 2001). Los espermatozoides tienen una capacidad 

limitada para almacenar enzimas antioxidantes y una membrana plasmática 

muy abundante en ácidos grasos poliinsaturados que los hacen muy 
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susceptibles a la acción de estas EROs (Baker and Aitken, 2005; Wathes et al., 

2007).  

El espermatozoide de mamíferos de interés ganadero es sometido con 

frecuencia a procesos biotecnológicos como la criopreservación; durante este 

proceso tiene lugar un incremento de la producción de EROs (Chatterjee and 

Gagnon, 2001) que está asociado, a su vez, a incrementos en la peroxidación 

de los lípidos de la membrana plasmática (Ortega Ferrusola et al., 2009), a un 

incremento en la fragmentación del ADN (Bucak et al., 2010) y a una 

disminución de la motilidad espermática (Awda et al., 2009) entre otros efectos. 

La adición de antioxidantes (Neagu et al., 2010) y enzimas reductoras (Gadea 

et al., 2011) han demostrado su eficacia a la hora de proteger y mejorar la 

calidad de los espermatozoides descongelados.  

Todas estas EROs además de producir oxidaciones que dañan proteínas, lípidos 

y ADN, activan factores pro-apoptóticos desencadenando un fenómeno similar a 

la apoptosis (apoptosis-like), responsable tanto de la muerte de los 

espermatozoides como de los daños subletales que disminuyen la vida media y 

la capacidad fecundante de las células (Ortega-Ferrusola et al., 2008). 

7. CONTROL DE LA MUERTE CELULAR POR LA MITOCONDRIA 

En el pasado se pensaba que las mitocondrias eran meros orgánulos 

productores de energía. Actualmente sabemos que desarrollan muchas otras 

funciones, como hemos mencionado anteriormente. Varios autores han 
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descubierto que intervienen en la muerte celular producida por alteraciones en 

la homeóstasis. Ellas modulan la apoptosis de la célula mediante el 

desencadenamiento de una cascada de eventos que tendrá como fin la muerte 

de la célula (Zamzami et al., 1995; Kroemer et al., 2007; Tait and Green, 

2010). 

Existen dos vías principales implicadas en el proceso de apoptosis: la vía 

intrínseca o mitocondrial y la vía extrínseca o de los receptores de muerte 

celular. Ambas están interconectadas a distintos niveles, de hecho, la extrínseca 

puede utilizar parte de la vía mitocondrial para amplificar su señal. Dentro de la 

mitocondria existen proteínas que tienen un papel clave en el 

desencadenamiento de la apoptosis, como el citocromo c, que al liberarse al 

citoplasma, activa las denominadas caspasas (cisteinil aspartato proteasas) 

(Igney and Krammer, 2002; Galluzzi et al., 2012c; Galluzzi et al., 2012d).  

Estas proteínas activadas tanto en la vía intrínseca como en la extrínseca, se 

sintetizan como proteínas precursoras (pro-caspasas) y que son finalmente 

activadas como caspasas por determinados factores como el TNF (Factor de 

Necrosis Tumoral), miembros de la familia Bcl-2 o las EROS. Existen dos tipos, 

las iniciadoras y las efectoras. Las iniciadoras (Caspasa 8 y 9 principalmente) 

son necesarias para comenzar la cascada apoptótica mediante la activación de 

las efectoras. Una vez activadas las efectoras (Caspasas 3 y 7 principalmente), 

son las encargadas de llevar a cabo la lisis que conlleva a la muerte de la célula 

(Thornberry and Lazebnik, 1998). 
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7.1. Vía extrínseca 

Esta vía se inicia por estímulos extracelulares, mediante la activación de 

receptores de muerte celular de la familia del TNF que se encuentran anclados 

en la membrana plasmática (Gupta, 2003). 

Se produce la activación de la caspasa 8, iniciadora de la vía extrínseca. La 8 

activa a las caspasas efectoras 3 y 7 (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004), que 

darán lugar a la proteólisis de sustratos y finalmente a la muerte celular.  

7.2. Vía intrínseca 

Se caracteriza por el papel fundamental que ejerce la mitocondria (Kroemer et 

al., 2007). En la membrana externa mitocondrial están presentes proteínas de 

la familia Bcl-2 que regulan procesos de permeabilización mitocondrial y 

constituyen un punto clave en la vía intrínseca de apoptosis. Algunos de los 

miembros de esta familia desempeñan funciones anti-apoptóticas (Bcl-2 o Bcl-

XL) y otras funciones pro-apoptóticas (BAX, BAD, BAK) (Figura 11). Durante 

situaciones de estrés celular, estas proteínas con función anti-apoptótica 

pueden desestabilizarse. Si el equilibrio entre factores pro-apoptóticos y anti-

apoptóticos se rompe a favor de los primeros se activará la vía intrínseca de la 

apoptosis. Este desequilibrio favorece la unión de las proteínas pro-apoptóticas 

Bax-Bak, dando lugar a oligómeros en la superficie de la membrana externa de 

la mitocondria, originando la aparición de canales mitocondriales y 

comprometiendo la integridad de dicha membrana (Pavlov et al., 2001). Como 

consecuencia, los factores pro-apoptóticos presentes en el EIM se liberan al 
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citoplasma. Entre ellos se encuentran el citocromo c, que activa directamente al 

factor proteasa Apaf-1, y que en presencia de ATP, promueve la formación de 

un complejo multimérico denominado apoptosoma. Este apoptosoma media en 

la activación de la caspasa iniciadora 9, que activará las caspasas efectoras 3, 6 

y 7 (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). 

No sólo los miembros de la familia Bcl-2 son capaces de desestabilizar la 

membrana mitocondrial y liberar los factores pro-apoptóticos. Otros factores 

como ciertas proteasas (Johnson, 2000; Suzuki et al., 2004), EROs o la 

presencia de Ca2+ pueden inducir también la apoptosis por esta vía (Kroemer et 

al., 2007). 

 

Figura 11. Vía intrínseca de la apoptosis. Modificada de  http://www.e-
allscience.com/blogs/news/12684405-apoptosis-muerte-celular-programada 
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Estudios previos en nuestro laboratorio (Ortega Ferrusola et al., 2010) 

evidencian la importancia de la vía intrínseca de la apoptosis en tecnologías 

reproductivas importantes en el caballo, como la congelación. Factores de la 

MMI y MME forman el denominado poro mitocondrial (Fiore et al., 1998; Rasola 

and Bernardi, 2007), que juega un papel muy importante en el proceso de 

congelación y descongelación del espermatozoide equino. Durante este 

proceso, la caída del potencial de membrana mitocondrial origina la apertura 

del poro, lo que provoca la liberación de factores pro-apoptóticos como el 

citocromo c, que desencadena la activación de caspasas, y posterior 

fragmentación del ADN y el aumento de la permeabilidad de membrana 

plasmática (Fiore et al., 1998; Anzar et al., 2002; Pena et al., 2003; Rasola and 

Bernardi, 2007). Todo ello se ha observado en espermatozoides humanos 

(Paasch et al., 2004) bovinos (Martin et al., 2004; Martin et al., 2007) y equinos 

(Brum et al., 2008; Ortega-Ferrusola et al., 2008). 

Las mitocondrias se sitúan en el centro de un complejo sistema de sensores 

que detectan perturbaciones en la homeostasis intracelular, incluyendo el estrés 

oxidativo o alteraciones de la permeabilidad o de pH entre otras. Desde una 

posición tan central, responden a grados relativamente leves de estrés dando 

lugar a respuestas adaptativas dirigidas al restablecimiento de la homeostasis. 

Un ejemplo de ello es la repuesta ante una infección viral, donde desencadenan 

la autofagia mediante la activación de la proteína mitocondrial NLRX1 

(nucleotide-binding oligomerization domain leucine rich repeat containing X1), 

el C1QBP (complement component 1q subcomponent-binding protein) y TOM 

(translocase of outer mitocondrial membrane 70 kDa subunit). A continuación, 
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dicha activación dará lugar a la expresión de moléculas antivirales, como el 

IFNβ (interferón β) y la IL-6 (Interleucina-6). A la inversa, cuando el daño está 

más allá de la recuperación, las mitocondrias desencadenan señales de peligro 

que darán lugar a la muerte celular (Galluzzi et al., 2012b). 

8. ENVÍO DE SEÑALES DE PELIGRO POR LA MITOCONDRIA 

Las mitocondrias no sólo decodifican los peligros para la célula en forma de 

activación de respuestas adaptativas o mediante el desencadenamiento de la 

muerte celular, sino también emiten señales de peligro que alertan de 

situaciones de estrés mitocondrial (Nunnari and Suomalainen, 2012). Mucho 

antes de causar alteraciones en la permeabilidad de la MME, la mitocondria 

activa la producción de EROS, que en condiciones fisiológicas se mantienen bajo 

control mediante moléculas antioxidantes (Hamanaka and Chandel, 2009; 

Green et al., 2011; Krysko et al., 2011; Tait and Green, 2012). Sin embargo, en 

respuesta a estímulos como hipoxia, infección viral y perturbaciones 

mitocondriales, como la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, o 

aumento de los niveles de EROS libres, se traducen en señales de peligro para 

la célula (Al-Mehdi et al., 2012). 

La disipación del potencial de membrana mitocondrial, como ocurre durante la 

alteración de la permeabilidad de la MME, es suficiente para inducir una crisis 

energética debido a la pérdida de protones resultante de dicha disipación. Todo 
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ello desencadena una situación citotóxica que da lugar a la muerte celular 

(Kroemer et al., 2009; Galluzzi et al., 2012d). 

Otros factores mitocondriales que pueden actuar como señales de peligro son el 

ATP o la cardiolipina. El ATP estimula la respuesta inflamatoria mediante la 

activación del NLRP3 (nucleotide-binding oligomerization domain leucine rich 

repeat containing P3), un inflamasoma que promueve la maduración de 

citoquinas e induce la piroptosis celular (proceso de muerte celular programada 

diferente a la apoptosis) (Zitvogel et al., 2010). La cardiolipina puede ser 

liberada o expuesta en la superficie de la célula, posteriormente se une a los 

receptores CD1d de las células presentadoras de antígenos y todo ello 

desencadenará la activación de las células T o linfocitos T de la respuesta 

inflamatoria (Schlame, 2008; Dieude et al., 2011). 

Así, múltiples componentes mitocondriales, una vez expuestos o liberados en el 

microambiente extracelular o en el torrente sanguíneo transmitirán señales de 

peligro que son decodificadas por el organismo para promover respuestas 

sistémicas innatas (Galluzzi et al., 2012a).  

Por lo tanto, las mitocondrias, además de ser la principal fuente intracelular de 

ATP y tener un papel destacado en la regulación de la muerte celular, están 

profundamente involucradas en la señalización de peligro de alteración de la 

homeostasis. Por una parte, las mitocondrias son capaces de decodificar 

señales de peligro entrantes (por ejemplo en una infección viral) y traducirlas 

en respuestas adaptativas. Por otra parte, son capaces de emitir señales de 

peligro intracelulares cuando se producen alteraciones en la homeostasis, y si 



INTRODUCCIÓN 

48 María Plaza Dávila | TESIS DOCTORAL
 

dicha homeostasis no se puede restablecer y se produce la muerte celular, las 

señales emitidas por las mitocondrias serán interpretadas por el sistema inmune 

que desencadenará una respuesta inflamatoria estéril. Por estas razones, las 

mitocondrias se consideran como grandes reguladoras de la señalización de 

peligro celular (Galluzzi et al., 2012a). 
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OBJETIVOS 

Basándonos en la importancia de la mitocondria en el espermatozoide y el 

efecto que en ellas tienen las tecnologías reproductivas actuales nos 

propusimos estudiar en la presente Tesis Doctoral la función mitocondrial en el 

espermatozoide equino. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos 

específicos: 

 

 Estudiar la importancia de la fosforilación oxidativa como fuente de 

energía para el espermatozoide equino. 

 

 Estudiar la mitocondria como generadora de especies reactivas de 

oxígeno y determinar el papel de la misma como reguladora de la 

senescencia en el espermatozoide de caballo. 

 

 Evaluar la respuesta de los espermatozoides equinos en condiciones 

de capacitación, a la inhibición del complejo I mitocondrial en un 

ensayo de unión heterólogo y comprobar si el antioxidante 

epigalocatequina-3-galato podría contrarrestar ese efecto. 
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DISCUSIÓN 

En nuestro primer trabajo “Inhibition of mitocondrial complex I leads to 

decreased motility and membrane integrity to increased hydrogen 

peroxide, and the inhibition of glycolysis reduces sperm velocities in 

stallion spermatozoa” estudiamos los efectos de interrumpir el flujo de 

electrones en dos puntos específicos (complejo I y complejo III). Su inhibición 

provocó la disminución de las motilidades (total y progresiva) y velocidades de 

los espermatozoides ligada a la reducción en la producción de ATP y del 

potencial de membrana mitocondrial.  

Con respecto a la producción de EROS, se observaron efectos interesantes. En 

la inhibición de los complejos I y III se redujo dicha producción como se vio en 

el experimento usando CellRox Deep Red para medir el estrés oxidativo. Este 

hallazgo parece una paradoja, ya que dichos complejos son reconocidos en la 

bibliografía como las principales fuentes de producción de EROS, tanto en 

células somáticas (Genova et al., 2003) como en espermatozoides (Koppers et 

al., 2008). Sin embargo, nuestro hallazgo se puede explicar por el hecho de que 

esta sonda es específicamente sensible al anión superóxido (O2
). Según el 

fabricante de CellRox Deep Red, la sonda reconoce sólo el anión O2
 y el 

radical hidroxilo (HO). Debido a que es poco probable la presencia significativa 

de cationes divalentes en nuestro modelo, la explicación de nuestros hallazgos, 

es que una vez se interrumpe la cadena de transporte de electrones, la 
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mitocondria colapsa y cesa la pérdida de electrones, y por lo tanto la 

producción del anión O2
.  

Al aplicar la sonda hidroetidina detectamos un aumento de la producción de O2
 

sólo en las muestras tratadas con antimicina-A 10 µM después de una hora de 

incubación, La discrepancia entre CellRox Deep Red e hidroetidina puede 

explicarse por el hecho de que CellRox Deep Red se utilizó para detectar EROS 

sólo en células vivas, mientras que la hidroetidina fue utilizada en toda la 

población. Por consiguiente, el aumento observado se explica porque, en este 

último caso, el O2
 fue producido por las células muertas. Esta teoría también se 

apoya en el aumento en el número de células muertas tras el tratamiento con 

antimicina-A, y por la correlación positiva observada entre la motilidad de la 

muestra, la integridad de membrana y los espermatozoides CellRox Deep Red 

-positivos. También apoya nuestra hipótesis el rápido colapso del potencial de 

membrana mitocondrial observado después de la inhibición de ambos 

complejos, lo que refuerza además la hipótesis de que la interrupción de la 

CMTE reduce la fuga de electrones.  

Por otro lado, estudios anteriores han demostrado que los inhibidores 

mitocondriales pueden aumentar o disminuir la producción de EROS (Xi et al., 

2005). En las células somáticas, una pequeña despolarización mitocondrial 

conduce a un aumento de la generación de EROS, mientras que una 

despolarización más intensa reduce dicha producción. Esto tiene sentido ya que 

sabemos que del 1 al 2 % del oxígeno utilizado por la CMTE no se reduce 

completamente, sino que da lugar al anión O2
 (Turrens, 2003).  
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Nuestros resultados junto a trabajos recientes de otros grupos indican que la 

elevada producción de dicho anión puede ser un indicador de espermatozoides 

con una intensa actividad mitocondrial (Gibb et al., 2014), y no necesariamente 

de espermatozoides sufriendo un intenso estrés oxidativo. Una prueba más a 

favor de esta hipótesis es la reducción en la producción de ATP, que acompaña 

al descenso en los espermatozoides CellRox Deep Red-positivos, inducida por 

ambos inhibidores, y las correlaciones positivas encontradas entre los 

espermatozoides MitoSOX-positivos (con mayor producción de O2
 mitocondrial) 

y sus motilidades y velocidades. Para investigar más en profundidad la 

presencia de EROS mitocondrial, se usó una sonda específica en la producción 

de O2
 (MitoSOX). La inhibición del complejo I dio lugar a un aumento en el O2

 

mitocondrial después de 6 horas de incubación, acompañado por incremento 

paralelo en H2O2. La rotenona induce generación de H2O2 mitocondrial en 

células somáticas (Genova et al., 2003), y en nuestro estudio también fue 

evidente en el espermatozoide de caballo.  

La antimicina-A conduce a la generación del radical semiquinona (Sun and 

Trumpower, 2003), que luego se estabiliza cediendo sus electrones al oxígeno 

para formar O2
 en el espacio intermembrana. Posteriormente el O2

dismuta a 

H2O2 mediante la superoxido dismutasa y se escapa al exterior de la célula. No 

hemos podido detectar aumentos significativos de H2O2, incluso después de 

largos periodos de incubación. Esto podría ser debido a la reducida producción 

de O2
 provocada por la acción de la antimicina-A. 
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Aunque estudios anteriores parecen indicar que los espermatozoides de caballo 

son muy dependientes del ATP generado en la mitocondria (Ortega Ferrusola et 

al., 2010; Gibb et al., 2014), el papel de la glucólisis aún no ha sido estudiado 

en profundidad. Por esta razón, quisimos determinar el papel de la glucólisis 

como fuente de energía para la motilidad. Para ello utilizamos la 2-deoxiglucosa 

(2-DG), un inhibidor específico de dicha vía metabólica. Al bloquear la glucólisis, 

las velocidades disminuyeron inmediatamente, pero no hubo cambios en el 

porcentaje de espermatozoides motiles progresivos. Además, para reforzar 

nuestros hallazgos, también incubamos los espermatozoides en dos medios 

diferentes; uno desprovisto completamente de glucosa y otro sin glucosa y sin 

piruvato. Observamos una reducción de la motilidad total y de la VCL después 

de la incubación durante 3 horas en el medio sin glucosa y sin piruvato. Con 

respecto a la cantidad de ATP no se observaron cambios. Nuestros resultados 

sugieren que la fosforilación oxidativa es la principal fuente de energía para la 

motilidad del espermatozoide equino como se había sugerido previamente 

(Ortega Ferrusola et al., 2010; Gibb et al., 2014). En resumen, podemos 

concluir diciendo que la fosforilación oxidativa es la principal fuente de energía 

en el espermatozoide equino, para mantener las motilidades, pero también 

necesitan la glucólisis para mantener las velocidades. La inhibición del complejo 

I de la CMTE conduce a la reducción de la motilidad debido principalmente a la 

disminución en la producción de ATP, y probablemente también a  una mayor 

producción de H2O2 sobre todo tras largos periodos de incubación. Un aspecto 

aplicativo inmediato de nuestros resultados indican que la producción de EROS 
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debe ser valorada correctamente en el eyaculado equino, al no ser 

necesariamente un reflejo de estrés oxidativo  

Como hemos comentado anteriormente, la producción de EROS influye en el 

proceso de capacitación, por lo tanto, nos planteamos que sería interesante 

investigar cómo respondería dicha célula en un ensayo de unión heterólogo.  

En el artículo “Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) reduces rotenone 

effect on stallion sperm zona pellucida heterologous binding” el 

objetivo de nuestro estudio fue evaluar la respuesta de los espermatozoides 

equinos después de la inhibición del complejo I de la CMTE y además probar si 

el EGCG, un componente polifenol natural del té verde, podría contrarrestar el 

efecto de la rotenona.  

La evaluación de la viabilidad de los espermatozoides de caballo, la integridad 

del acrosoma y la actividad mitocondrial no evidenciaron diferencias 

significativas en todas las concentraciones de rotenona aplicadas (100 nM, 500 

nM, 5 µM). La ausencia de diferencias significativas en el porcentaje de 

espermatozoides viables está de acuerdo con los datos obtenidos previamente 

(Gibb et al., 2014; Plaza Davila et al., 2015), donde se demuestra que la 

viabilidad de las muestras tratadas eran similares a los controles incluso 

utilizando la concentración más alta de rotenona (10 µM) durante una hora. 

Sólo después de 3 horas de incubación, la rotenona a una concentración 10 µM 

indujo diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides intactos 

(Plaza Davila et al., 2015); por el contrario nosotros no observamos una 

disminución significativa en el porcentaje de espermatozoides vivos con un alto 
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potencial de membrana mitocondrial, probablemente debido a que en este 

experimento usamos microscopía de fluorescencia en vez de citometría de flujo. 

Además, nos planteamos la posibilidad de añadir un antioxidante (EGCG) tanto 

a las muestras tratadas con las diferentes concentraciones de rotenona, como a 

las no tratadas.  

Para evaluar el efecto de la rotenona y del EGCG sobre la función in vitro de los 

espermatozoides de caballo, realizamos un ensayo de unión heterólogo 

mediante co-incubación con ovocitos de cerda. Debido a la baja disponibilidad 

de ovocitos equinos, en nuestro estudio realizamos el ensayo de unión 

heterólogo ya que otros estudios han demostrado la fiabilidad de ésta prueba 

(Sinowatz et al., 2003; Clulow et al., 2010; Balao da Silva et al., 2013). Se ha 

demostrado que los ensayos de unión homólogo ofrecen una buena fiabilidad 

en la predicción de la fertilidad del caballo (Fazeli et al., 1993; Fazeli et al., 

1995; Meyers et al., 1996).  

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran por primera vez que la 

inhibición con rotenona del complejo I de la CMTE del espermatozoide equino 

ejerce un efecto negativo en la capacidad de unión al ovocito. De hecho, de 

todas las concentraciones ensayadas, 100 nM, 500 nM y 5 µM disminuyeron 

significativamente el número de espermatozoides unidos por ovocito con 

respecto al grupo control.  

Cuando los espermatozoides se incubaron en condiciones de capacitación en 

presencia de  EGCG (10 µM y 20 µM), la unión al ovocito aumentó con respecto 

al control. La influencia positiva de la adicción de EGCG tanto en 
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espermatozoides frescos como congelados, ya fue demostrada en otros 

estudios en cerdo (Spinaci et al., 2008; Kaedei et al., 2012) sugiriendo una 

acción moduladora. Este efecto podría deberse a la acción antioxidante del 

EGCG en la producción excesiva de EROS cuando la capacidad antioxidante de 

la célula está superada por el estrés oxidativo (Aitken et al., 2015b). 

La concentración 10 µM de EGCG redujo el efecto negativo de 100 nM de 

rotenona sobre el binding. Las dosis más altas de EGCG (20 µM y 60 µM) no 

fueron capaces de revertir completamente el efecto inhibidor de la rotenona a 

100 nM, pero sí aumentaron el número de espermatozoides unidos al ovocito 

con respecto al grupo control. Sin embargo, EGCG no fue capaz de reducir el 

efecto negativo de las concentraciones más altas de rotenona (500 nM y 5 µM) 

en el ensayo de unión heterólogo. 

Se ha demostrado que la rotenona inhibe la fosforilación oxidativa y disminuye 

la producción de ATP en los espermatozoides equinos reduciendo la motilidad 

(Plaza Davila et al., 2015). Se podría plantear que el EGCG, contrarrestando la 

caída de ATP inducida por la rotenona, conseguiría garantizar el suministro de 

energía necesario para dicha función fisiológica del espermatozoide 

(Ferramosca and Zara, 2014). 

Para avanzar en el estudio de la funcionalidad de la mitocondria nos 

planteamos en el tercer artículo “Mitochondrial ATP is required for 

maintenance of membrane integrity in the stallion spermatozoa, while 

motility requires both glycolysis and oxidative phosphorylation” 
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evaluar el efecto del desacoplamiento de la CMTE y la inhibición respiración 

mitocondrial del espermatozoide equino.  

La exposición de los espermatozoides al carbonylcyanide-m-

chlorophenylhydrazone (CCCP) redujo su motilidad y aumentó los marcados con 

YOPRO-1, sin disminución de la integridad de membrana. El uso de 2,4-

dinitrofenol (2,4-DNP) también dio lugar a una disminución de la motilidad, no 

tuvo efecto sobre la integridad de membrana, y a diferencia del CCCP, el 2,4-

DNP no fue capaz de disminuir el potencial de membrana mitocondrial. La 

inhibición del complejo IV de la CMTE por parte de NaCN dio lugar a un 

marcado descenso de la motilidad y especialmente en las velocidades. Sin 

embargo, la integridad de membrana se vio afectada sólo a 10 mM. La 

inhibición de la subunidad F0 de la ATP-sintasa por la oligomicina-A redujo 

significativamente tanto las motilidades como las velocidades de los 

espermatozoides. Además produjo un gran colapso en la integridad de la 

membrana mitocondrial. Estos resultados indican que el ATP mitocondrial es 

esencial para la funcionalidad espermática, como sugieren otros estudios 

(Ortega Ferrusola et al., 2010; Gibb et al., 2014). Sin embargo, se describe por 

primera vez la importancia de la actividad de la ATP-sintasa mitocondrial para el 

mantenimiento de las membranas de los espermatozoides. 

Aunque la respiración mitocondrial es superior a la glucólisis con respecto a la 

eficiencia de síntesis de ATP, los espermatozoides de la mayoría de especies de 

mamíferos parecen basarse en la glucólisis para producir la energía necesaria 

para la motilidad y velocidad (Mukai and Okuno, 2004). Experimentos 
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realizados con espermatozoides de ratón mostraron que el tratamiento con 

CCCP no afectó a la motilidad cuando la glucosa estaba presente en los medios 

de incubación. Esto se contrapone con nuestros hallazgos en espermatozoides 

de caballo, donde el desacoplamiento de las mitocondrias por parte del CCCP y 

el 2,4-DNP, la inhibición del complejo IV por el NaCN y de la ATP-sintasa por la 

oligomicina-A disminuyeron las motilidades y velocidades a pesar de la 

presencia de glucosa.  

Por lo tanto, el desacoplamiento de la CMTE o la inhibición de la respiración 

mitocondrial y la consecuente disminución en la producción de ATP muestran 

que, como habíamos subrayado anteriormente, la motilidad del espermatozoide 

de caballo es muy dependiente de la generación aeróbica de ATP (Gibb et al., 

2014). Mientras que en otras especies se ha demostrado que es más 

dependiente de la glucólisis anaerobia (Storey, 2008). 

En nuestros resultados, aunque la cantidad de ATP estaba reducida no 

desaparecía, con la posible excepción de la inhibición de la ATP-sintasa, cuando 

se produce una reducción del 70% en el contenido de ATP. Además, la 

oligomicina-A fue capaz de abolir la integridad de membrana y reducir 

drásticamente la motilidad de los espermatozoides después de 3 horas de 

incubación, no observándose un efecto tan dramático en las velocidades. Una 

posible explicación podría ser que existen otras fuentes complementarias de 

ATP en el espermatozoide de caballo. Para comprobar esta hipótesis se inhibió 

la glucólisis con 2-deoxiglucosa (2-DG). La inhibición de la vía glucolítica redujo 

el contenido de ATP, pero sin efecto en la integridad de membrana. También 
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10 mM de 2-DG redujo el porcentaje de espermatozoides motiles totales y las 

velocidades, sin tener efecto sobre los espermatozoides motiles progresivos. 

Estos hallazgos sugieren que el ATP generado en la glucólisis también tiene un 

papel en el suministro de energía para la motilidad. Por otro lado, la relación 

entre la producción de EROS y la función espermática es poco conocida en el 

caballo (Varner et al., 2015), por ello creímos importante investigarla. Aunque 

la interrupción de la función mitocondrial del espermatozoide equino conduce a 

la reducción de la motilidad, debido a la menor producción de ATP (Gibb et al., 

2014); pero podría ser debido también al incremento en la producción de EROS 

(Koppers et al., 2008). Para determinar si el efecto era más probable por la 

disminución de ATP o por el aumento de EROS, se midieron diferentes 

parámetros simultáneamente. El desacoplamiento de la CMTE y la inhibición de 

la respiración mitocondrial redujeron el contenido de ATP, siendo el efecto 

particularmente marcado como consecuencia de la acción de la oligomicina-A,. 

Al mismo tiempo, la inhibición de la ATP-sintasa indujo un aumento muy 

significativo de la producción de EROS en los espermatozoides muertos. La 

importancia de la generación de dichas moléculas por espermatozoides muertos 

también fue observada recientemente (Aitken et al., 2015a). La inhibición del 

complejo IV redujo notablemente la motilidad, las velocidades y la producción 

de EROS, pero no tuvo ningún efecto sobre el potencial de membrana 

mitocondrial. Sólo la concentración de 10 mM redujo la integridad de 

membrana. Estos hallazgos indican que la pérdida de la homeostasis redox en 

el espermatozoide pueden tener que ver con el exceso de EROS producidos por 

los espermatozoides muertos.  
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Además, como hemos mencionado, los inhibidores mitocondriales pueden 

aumentar o disminuir la producción de EROS en función de la dosis empleada 

(Xi et al., 2005). De acuerdo con esa observación, en nuestro estudio, 100 nM 

de CCCP aumentó la concentración de EROS después de una hora de 

incubación, y redujo el porcentaje de espermatozoides motiles progresivos 

después de 3 horas de incubación. Este último efecto podría atribuirse a las 

proteínas oxidantes de las EROS implicadas en la regulación de la motilidad. 

Muchos aminoácidos pueden ser modificados por la oxidación, aunque sus 

sensibilidades varían (Bourdon and Blache, 2001). La oxidación directa está 

mediada principalmente por O2
 y oxido nítrico (NO). Entre los aminoácidos, los 

que contienen azufre, como la metionina o la cisteína, son las principales 

dianas.  

Muchos de los resultados de nuestra tesis son difíciles de integrar con la 

suposición general de que las EROS son perjudiciales para la función 

espermática del caballo. El hecho de que el aumento de la producción de EROS 

no se asoció inicialmente con una función espermática alterada puede indicar, 

como se ha sugerido anteriormente, que dicho aumento no es necesariamente 

perjudicial, y en su lugar puede reflejar la presencia de espermatozoides activos 

(Gibb et al., 2014). Sólo cuando la exposición a EROS continua durante un 

periodo largo de tiempo, son evidentes los efectos deletéreos, como la bajada 

significativa de la motilidad. 

Recientemente, (Macias-Garcia et al., 2012) describieron el aumento de la 

producción de EROS en los espermatozoides seleccionados después de 
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someterlos a centrifugación en coloide. Esta técnica selecciona los 

espermatozoides mejores, sugiriendo además, que ese aumento en la 

producción de EROS podría reflejar que dichos espermatozoides están 

metabólicamente activos mediante la fosforilación oxidativa. Alternativamente, 

el efecto observado por (Macias-Garcia et al., 2012) puede hacer referencia al 

estrés oxidativo provocado por la centrifugación en coloide, ya que 

recientemente se ha descrito que los medios de centrifugación en coloide 

pueden ser una fuente de daño oxidativo debido a la presencia de metales de 

transición (Aitken et al., 2015a). 

Por otro lado, nosotros observamos que desacoplar las mitocondrias con CCCP 

conducía a un aumento de espermatozoides YOPRO-1 positivos, y la inhibición 

de la ATP-sintasa con oligomicina-A reducía a 0 el porcentaje de 

espermatozoides con membrana intactas. En el primer caso (efecto del CCCP), 

se producía una caída de ATP inducida por el desacoplamiento de la CMTE 

resultando en un bombeo insuficiente de YOPRO-1, ya que este transporte 

depende del ATP. De hecho, parece ser que YOPRO-1 es más sensible a la 

caída en la producción de ATP que otras sondas (Tsujimoto, 1997; Chekeni et 

al., 2010; Gallardo Bolanos et al., 2014). También el aumento significativo en la 

producción de EROS puede haber contribuido a la reducción de la integridad de 

membrana. Todos estos hallazgos subrayan la importancia de la función 

mitocondrial en el espermatozoide equino, la apertura a nuevas áreas de 

investigación, y desafiar el paradigma de la influencia negativa de EROS sobre la 

función espermática. En resumen, este estudio proporciona nuevas pruebas que 

indican que los espermatozoides de caballo, en contraste con otros mamíferos, 
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dependen principalmente de la fosforilación oxidativa como fuente principal de 

ATP para el mantenimiento de la integridad de membrana, mientras que la 

energía para la motilidad, aunque principalmente es de origen mitocondrial, 

también se apoya en la glucólisis. Esta gestión de la producción de energía por 

parte del espermatozoide equino puede tener implicaciones importantes para la 

evaluación de la calidad del semen y del desarrollo de métodos para la 

conservación del esperma, como por ejemplo, la criopreservación. 

La revisión final “The impact of reproductive technologies on stallion 

mitocondrial function” incluida en la presente Tesis Doctoral se creyó 

interesante debido a la variabilidad, complejidad y desconocimiento en ciertos 

aspectos de la bibliografía existente. 
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CONCLUSIONES 

 

 La fosforilación oxidativa es la principal fuente de energía para la 

motilidad y sobre todo para el mantenimiento de la integridad de 

membrana en espermatozoide equino, aunque la glucólisis es necesaria 

para la velocidad espermática.  

 

 La inhibición del complejo I disminuye la capacidad de unión del 

espermatozoide equino a ovocitos heterólogos, pudiéndose contrarrestar 

dicho efecto con antioxidantes como el EGCG.  

 

 El aumento en la generación de EROS (especialmente el O2
) no es 

necesariamente un síntoma de daños en el espermatozoide equino, 

siendo en muchos casos un reflejo de la presencia de espermatozoides 

activos con una intensa actividad mitocondrial. 
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CONCLUSIONS 

 

 Oxidative phosphorylation (OXPHOS) is the main energy source for 

motility and maintenance of membrane integrity in equine sperm, 

although glycolysis is also necessary to maintain sperm velocity. 

 

 The inhibition of complex I result in a decreased ZP binding ability of 

stallion spermatozoa and the presence of EGCG is able to reduce this 

effect. 

 

 The increased ROS production (especially O2
) is not necessarily 

detrimental to equine sperm and may instead reflect an active sperm 

metabolism. 
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RESUMEN 

Las técnicas de reproducción asistida en medicina veterinaria están avanzando 

mucho en los últimos años. En la especie equina, estas técnicas tienen cada vez 

más importancia, ya que permiten almacenar y conservar el material genético 

de individuos muy valiosos, consiguiendo también maximizar su progenie. Sin 

embargo, estos individuos son a menudo considerados valiosos en base a 

criterios morfológicos o deportivos y no por su fertilidad o calidad reproductiva. 

Por todo ello, los gametos de este grupo de animales presentan una gran 

heterogeneidad en su respuesta frente a los diferentes procesos de 

manipulación y conservación habituales en las técnicas de reproducción 

asistida, como por ejemplo en la criopreservación.   

La evaluación tradicional del semen equino comprende tanto el análisis de la 

motilidad y morfoanomalías espermáticas, como la integridad de membrana. La 

implantación progresiva de la citometría de flujo en el análisis seminal equino 

está determinando en la actualidad un aumento de las pruebas analíticas 

disponibles, permitiendo la evaluación de más parámetros seminales. Sin 

embargo, dentro de esta revolución, el estudio de la mitocondria en los 

espermatozoides equinos ha recibido una menor atención en comparación con 

otras estructuras y funciones en la andrología del semental.  

Las mitocondrias son orgánulos celulares con múltiples funciones en el 

espermatozoide, entre las más importantes destacan el aporte de energía, el 
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mantenimiento de la integridad de membrana, la producción de especies 

reactivas de oxígeno (EROS) y la regulación de la muerte celular. Las 

mitocondrias han sido propuestas como la principal fuente de EROS en células 

somáticas y espermatozoides humanos. Sin embargo, no existen datos 

publicados sobre la producción de EROS mitocondrial en espermatozoides 

equinos.  

En la presente Tesis Doctoral se estudió el papel de la cadena mitocondrial de 

transporte de electrones como origen del estrés oxidativo y de la senescencia 

del espermatozoide equino. Para ello utilizamos una amplia gama de inhibidores 

específicos. La rotenona como inhibidora del complejo I, la antimicina-A como 

inhibidora del complejo III, el NaCN como inhibidor del complejo IV y la 

oligomicina-A como inhibidora de la ATP-sintasa, además también fueron 

empleados dos desacopladores del gradiente de protones mitocondrial (CCCP y 

2,4-Dinitrofenol).  

Las consecuencias principales de la aplicación de los inhibidores y de los 

desacopladores fueron la disminución de las motilidades y velocidades de los 

espermatozoides, la reducción en la producción de ATP y la reducción del 

potencial de membrana (excepto el 2,4-DNP y NaCN). La inhibición de la ATP-

sintasa produjo un colapso en la integridad de la membrana mitocondrial, lo 

que sugiere por primera vez su importancia para el mantenimiento de las 

membranas en los espermatozoides equinos. 

La inhibición del complejo I también ejerció un efecto negativo en la capacidad 

de unión del espermatozoide a ovocitos heterólogos. Para comprobar si la 
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adicción de antioxidantes podría contrarrestar el efecto negativo de la inhibición 

del complejo I añadimos el flavonoide EGCG y comprobamos que 

contrarrestaba las dosis más bajas de rotenona y mejoraba los controles 

cuando se comparaba con muestras no tratadas con el inhibidor. Ello sugiere 

que el EGCG podría tener efectos positivos para la elaboración de medios de 

conservación del semen.  

Los resultados obtenidos por la acción de todos los inhibidores y del CCCP 

utilizados en nuestro estudio produjeron un aumento en la producción de EROS 

en los espermatozoides muertos, y una disminución en la población de 

espermatozoides vivos.  

La inhibición de los complejos I y III, produjo además un colapso en el 

potencial de membrana mitocondrial que dio lugar a disminución de EROS 

debido a que se redujo la fuga de electrones. La inhibición del complejo I indujo 

además la generación de H2O2 con el tiempo. Sin embargo, este fenómeno no 

se detectó con la inhibición del complejo III.  

Para comprobar si la fosforilación oxidativa es la única vía metabólica de 

producción de energía para la motilidad del espermatozoide equino inhibimos la 

glucólisis con 2-deoxiglucosa. Además, para reforzar nuestros hallazgos, 

también incubamos los espermatozoides en dos medios diferentes; uno sin 

glucosa y otro sin glucosa y sin piruvato. Nuestros resultados demostraron que 

la fosoforilación oxidativa es la principal fuente de energía del espermatozoide 

equino, y también mostraron por primera vez, que la glucólisis es además 

necesaria para el mantenimiento de las velocidades espermáticas.  
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SUMMARY 

Veterinary assisted reproduction techniques are developing very fast in recent 

years. In the equine industry these techniques are of utmost importance, 

because they allow breeders to store and preserve the genetic material of the 

most valuable individuals, and maximizing their offspring production at the 

same time. These individuals are commonly considered of great value based 

morphology and sportive performance criteria; those criteria are not related 

with their fertility or reproductive quality. The gametes of these groups of 

valuable selected animals show a high heterogeneity on their response to the 

different manipulation and conservation processes commonly used in assisted 

reproduction. 

The traditional assessment of stallion sperm comprises the evaluation of sperm 

motility and membrane integrity and identification of abnormal morphology of 

the spermatozoa. More recently, the progressive introduction of flow cytometry 

in stallion sperm analysis is increasing the number of analytical tests available, 

allowing the study and assessment of new seminal parameters. However, inside 

this revolution, the evaluation of stallion sperm mitochondria has received much 

less attention in comparison with other sperm structures and functions in 

stallion andrology. 

Mitochondria are cellular organelles with multiple roles in the spermatozoa, 

among the most important roles stands out the energy supply, the maintenance 

of membranes integrity, the production of reactive oxygen species (ROS) and 
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the regulation of cell death. Mitochondria have been proposed as the main 

source of ROS in human somatic cells and spermatozoa. However, there is not 

any published data on the production of mitochondrial ROS in equine 

spermatozoa. 

In this Doctoral Thesis we studied the role of the mitochondria’s electron 

transport chain (ETC) and oxidative stress as origin of senescence in equine 

sperm. In order to study that relation, a wide range of specific inhibitors of this 

organelle have been used: rotenone as complex I inhibitor, antimycin-A as 

complex III inhibitor, NaCN as complex IV inhibitor and oligomycin-A as ATP-

synthase inhibitor; in addition two uncouplers of the mitochondrial proton 

gradient were also used (CCCP and 2,4-Dinitrophenol). 

The main consequences of the application of the inhibitors and uncouplers were 

the reduction in sperm motility and velocity, the reduction in ATP production 

and the reduction of the membrane potential (except 2,4-DNP and NaCN). The 

inhibition of the ATP-synthase produced a collapse of mitochondrial membrane 

integrity, suggesting for the first time its importance for the maintenance of the 

equine sperm membranes. 

Inhibition of complex I also leaded a negative effect on the spermatozoa-oocyte 

binding ability. To test if the addition of antioxidants could counteract the 

negative effect of the inhibition of complex I we added the flavonoid EGCG, and 

we found that it counteracted the lowest dose of rotenone and improved 

controls when compared with samples not treated with the inhibitor. This 
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finding suggests that EGCG may have positive effects on production of semen 

preservation media. 

All inhibitors and CCCP used in our study led to an increase in the production of 

ROS in dead spermatozoa, and a decrease in the population of living 

spermatozoa. This decrease could be a good indication of the presence of 

active spermatozoa in the ejaculate. 

In addition, the inhibition of complex I and III induced a collapse of the 

mitochondrial membrane potential resulting in a decrease of ROS because of a 

reduction in the electron flux. Inhibition of complex I was found to induce the 

generation of H2O2 over the time, however this effect was not found with 

inhibition of complex III. 

To test if the oxidative phosphorylation (OXPHOS) was the only metabolic 

pathway of energy production for the motility of equine sperm we inhibited 

glycolysis with 2-deoxyglucose. Additionally, to reinforce our findings, stallion 

sperm was incubated in a medium devoid of any kind of glucose, and in the 

absence of glucose and pyruvate. Our results showed that OXPHOS is the main 

energy source of equine sperm, and showed for the first time that glycolysis is 

also necessary for maintaining sperm velocity. 
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RIASSUNTO 

Le tecniche di riproduzione assistita in medicina veterinaria sono notevolmente 

evolute negli ultimi anni. Nella specie equina, queste tecniche sono diventate 

sempre più importanti, in quanto consentono di conservare e preservare il 

materiale genetico di individui di evelato valore, permettendo anche di 

massimizzare la loro produzione di prole. Tuttavia, questi individui sono spesso 

considerati di elevato valore sulla base di valutazioni morfologiche o sulla base 

delle performance sportive, criteri che non sono in relazione con la loro fertilità. 

Pertanto, i gameti di questianimali presentano risposte notevolmente 

eterogenee nei confronti dei diversi processi di manipolazione comunemente 

utilizzati nelle tecniche di riproduzione assistita come la crioconservazione. 

La valutazione tradizionale del materiale seminale di stallone include la 

valutazione delle anomalie morfologiche,della motilità e dell'integrità delle 

membrane degli spermatozoi. La recente e progressiva introduzione della 

citometria a flusso per l'analisi dello sperma equino sta determinando un 

aumento dei test analitici disponibili, permettendo la valutazione di più 

parametri seminali. Tuttavia, all'interno di questa rivoluzione, lo studio dei 

mitocondri degli spermatozoi di stallone ha ricevuto meno attenzione rispetto ad 

altre strutture e funzioni. 

I mitocondri sono organelli cellulari che giocano differenti ruoli negli 

spermatozoi: l’approvvigionamento di energia, il mantenimento dell'integrità 

della membrana, la produzione di specie reattive dell'ossigeno (SRO) e la 

regolazione della morte cellulare. I mitocondri sono stati proposti come la 
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principale fonte di SRO nelle cellule somatiche e negli spermatozoi umani. 

Tuttavia, non esistono dati pubblicati sulla produzione di SRO mitocondriale 

negli spermatozoi di stallone. 

In questa Tesi di dottorato abbiamo studiato il ruolo della catena di trasporto 

degli elettroni mitocondriale edello stress ossidativo come origine della 

senescenza degli spermatozoi equini. A tal fine abbiamo utilizzato una vasta 

gamma di inibitori specifici che agiscono a livello di questo organello: il 

rotenone come inibitore del complesso I, l’antimicina-A come inibitore del 

complesso III, il NaCN come inibitore del complesso IV e l'oligomicina come 

inibitore della ATP-sintasi. Sono stati inoltre utilizzati due disaccoppianti del 

gradiente protonico mitocondriale (CCCP e 2,4-Dinitrophenol). 

Le principali conseguenze deltrattamento con gli inibitori e i disaccoppiantisono 

state la diminuzione della motilità e della velocità degli spermatozoi, la riduzione 

della produzione di ATP e la riduzione del potenziale di membrana (tranne con 

l’utilizzo di 2,4-DNP e NaCN). L´inibizione della ATP-sintasi ha indotto una 

riduzione dell’integrità della membrana mitocondriale, suggerendo, per la prima 

volta, la sua importanza per il mantenimento delle membrane nello sperma 

equino. 

L´inibizione del complesso I ha inoltre esercitato un effetto negativo sulla 

capacità di legame dello spermatozoo con l'oocita. Per verificare se l'aggiunta di 

antiossidanti potrebbe contrastare l'effetto negativo dell’inibizione del 

complesso I è stata addizionata l'EGCG, flavonoide del te verde,che è risultata 

in grado di neutralizzare gli effetti negativi indotti dalla dose minima di 
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rotenone. Ciò suggerisce che l’EGCG possa avere effetti positivi sulla 

capacitazione degli spermatozoi di stallonenonchè il suo possibile utilizzo come 

antiossidante nella produzione di extender per la conservazione dello sperma. 

Nel nostro studio tutti gli inibitori e il CCCP hanno portato ad un aumento o 

diminuzione della produzione di SRO. Tale variazione dipendeva dal dosaggio e 

dal tempo dell’esposizione. Si è constatato che una piccola depolarizzazione 

mitocondriale porta ad un aumento della perdita di elettroni che comporta un 

aumento della produzione di SRO. Quindi possiamo dire che l'aumento della 

produzione di SRO è una buona indicazione della presenza di spermatozoi attivi 

nell’eiaculato. 

L'inibizione dei complessi I e III ha condotto a un crollo del potenziale di 

membrana mitocondriale con la conseguente riduzione di SRO a causa delle 

riduzione del trasporto di elettroni. L'inibizione del complesso I ha indotto anche 

la produzione  di H2O2 nel corso del tempo. Tuttavia, questo fenomeno non è 

stato rilevato con l'inibizione del complesso III. 

Per verificare se la fosforilazione ossidativa è l'unica via metabolica per la 

produzione di energia per motilità degli spermatozoi equini abbiamo inibito la 

glicolisi con 2-deossiglucosio. Inoltre, per rafforzare i nostri risultati, abbiamo 

incubato gli spermatozoi in due medium diversi; senza glucosio e senza glucosio 

e piruvato. I nostri risultati hanno dimostrato che la fosoforilazione ossidativa è 

la fonte principale di energia per gli spermatozoi di stallone e, per la prima 

volta, che la glicolisi è necessaria per il mantenimento della velocità dei 

spermatozoi. 
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