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Las principales biotecnologías reproductivas utilizadas en la industria equina son las 

técnicas de conservación de semen, refrigeración y congelación; sin embargo, persisten 

problemas que limitan su uso. Estas técnicas se basan en la reducción o detención del 

metabolismo para prolongar la vida de los espermatozoides tras la eyaculación, 

pero el metabolismo bajo las condiciones de conservación está lejos de ser 

completamente entendido. El metabolismo se compone de un conjunto de reacciones 

de oxidación-reducción (redox) que generan especies reactivas de oxígeno (EROs) como 

subproductos. Muchas funciones biológicas son reguladas a través de la señalización 

redox producida por EROs, como la capacitación, la hiperactivación y la reacción 

acrosómica de los espermatozoides. No obstante, las EROs deben mantenerse en niveles 

fisiológicos mediante los complejos antioxidantes para preservar la homeostasis redox. 

La pérdida o desregulación de esta homeostasis da lugar al estrés oxidativo, 

ocasionando una disminución de la viabilidad y la motilidad, así como daño en el ADN y 

peroxidación lipídica, entre otras consecuencias. Diferentes estudios describen que las 

biotecnologías de conservación ocasionan estrés oxidativo, bien sea por un incremento 

en la producción de EROs o por una reducción significativa de los antioxidantes. Este 

estrés oxidativo puede dar lugar a la pérdida de la función espermática o afectar al 

material genético, aún sin una disminución apreciable de la fertilidad, ocasionando 

alteraciones en la descendencia. Por tanto, el estudio de la relación entre el 

metabolismo y la regulación redox es un enfoque prometedor para mejorar las técnicas 

actuales de conservación. En la presente Tesis Doctoral planteamos como objetivo 

incrementar el conocimiento sobre la biología del espermatozoide equino, su 

implicación en el desarrollo embrionario y la posibilidad de mejorar la calidad 

espermática tras la optimización de las biotecnologías de conservación. En nuestros 

estudios se establecieron como hipótesis que la cistina es interiorizada desde el medio 

extracelular para su reducción en dos moléculas de cisteína y la síntesis de glutatión 

(GSH), principal antioxidante intracelular; que la calidad espermática tras la 

descongelación puede ser mejorada, que los diluyentes de refrigeración pueden ser 

optimizados y que la congelación de semen tiene un gran impacto en el desarrollo 

embrionario temprano. Con los resultados obtenidos concluimos que los 

espermatozoides equinos presentan el transportador SLC7A11 que intercambia una 

molécula de cistina extracelular por una de glutamato intracelular, cuya funcionalidad 

es crucial para mantener la actividad mitocondrial, la homeostasis redox y la capacidad 

de fecundación. La suplementación con cistina reestablece la depleción de los grupos 

tiol que ocurre durante la conservación seminal y la calidad de las muestras seminales 

descongeladas pueden ser mejorada gracias a la alta plasticidad metabólica de los 

espermatozoides. En cuanto a la refrigeración, los diluyentes pueden ser optimizados 

con menores concentraciones de glucosa, pues a elevadas concentraciones ocasiona 

toxicidad. Por último, la inseminación con espermatozoides descongelados compromete 

el desarrollo embrionario, probablemente debido a las modificaciones oxidativas 

inducidas en las proteínas espermáticas durante la congelación-descongelación. 
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The main reproductive biotechnologies used in the equine industry are techniques for 

conservation of semen, including refrigeration and freezing; however, problems which 

limit their use persist. These techniques are based on slowing down or pausing 

spermatic metabolism to prolong the life of sperm after ejaculation, but metabolism 

under conditions used for artificial conservation is far from completely understood. 

Metabolism is composed of a series of oxidation-reduction (redox) reactions which form 

reactive oxygen species (ROS) as by products. Many biological functions are regulated 

by redox signalling by ROS, such as capacitation, hyperactivation and the acrosome 

reaction in sperm. However, ROS need to be maintained at physiological levels via 

antioxidant complexes to preserve redox homeostasis. The loss or dysregulation of this 

homeostasis gives place to oxidative stress, causing a reduction in viability and motility, 

as well as damage to DNA and lipidic peroxidation, among other consequences. Various 

studies note that biotechnologies used for conservation cause oxidative stress, either 

due to an increase in production of ROS or a significant reduction in antioxidants. This 

oxidative stress can give rise to the loss of spermatic function or affect genetic material, 

even when there is not an appreciable reduction in fertility, causing changes in offspring. 

Therefore, the study of the relationship between metabolism and redox regulation is a 

promising focus to improve current techniques used for conservation. This doctoral 

thesis aims to contribute to knowledge regarding the biology of the equine 

spermatozoa, its involvement in embryo development and the possibility of improving 

spermatic quality by optimizing conservation biotechnologies. It was hypothesised that 

cystine is internalised from extracellular media for subsequent reduction into two 

cysteine molecules and for the synthesis of glutathione (GSH), the most important 

intracellular antioxidant; that sperm quality post thaw could be improved, that 

refrigeration diluents can be optimised, and the cryopreservation of semen has a 

significant impact on early embryo development. The results obtained led to the 

conclusion that equine spermatozoa contain the SLC7A11 transporter which exchanges 

an extracellular cystine molecule for an intracellular glutathione molecule, whose 

functionality is key in order to maintain mitochondrial activity, redox homeostasis and 

the capacity for fertilization. Supplementation with cystine replenishes the depletion of 

the thiol groups that occurs during semen conservation and the quality of thawed semen 

samples can be improved as a result of the high metabolic plasticity of spermatozoa. 

Regarding refrigeration, diluents can be optimised with lower glucose concentrations, 

as high concentrations cause toxicity. Lastly, insemination with thawed spermatozoa 

compromises embryo development, probably due to the oxidative modifications 

induced in sperm proteins during freezing and thawing. 
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Antoine van Leeuwenhoek describió por primera vez el gameto masculino o 

espermatozoide en 1677 y el ovocito o gameto femenino se identificó en el año 1827 

por Karl Ernst von Baer. No obstante, la necesidad de la fusión de ambos gametos para 

que la fecundación se produzca de forma exitosa no fue descrita hasta 1876 por Oscar 

Hertwig. Estos conocimientos desencadenaron el desarrollo de la reproducción asistida, 

conjunto de técnicas que facilitan o sustituyen los procesos naturales de fecundación. 

La inseminación artificial, la conservación seminal, la transferencia de embriones o la 

fecundación in vitro son algunas de las técnicas de reproducción asistida utilizadas en la 

actualidad, tanto en humanos como en animales. En el sector equino, la conservación 

seminal tiene gran importancia, constituye la base del comercio de semen y permite la 

obtención de una amplia descendencia de un determinado semental1-3. 

El espermatozoide es una célula haploide, encargada de transportar el genoma 

masculino. El semen se deposita tras la eyaculación en el tracto reproductor femenino, 

variando el lugar de deposición entre las diferentes especies; en primates la eyaculación 

es intravaginal profunda, en cerdos ocurre en el cérvix y en équidos es intrauterina4. Los 

espermatozoides, gracias a la motilidad y a las contracciones uterinas, recorren el 

aparato reproductor hasta alcanzar el oviducto, atraviesan el istmo tubárico y 

permanecen unidos al epitelio oviductal en un estadio de quietud relativa. Con la 

ovulación se produce la hiperactivación, los espermatozoides adquieren una motilidad 

de alta frecuencia, el flagelo presenta un movimiento asimétrico de gran amplitud que 

facilita la liberación del epitelio oviductal, el ascenso hasta la ampolla tubárica y la 

penetración en la zona pelúcida (ZP) del ovocito5, 6. De forma simultánea, ocurre la 

capacitación,  que incrementa la fluidez de la membrana plasmática7, 8 y prepara al 

espermatozoide para la reacción acrosómica, en la que la membrana celular se fusiona 

con la membrana externa del acrosoma y se liberan enzimas que digieren las proteínas 

de la ZP9, 10. Todos los procesos necesarios para la fecundación (motilidad, capacitación, 

hiperactivación y reacción acrosómica) son dependientes de energía, obtenida tras la 

hidrólisis del adenosín trifosfato (ATP) a adenosín difosfato (ADP) más fósforo inorgánico 

(Pi). El ATP se obtiene mediante el metabolismo energético y la fecundación da lugar al 

consumo del 70% de ATP producido por el espermatozoide11. 
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1. Conservación seminal

Las técnicas de conservación seminal se desarrollaron en la segunda mitad del siglo XX. 

Desde entonces se han producido nuevos avances como la mejora de los diluyentes y el 

descubrimiento de nuevos agentes crioprotectores12, 13. Estas técnicas son importantes 

para el sector ganadero, la conservación de especies en peligro de extinción y la 

medicina clínica reproductiva. Permite el intercambio nacional e internacional de 

diferentes líneas genéticas de una especie, el almacenamiento de eyaculados 

previamente tratados y seleccionados de animales con una mala calidad espermática 

inicial, el mantenimiento de líneas genéticas superiores (establecimiento de un banco 

genético) o la preservación de semen recolectado en situaciones no fisiológicas 

(espermatozoides epididimarios en situaciones post-mortem o tras una castración). 

La conservación seminal requiere una reducción o detención del metabolismo de los 

espermatozoides, prolongando así su vida media. La combinación de la temperatura de 

almacenamiento y la composición química del diluyente, claves para la supervivencia de 

las células espermáticas, ha dado lugar al desarrollo de dos métodos, la refrigeración y 

la congelación14. A pesar de que estas técnicas conforman la base del comercio de 

semen equino, persisten problemas que limitan su uso. En primer lugar, existe una 

elevada variabilidad entre los sementales en cuanto a la refrigerabilidad y/o 

congelabilidad de sus eyaculados y, en segundo lugar, se carece de estandarización de 

los protocolos15. Además, un tercer factor de gran importancia es que muchos 

sementales alcanzan una mayor demanda de dosis seminales a edades avanzadas, 

cuando la calidad seminal empieza a decaer y la tolerancia de los eyaculados a los 

procesos de conservación es aún más reducida. 

La refrigeración de los eyaculados es la biotecnología más utilizada para la conservación 

seminal, pero la supervivencia de los espermatozoides se limita a periodos cortos de 

tiempo (24-48 horas). Como se ha mencionado, los espermatozoides dependen del 

metabolismo energético para la síntesis de ATP y cabe destacar que, aunque 

investigaciones recientes indican que la glucólisis no es la principal vía de producción de 

ATP en el espermatozoide equino16, los diluyentes comerciales para el semen de esta 

especie están formulados con concentraciones muy altas de glucosa17. Por otro lado, la 

congelación de semen induce la mortalidad del 50% de la población espermática 

inicial18, 19 y los espermatozoides que sobreviven al proceso no son completamente 

funcionales, experimentan una senescencia acelerada, lo cual requiere un manejo más 

intenso y caro de las yeguas inseminadas con semen congelado-descongelado para 

compensar la reducida vida media de los espermatozoides20. 

Una de las estrategias más utilizadas para la mejora de las técnicas de conservación de 

semen ha sido la adición de antioxidantes a los diluyentes, sin embargo, los resultados 

han sido inconcluyentes21, 22. La razón de ello es una aproximación empírica al problema 
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y un conocimiento superficial de la biología redox (conjunto de reacciones biológicas de 

oxidación-reducción) del espermatozoide equino, asumiendo que la producción de 

especies reactivas de oxígeno (EROs) es siempre perjudicial. Aunque en la última década 

se han desarrollado avances significativos, el metabolismo de los espermatozoides bajo 

las condiciones de refrigeración y congelación está lejos de ser completamente 

entendido. En relación con este aspecto, el conocimiento del papel de las EROs está 

evolucionando drásticamente23-28; en equinos la mayoría de los espermatozoides 

fértiles se caracterizan por una mayor producción de EROs23, 29. Además, estudios 

recientes de proteómica están ampliando nuestro conocimiento sobre el metabolismo 

espermático30-33 y el estudio de la relación entre el metabolismo y la regulación redox 

es un enfoque prometedor para mejorar las técnicas actuales de conservación 

seminal29, 34, 35. 

2. Metabolismo del espermatozoide

Todas las células llevan a cabo el metabolismo energético mediante una serie de 

reacciones biológicas redox, generando energía en forma de ATP a partir de nutrientes. 

Químicamente, la oxidación consiste en la pérdida de electrones (e–), mientras que la 

reducción es la ganancia de e–. Esta nomenclatura refleja la tendencia del oxígeno, 

átomo altamente electronegativo, a la captación parcial o total de e– de otras moléculas. 

En el metabolismo, las biomoléculas se oxidan a moléculas simples y la energía liberada 

en estos procesos, termodinámicamente favorables, se aprovecha para la fosforilación 

del ADP36. Los espermatozoides de mamíferos producen ATP principalmente a través de 

dos vías metabólicas, la glucólisis y la fosforilación oxidativa, aunque existen evidencias 

científicas de la existencia de otras rutas metabólicas como la vía de las pentosas 

fosfatos y la β-oxidación de ácidos grasos11, 30, 37. 

2.1. Glucólisis 

Ruta o vía metabólica encargada de oxidar la glucosa (C6H12O6) a través de diez 

reacciones enzimáticas consecutivas, produciendo piruvato (C3H4O3), que sigue otras 

rutas metabólicas y continua con la producción de energía. En esta vía, por cada 

molécula de glucosa oxidada, se obtienen dos moléculas netas de ATP. La glucólisis se 

divide en dos fases, en la primera se produce un gasto energético mediante la 

transformación de la glucosa en dos triosas, gliceraldehído-3-fosfato (G3P) y 

dihidroxiacetona-fosfato (DHAP), pues se desfosforilan dos moléculas de ATP. La 

molécula de DHAP se isomeriza a G3P gracias a la enzima triosa fosfato isomerasa y las 

dos moléculas de G3P son transformadas a dos moléculas de piruvato en la segunda fase 

o fase de beneficio energético, con la obtención de cuatro moléculas de ATP (Figura 1).

Además, en la fase de beneficio energético se obtienen dos moléculas de nicotinamida 

adenina dinucleótido reducida (NADH) tras la liberación de poder reductor en la 
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oxidación de las dos moléculas de G3P a dos moléculas de 1,3-bifosfatoglicerato. El 

NADH participará en la fosforilación oxidativa, donde será oxidado y transferirá sus 

electrones al oxígeno molecular (O2), formándose de nuevo la nicotinamida adenina 

dinucleótido oxidada (NAD+)38, 39. 

No obstante, debemos indicar que el metabolismo de la glucosa no es un proceso 

perfecto. Mediante auto oxidación, la glucosa puede formar glioxal y las triosas (G3P y 

DHAP) pueden ser degradadas por una vía no enzimática generando metilglioxal. Estas 

moléculas, también generadas en el metabolismo de los lípidos, son 2-oxoaldehidos que 

se caracterizan por una alta capacidad electrofílica. Reaccionan rápidamente con 

nucleófilos de proteínas, lípidos y ácido desoxirribonucleico (ADN), formando productos 

finales de glicación avanzada (AGEs) potencialmente citotóxicos y mutagénicos 

(Figura 1). En las células somáticas, la producción de estos 2-oxoaldehídos es 

proporcional a la concentración de glucosa presente40-44. 

Figura 1. Oxidación de glucosa a piruvato, con la obtención de 2 moléculas netas de ATP. Como subproductos de esta 
ruta metabólica se obtienen 2 moléculas de NADH, así como Glioxal (G) y metilglioxal (MG) que interaccionan con 
biomoléculas (ADN, proteínas o lípidos) y dan lugar a productos finales de glicación avanzada (AGEs).
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Los espermatozoides son células muy diferenciadas sin apenas reserva energética, 

presentan un citoplasma pequeño y dependen de la internalización de azúcares como la 

glucosa, la fructosa o la manosa como combustible energético, aunque también pueden 

usar otros metabolitos como el lactato y el citrato. Estos azúcares son incorporados al 

interior celular a través de la membrana plasmática, gracias a transportadores proteicos 

específicos denominados GLUTs, localizados en la región del acrosoma, la línea 

ecuatorial de la cabeza y a lo largo de la cola de los espermatozoides de mamíferos. 

Diferentes estudios, han descrito que la obtención de ATP mediante glucólisis ocurre en 

la cabeza y en la pieza principal del flagelo11, 16, 45-50. 

El piruvato obtenido en la glucólisis puede ser transformado en lactato por la enzima 

lactato deshidrogenasa (LDH) o puede entrar en la matriz mitocondrial, donde el 

complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) lo transforma en acetil coenzima A (actil-CoA), 

generando una molécula de NADH51. Esta reacción irreversible es la interconexión entre 

la glucólisis y el ciclo del ácido cítrico, también denominado ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos o ciclo de Krebs (Figura 2). 

2.2. Ruta de las pentosas fosfatos 

La glucosa también puede ser metabolizada a través de la ruta de las pentosas fosfato. 

La enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es clave en esta vía metabólica, se 

localiza tanto en la cabeza como en la pieza intermedia de los espermatozoides52. 

Aunque la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) puede resultar de la 

degradación de productos del ciclo de Krebs, de la oxidación de ácidos grasos y de la 

utilización de cuerpos cetónicos, la ruta de las pentosas fosfatos es la principal fuente 

de NADPH53-56. Esta ruta comprende dos ramas, la rama oxidativa que genera NADPH y 

ribonucleótidos, y la rama no oxidativa que recluta metabolitos intermediarios de la 

glucólisis para convertirlos en pentosas fosfatos de manera reversible54. En la rama 

oxidativa, la primera reacción es la deshidrogenación de la glucosa-6-fosfato por la 

acción de la G6PDH para producir NADPH y 6-fosfogluconolactona, que luego es 

hidrolizada por la enzima fosfoglucolactonasa en 6-fosfogluconato. La 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa cataliza la descarboxilación oxidativa del 6-fosfogluconato y produce 

NADPH nuevamente y ribulosa-5-fosfato que se convierte en ribosa-5-fosfato54. 

Mediante las enzimas transcetolasa y transaldolasa, la ribosa-5-fosfato se convierte en 

G3P y fructosa-6-fosfato, estableciéndose una relación reversible entre la ruta de las 

pentosas fosfatos y la glucólisis39. 

El NADPH junto con el glutatión reducido (GSH) es esencial para mantener la 

homeostasis redox57, proteger a los espermatozoides del estrés oxidativo y mantener 

niveles fisiológicos de EROs involucrados en vías de señalización que dan lugar a la 

capacitación, la motilidad progresiva y la fusión de los gametos52, 58-63. 



Estrés oxidativo durante la conservación del semen equino 

16 José Manuel Ortiz Rodríguez ‖ TESIS DOCTORAL 

2.3. Ciclo de Krebs 

Ruta metabólica que consiste en una serie de reacciones que ocurren en un ciclo cerrado 

y que está interconectada con la fosforilación oxidativa. El ciclo se inicia con la acción de 

la citrato sintasa que cataliza la unión del acetil-CoA (2C) y una molécula de oxalacetato 

(4C) para generar una molécula de citrato (6C). El citrato (6C) es convertido en su 

isómero isocitrato (6C) y el ciclo continúa con dos reacciones de descarboxilación 

oxidativa; primero el isocitrato es descarboxilado a α-cetoglutarato (5C) y éste a succinil 

coenzima A (succinil-CoA) (4C), liberándose dos moléculas de dióxido de carbono (CO2). 

Posteriormente, se forma una molécula de succinato (4C) y se libera coenzima A y una 

molécula de guanosín trifosfato (GTP), análogo de ATP. El ciclo continúa formando 

fumarato, malato y, por último, oxalacetato, que puede unirse a otro acetil-CoA e iniciar 

un nuevo ciclo (Figura 2). A lo largo del ciclo se liberan cuatro pares de átomos de 

hidrógeno en cuatro reacciones de oxidación, reduciéndose tres moléculas de NAD+ a 

NADH y una molécula de flavina adenina dinucleótido oxidada (FAD) a FADH2
39, 64.  

Figura 2. Metabolismo de los ácidos tricarboxílicos en la matriz mitocondrial para la obtención de energía en forma 

de GTP y poder reductor (NADH y FADH2). 
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El acetil-CoA puede proceder de la oxidación del piruvato, de ácidos grasos o del 

metabolismo de aminoácidos como la leucina, isoleucina o triptófano. Investigaciones 

recientes basadas en proteómica indican que el metabolismo de lípidos y aminoácidos 

también se encuentra presente en el espermatozoide30, 33. Además, el ciclo de Krebs se 

activa en diferentes puntos, incluyendo la conversión del piruvato a oxalacetato por la 

enzima piruvato carboxilasa (PC), y la glutaminolisis, que es la conversión de la glutamina 

a glutamato (Glu), que puede ser convertida a α-cetoglutarato por la enzima glutamato 

deshidrogenasa (GDH). La oxidación del lactato también constituye una reacción 

importante para iniciar el ciclo de Krebs (Figura 2)65, 66. La importancia del metabolismo 

energético del lactato ha sido descrita en espermatozoides de conejos, bovinos y 

equinos. La LDH, responsable de la conversión del lactato en piruvato, se encuentra 

presente en la matriz mitocondrial de los espermatozoides33, 67, 68. 

Las moléculas reducidas NADH y FADH2 que se forman en la glucólisis, la β-oxidación de 

ácidos grasos y el ciclo de Krebs son ricas en energía. Cada molécula contiene un par de 

electrones potencialmente transferibles que se utilizan para reducir el O2 a agua (H2O), 

liberándose gran cantidad de energía que puede ser utilizada para generar ATP39. Esta 

producción de energía en forma de ATP ocurre mediante la fosforilación oxidativa y 

tiene lugar en la membrana mitocondrial interna. 

2.4. Fosforilación oxidativa 

En espermatozoides, la producción de ATP a través de esta ruta metabólica ocurre en la 

pieza intermedia, constituida por un conjunto de mitocondrias reorganizadas 

helicoidalmente alrededor de la porción anterior del axonema69-72. La fosforilación 

oxidativa involucra a dos componentes de la membrana interna mitocondrial, la cadena 

respiratoria o cadena mitocondrial de transporte de electrones (CMTE) y la ATP sintasa. 

La CMTE está formada por cuatro complejos proteicos que son el complejo I o NADH 

deshidrogenasa, el complejo II o Succinato deshidrogenasa, que a su vez es la encargada 

de formar el fumarato a partir del succinato en el ciclo de Krebs, el complejo III o 

Citocromo C reductasa y el complejo IV o Citocromo C oxidasa. El complejo I oxida una 

molécula de NADH a NAD+ y el complejo II oxida una molécula de FADH2 a FAD. Ambos 

complejos transfieren protones (H+) al espacio intermembrana de la mitocondria y dos 

e– al complejo III. Los e– aceptados por el complejo III se transfieren al complejo IV, a la 

vez que se expulsan H+ al espacio intermembrana. Por último, el complejo IV cede los e– 

a la matriz mitocondrial, reduciendo una molécula de O2 a dos moléculas de H2O, 

expulsando H+ al espacio intermembrana. Con el paso de estos H+ disminuye la 

concentración de H+ en la matriz mitocondrial y se establece un gradiente 

electroquímico, denominado potencial de membrana mitocondrial (PMM). Los H+ 

regresan a la matriz mitocondrial a través de la ATP sintasa, que utiliza la energía 

suministrada por el flujo de H+ para sintetizar ATP mediante la fosforilación del ADP 

(Figura 3). Por cada molécula de glucosa oxidada completamente a CO2 y H2O por la 
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glucólisis y el ciclo de Krebs, se obtiene un total de 32 moléculas de ATP, 2 

correspondientes al ATP neto producido en la glucólisis, 2 de las dos moléculas de GTP 

producidas en el ciclo de Krebs y 28 sintetizadas por la ATP sintasa en la fosforilación 

oxidativa, tras la oxidación de las 10 moléculas de NADH y las 2 de FADH2 obtenidas en 

las rutas metabólicas descritas38, 39. 

Figura 3. Síntesis de ATP y producción de EROs en la fosforilación oxidativa.

A pesar de que la obtención de ATP en la mitocondria a través del ciclo de Krebs y la 

fosforilación oxidativa es 15 veces superior al ATP generado por la glucólisis, la 

preferencia de los espermatozoides por una u otra vía metabólica para producir energía 

es muy dependiente de la especie. En cerdos, ratones y humanos se ha descrito que la 

principal vía de obtención de energía en forma de ATP es la glucólisis, mientras que en 

toros y caballos es la fosforilación oxidativa16, 73-76. No obstante, la producción de energía 

se puede restringir a la glucólisis, a la respiración mitocondrial o a una combinación de 

ambas según el estado metabólico y la función espermática para la que se requiere esta 

energía11, 77. En humanos y cerdos, la ruta glucolítica es la principal fuente de energía 

para mantener la motilidad progresiva, así como la capacitación y la hiperactivación 

espermática, pero la maduración y diferenciación depende del ATP producido en las 

mitocondrias. Además, tras la capacitación, la actividad mitocondrial se 

incrementa11, 78-80. En el caso de ratones, la motilidad depende de la glucólisis, pero al 
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igual que en toros, requieren de la fosforilación oxidativa para la capacitación y la 

hiperactivación16, 46, 69, 81. En cambio, la hiperactivación, la reacción acrosómica y la unión 

a la zona pelúcida depende de la ruta glucolítica en macacos82. Por último, en équidos, 

la fosforilación oxidativa es el principal mecanismo productor de energía para la 

motilidad y el mantenimiento de la integridad de la membrana plasmática. Los 

espermatozoides equinos presentan una actividad glucolítica limitada, aunque la 

glucólisis participa en la motilidad y es responsable de la velocidad espermática gracias 

a las enzimas glucolíticas presentes en el flagelo29, 83-85. En definitiva, los 

espermatozoides de mamíferos dependen de ambas vías metabólicas para llevar a cabo 

su principal función, la fecundación. 

Las mitocondrias son responsables de la producción de aproximadamente el 90% de la 

energía celular, pero también intervienen en otras funciones como el mantenimiento de 

la homeostasis del calcio, el metabolismo del hierro, la apoptosis celular y la formación 

de especies reactivas de oxígeno (EROs). Una disfunción mitocondrial por daños de la 

estructura, el genoma, el transcriptoma o el proteoma mitocondrial, así como por una 

disminución del PMM o un consumo alterado de O2, causa la alteración de la 

funcionalidad espermática23, 29, 83, 85-89. 

3. Producción y regulación de EROs

El metabolismo de los organismos aeróbicos está compuesto por reacciones biológicas 

redox que generan subproductos como las EROs, un grupo de moléculas ubicuas que 

contienen oxígeno y son consideradas metabolitos parcialmente reducidos, con una 

fuerte capacidad oxidante que varía según las diferentes especies. El término de 

especies reactivas de nitrógeno (ERNs) se ha utilizado para aquellas moléculas 

parcialmente reducidas que contienen nitrógeno, pero actualmente se utiliza EROs 

como término general, debido a la estrecha relación entre las EROs y las ERNs. Entre 

ellas se distinguen especies reactivas que son radicales libres, que contienen uno o más 

e– que se encuentran solos en el orbital molecular, y otras que no son radicales90-93. En 

general, los radicales libres son más inestables y reactivos que los no radicales. Sus 

reacciones con moléculas diana favorecen un comportamiento de reacción en cadena, 

que consiste en iniciación, propagación y terminación. Normalmente, el paso de 

iniciación es la generación de radicales libres a partir de iniciadores mediante procesos 

térmicos, de radiación o de transferencia de electrones. Dentro de las células, el O2 es 

el iniciador más común, que a través del proceso de transferencia de electrones 

catalizado por varios generadores de EROs endógenos produce radicales de partida. En 

la fase de iniciación hay un aumento neto de radicales libres. En la propagación o 

segunda reacción en cadena, los radicales de partida pueden reaccionar con una 

molécula estable sin electrones desapareados y formar un enlace covalente, por lo que 
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la molécula diana pierde un e– y se convierte en el nuevo radical, sin incremento neto 

de radicales libres. Por último, la fase de terminación comprende la reacción de los 

radicales formados en la propagación con antioxidantes fenólicos como la vitamina E, 

flavonoides y ácido ascórbico, o con otro radical libre para formar un enlace covalente, 

generándose una disminución neta de radicales libres. La reactividad relativa de los 

radicales libres se puede especificar en voltios (V) de acuerdo con el potencial de 

reducción de un electrón (E), que refleja la tendencia de una especie química a recibir 

electrones y reducirse. La reactividad relativa de los no radicales se basa en su constante 

de velocidad de segundo orden (k), un parámetro químico cinético para la velocidad de 

reacción con GSH. Las EROs pueden reaccionar con una gran diversidad de moléculas, 

incluidas el sulfuro de hierro (Fe-S), otras EROs, residuos de proteínas como cisteína 

(Cys), metionina (Met), tirosina (Tyr) y triptófano (Trp) y cualquier macromolécula (ADN, 

ARN o ácido ribonucleico, proteínas y lípidos)93, 94. 

La producción de EROs en las células se describió por primera vez en espermatozoides. 

J. Tosic y A. Walton demostraron que los espermatozoides de bovinos producían 

peróxido de hidrógeno (H2O2) como consecuencia de la respiración celular y que, a su 

vez, la producción de  H2O2 inhibía la respiración celular, por lo que concluyeron que los 

espermatozoides debían poseer mecanismos de eliminación del H2O2 para mantenerlo 

a niveles fisiológicos95. Las EROs presentes en el semen pueden ser intrínsecas o 

extrínsecas de los espermatozoides. Las EROs extrínsecas son producidas 

principalmente por los leucocitos (macrófagos y neutrófilos) presentes en el eyaculado, 

procedentes de las glándulas sexuales accesorias. Los leucocitos producen EROs con una 

tasa 1000 veces superior que los espermatozoides, pero los caballos reproductivamente 

sanos tienen baja concentración de leucocitos en sus eyaculados y, como consecuencia, 

la producción de EROs por estas células no resulta perjudicial para la calidad 

espermática96-99. Otras fuentes de EROs extrínseca son los xenobióticos y las radiaciones 

electromagnéticas100, 101. En el caso de las EROs intrínsecas, la principal fuente son las 

mitocondrias a través de la CMTE, aunque el sistema NADPH oxidasa, así como otras 

oxidasas, también pueden ser una fuente adicional de EROs102, 103. Las formas más 

comunes de EROs en espermatozoides son el anión superóxido (O2
–•) y el H2O2. En la 

CMTE, en los complejos I y III, el 1-2% del O2 sufre una reducción univalente durante la 

fosforilación oxidativa, generando así O2
–•. El O2

–• creado por el complejo III se libera al 

espacio intermembrana y por dismutación espontánea o gracias a la enzima superóxido 

dismutasa (SOD) mitocondrial se convierte en H2O2, difundiendo al citoplasma mediante 

canales aniónicos dependientes de voltaje104, 105. Por el contrario, el O2
–• producido por 

el complejo I se libera directamente a la matriz mitocondrial, dificultándose su escape y 

produciendo estrés oxidativo cuando su concentración supera a los mecanismos 

antioxidantes en el interior mitocondrial (Figura 3)72, 106. El radical hidroxilo (OH•) 

también es una ERO intrínseca y la mayor parte de este radical se genera a partir de 

O2
–• y H2O2, en una reacción catalizada por un ion metálico como el hierro (Fe), conocida 
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como la reacción de Haber-Weiss. Esta reacción ocurre en dos pasos, primero Fe+3 es 

reducido a Fe+2 (Fe+3 + O2
–• → Fe+2 + O2) y en segundo lugar ocurre la reacción de Fenton 

(Fe+2 + H2O2 → Fe+3 + OH• + OH–). El OH• puede reaccionar con los lípidos, extrayendo un 

átomo de hidrógeno y formando un radical alcoxilo lipídico (LO•), que puede reaccionar 

rápidamente con O2 y generar peróxido lipídico (LOO•), que es un oxidante moderado 

capaz de abstraer un hidrógeno de los lípidos cercanos para generar hidroperóxido 

lipídico (LOOH) y un nuevo LO•107. Otras EROs intrínsecas son el óxido nítrico (NO•) y el 

peroxinitrito (ONOO–), esta última formada por la combinación de NO• y O2
–•. NO• se 

genera a partir del aminoácido L-arginina, en una reacción catalizada por la enzima óxido 

nítrico sintasa28, 93. 

3.1. Radicales libres 

Los radicales libres son aquellas moléculas capaces de existir de forma independiente 

con uno o más e– desapareados en su orbital más externo, por lo que presentan alta 

capacidad de reacción con otras moléculas y ocasionan cambios en la composición 

química o estructura de algunos componentes celulares91, 92. Entre ellos encontramos: 

• Anión superóxido (O2
–•). Radical débil (E ∼ 0.94 V), debido en parte a que su carga

aniónica impide su acceso a centros ricos en e–. Su vida media útil es relativamente 

corta, ya que dismuta rápidamente a H2O2, de forma espontánea o gracias a la enzima 

SOD. El O2
–• reacciona preferentemente con NO• o con metales de transición, 

particularmente con el grupo Fe-S. Este radical libre es considerado la principal ERO 

porque puede reaccionar con un mayor número de moléculas y formar otras EROs 

secundarias92, 108. 

• Óxido nítrico (NO•). Oxidante muy débil (E ∼ 0.80 V) que presenta la vida media

útil más larga de las EROs identificadas. Tiene alta solubilidad y se difunde libremente 

a través de las membranas. El NO• es relativamente inerte para la mayoría de las 

biomoléculas, prefiere reaccionar con radicales libres o metales, y tiende a oxidarse 

en lugar de reducirse. Cuando reacciona con O2
–• se genera ONOO– que es un 

oxidante más potente e induce estrés oxidativo. En cambio, cuando reacciona con 

radicales libres lipídicos como LO• o LOO•, se forma LONO y LOONO respectivamente, 

ejerciendo una acción protectora, finalizando la peroxidación lipídica93. Además, el 

NO• puede reaccionar con aminoácidos y formar proteínas nitrosiladas, así como 

reaccionar con metales109. 

• Dióxido de nitrógeno (NO2
•). Moderadamente reactivo (E ∼ 1.04 V), oxida los

grupos tiol (-SH) a radicales libres de tiilo (S•), que posteriormente reaccionan con 

NO• y genera S-nitrosotioles (RSNO). También puede oxidar el residuo de Tyr a un 

radical tirosilo, pero la reacción es más lenta que su reacción con los -SH110, 111. 
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• Trióxido de carbono (CO3
–•). Muy reactivo (E ∼ 1.78 V) con una vida media útil

muy corta. Este radical puede oxidar los -SH de las biomoléculas, el ion metálico de 

una proteína, residuos proteicos (Cys, Met, Tyr, Trp e histidina) y restos de guanina 

de ADN o ARN. Este radical libre se ha propuesto como mediador clave del daño 

oxidativo generado por ONOO– 112, 113. 

• Radicales alcoxilos (RO•) y peroxilos (ROO•). Son muy reactivos (E > 1.78 V). No

obstante, la reactividad de estos radicales puede verse afectada por las diferentes 

moléculas, aquellas que atraen e– aumentan la reactividad, pero aquellas moléculas 

donantes de e– la disminuyen. En la peroxidación de lípidos, LO•/LOO• pueden 

abstraer rápidamente el hidrógeno de los lípidos cercanos, generando nuevos 

radicales libres de lípidos y propagando la peroxidación en cadena114. 

• Radical hidroxilo (OH•). El más reactivo (E ∼ 2.31 V). Puede reaccionar con la

mayoría de las biomoléculas, incluidos lípidos, proteínas, carbohidratos y ADN. 

Debido a su reactividad extremadamente alta, tiene una vida media útil muy corta. 

El OH• reacciona con sus moléculas diana a través del mecanismo de abstracción, 

adición y transferencia de electrones del hidrógeno. Al reaccionar con compuestos 

orgánicos (proteínas y lípidos) genera un radical alcoxilo (RO•) y cuando reaccionan 

con el ácido araquidónico dan lugar a isoprostanos, provocando estrés oxidativo. En 

el caso de los compuestos aromáticos (ADN y ARN) produce aductos de radicales 

hidroxilados como la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)114, 115. 

3.2. EROs no radicales 

Moléculas pequeñas, más estables que los radicales libres, pero con la capacidad de 

generarlos y ocasionar efecto tóxico a largo plazo116. Entre las EROs no radicales 

destacan: 

• Oxígeno (O2). Oxidante biológico fuerte, generado a través de procesos

dependientes de la luz o independientes, mediante la quimio-excitación catalizada 

por enzimas como las peroxidasas y oxigenasas. Las principales reacciones de 

oxidación iniciadas por O2 pueden dar lugar a modificaciones en las dianas celulares 

clave, incluida la guanina de los ácidos nucleicos, los lípidos insaturados y los 

aminoácidos117-119. 

• Peroxinitrito (ONOO–). Altamente reactivo con una vida media corta, reacciona

selectivamente con pocas moléculas, entre ellas CO2, -SH, compuestos de selenio y 

centros metálicos. La reacción con CO2 da como resultado la generación de los 

radicales libres CO3
–• y NO2

•, radicales tóxicos que pueden oxidar los -SH a S•. La 

reacción de ONOO– con -SH da como resultado la generación del correspondiente 

disulfuro120, 121. 
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• Peróxido de hidrógeno (H2O2). Tiene una vida media relativamente larga y puede

reaccionar con centros ferrosulfurados (Fe-S), metales débilmente unidos, GSH y 

residuos de cisteína libre (Cys) y metionina (Met). Su velocidad de reacción con el 

residuo Cys depende del estado de ionización, la forma de anión tiolato (Cys-S-) 

favorece una reacción más rápida que la forma protonada (Cys-SH) del residuo de 

Cys. En condiciones fisiológicas, el residuo de Cys suele existir en forma de anión 

tiolato y niveles bajos de H2O2 pueden oxidar la Cys-S- a la forma sulfénica (Cys-SOH). 

La Cys-SOH se puede reducir de nuevo a Cys-S- mediante GSH y tiorredoxina (TRX), 

una proteína que actúa como antioxidante, pero niveles altos de H2O2 pueden oxidar 

aún más la Cys-SOH a la forma sulfínica (Cys-SO2H) o sulfónica (Cys-SO3H), ambas 

irreversibles. Las peroxidasas catalizan el H2O2 rápidamente a H2O antes de oxidar la 

Cys-S-122. 

La generación de las EROs por los organismos aeróbicos se mantiene a niveles 

fisiológicos gracias a la presencia de complejos antioxidantes enzimáticos y no 

enzimáticos123, 124. Estos sistemas antioxidantes están presentes tanto en los 

espermatozoides como en el plasma seminal. En el plasma seminal de humanos y 

équidos, como antioxidante no enzimático, se encuentra el ácido úrico y, como 

principales enzimas antioxidantes, la SOD, la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa 

(GPX). Por otro lado, las defensas antioxidantes intrínsecas del espermatozoide incluyen 

el GSH como antioxidante no enzimático y enzimas como la paraoxonasa (PON), la 

tiorredoxina (TRX) y la familia de las proteínas peroxirredoxinas (PRDX)25, 28, 125, 126. 

El GSH es el antioxidante intracelular más abundante y ubicuo. Entre los 

espermatozoides de mamíferos, los de la especie equina presentan la mayor cantidad 

de GSH27, 127, 128. El GSH es un tripéptido compuesto por Cys, Glu y glicina (Gly), 

sintetizado mediante dos reacciones. La primera es catalizada por la enzima 

γ-glutamilcisteína sintasa, que une Cys y Glu, y resulta limitante en la formación de GSH. 

La segunda reacción es catalizada por la enzima glutatión sintasa y comprende la unión 

covalente de γ-glutamilcisteína y Gly, formando GSH. Estas enzimas han sido descritas 

en los espermatozoides de caballos por nuestro grupo de investigación27. La síntesis de 

GSH ocurre exclusivamente en el citosol, pero es distribuido al interior mitocondrial a 

través de transportadores específicos para equiparar la concentración de GSH de la 

matriz mitocondrial con la del citosol127. El grupo sulfhidrilo o tiol (-SH) en el residuo de 

Cys del GSH explica su fuerte característica de donación de e–, por lo que GSH forma 

parte del mecanismo de defensa ante la producción de EROs en la respiración celular. El 

GSH se oxida cuando confiere poder reductor y forma el glutatión oxidado o disulfuro 

de glutatión (GSSG). El GSH también participa en la detoxificación de LOOH, así como en 

la regulación de la permeabilidad mitocondrial y muerte celular93, 129, 130. Una deficiencia 

de GSH produce una reducción de la motilidad y la alteración de la morfología 
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espermática, así como la alteración de los perfiles hormonales131. Además, el GSH puede 

usarse como reductor de las enzimas glutatión peroxidasas (GPXs) y otros antioxidantes 

oxidados, como la vitamina C y la vitamina E, o puede ser utilizado por enzimas 

glutatión-S-transferasas para la detoxificación de xenobióticos93. 

Las GPXs son una familia de peroxidasas que transforman el H2O2 en H2O, o convierten 

el hidroperóxido orgánico (ROOH) en el alcohol correspondiente (ROH)132. De esta 

familia de enzimas, GPX4 se encuentra en espermatozoides y GPX5 en plasma seminal. 

La deficiencia de estas enzimas da lugar al estrés oxidativo y, como consecuencia, a la 

disminución de la funcionalidad espermática133. En caballos se han observado 

correlaciones positivas de la actividad total de GPX con la calidad y fertilidad del 

eyaculado fresco134. El contenido relativo de estas enzimas se correlaciona 

positivamente con la tolerancia a la congelación de los espermatozoides de humanos y 

cerdos135, 136. La GPX se oxida al llevar a cabo la reducción de las EROs y requiere de una 

molécula de GSH para reducirse, oxidando el GSH a GSSG137. Por otro lado, la enzima 

glutatión reductasa (GSR) también está asociada con la protección antioxidante 

intrínseca y extrínseca de los espermatozoides, ya que está presente en el plasma 

seminal y en el interior de los espermatozoides138, 139. La GSR cataliza la reducción de 

GSSG a GSH, utilizando NADPH y manteniendo de esta forma la concentración de GSH 

reducido (Figura 3)133, 140. 

Entre los antioxidantes enzimáticos cabe destacar la SOD, que se encuentra tanto en 

espermatozoides como en plasma seminal de équidos, perros, rumiantes, cerdos y 

humanos133. Esta enzima presenta varias isoformas (Cu/Zn-SOD y Mn-SOD) que tienen 

una alta actividad, por lo que se consideran los antioxidantes enzimáticos más 

importantes. Son los principales responsables de catalizar la dismutación de O2
–• a H2O2 

y O2
138, 141, 142. Una deficiencia de SOD causa estrés oxidativo y peroxidación lipídica, 

disminuyendo la calidad espermática (viabilidad, motilidad, morfología e integridad del 

acrosoma)143, 144. En caballos la deficiencia de SOD en el plasma seminal da lugar a una 

menor tolerancia de los espermatozoides a la congelación145. La actividad antioxidante 

de la SOD es complementada por la CAT, una peroxidasa que reduce el H2O2 en H2O y 

O2
132. La CAT está presente tanto en espermatozoides como en plasma seminal de 

équidos, rumiantes, cerdos y humanos. Al igual que en el caso de SOD, una deficiencia 

de CAT causa disminución de la funcionalidad espermática133. Varios estudios han 

demostrado que la adición de CAT previene los efectos adversos del estrés oxidativo en 

los espermatozoides de humano, ratón, cerdos y caballos146-148. Estos estudios apoyan 

la importancia de la actividad de la CAT para la captación de EROs y la subsiguiente 

modulación del estrés oxidativo. Sin embargo, hay que mencionar que se han reportado 

resultados contradictorios con respecto a la fertilidad. En humanos se ha descrito que la 

baja actividad total de la CAT está asociada con infertilidad masculina149, mientras que 

la actividad total de esta enzima antioxidante se ha correlacionado negativamente con 

la fertilidad en caballos134. 
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La reducción de H2O2 a H2O también puede ser catalizada por las peroxirredoxinas 

(PRDXs), familia de enzimas tiol peroxidasas. Estas enzimas antioxidantes también 

catalizan la reducción de ROOH a ROH, así como la eliminación de ONOO−. En mamíferos, 

se han identificado seis isoformas (PRDX1-6). Todas las isoformas contienen algún 

residuo de Cys que, al reaccionar con H2O2 o ROOH, se oxida a su forma sulfénica 

(Cys-SOH), que puede reaccionar con otro residuo de Cys y formar un enlace 

disulfuro93, 150. Estudios recientes establecen que la expresión de PRDX es un 

biomarcador de fertilidad sensible en cerdos151 y que PRDX6 se presenta en menor 

cantidad en hombres infértiles que fértiles, pues juega un papel vital en la 

reorganización y compactación del ADN de los espermatozoides durante la 

espermatogénesis152. En el grupo de investigación de Reproducción y Espermatología 

Equina de la Universidad de Extremadura hemos descrito que la baja expresión de PRDX 

en el plasma seminal de los sementales influye en la refrigerabilidad, los eyaculados con 

menor tolerancia a la refrigeración presentan una expresión 4 veces menor que los 

eyaculados de sementales que toleran bien esta técnica153. La actividad de las PRDXs se 

mantiene gracias a las tiorredoxinas (TRXs) que se encargan de reducir a estas enzimas 

una vez que han sido oxidadas tras catalizar la reducción de H2O2 a H2O. En mamíferos, 

las TRXs se expresan de forma ubicua y hay dos tipos, TRX1 que es citosólica o 

extracelular y TRX2 que es específica de las mitocondrias93, 154. Por tanto, PRDX/TRX 

conforma un sistema antioxidante de vital importancia para proteger a los 

espermatozoides del estrés oxidativo155. 

Otras enzimas con actividad peroxidasa son las paraoxonasas (PONs), familia de enzimas 

(PON1, PON2 y PON3) funcionalmente ligadas al colesterol que, además de degradar el 

H2O2 producido bajo el estrés oxidativo, reducen los LOOH156. Las PONs protegen las 

lipoproteínas de baja densidad hidrolizando fosfolípidos oxidados; tienen un papel 

importante en la desintoxicación de contaminantes ambientales como los metales 

pesados y organofosforados157-159. La PON1 se ha identificado en plasma seminal de 

humanos, toros, cerdos y gallos160-163. En humanos los niveles de PON1 son 

relativamente bajos, pero sus cantidades se correlacionan negativamente con el estrés 

oxidativo en el semen y la infertilidad160, 161. En eyaculados de cerdos se ha descrito la 

presencia de PON1 en plasma seminal y PON2 en los espermatozoides. La actividad de 

PON1 se correlaciona positivamente con la calidad y la funcionalidad de los 

espermatozoides refrigerados, presentando además una asociación positiva con la 

fertilidad in vivo164. 

Entre los antioxidantes no enzimáticos, la vitamina E o α-tocoferol es el principal 

antioxidante que se encuentra en la bicapa lipídica de la membrana plasmática, ya que 

es soluble en lípidos. Reacciona con los radicales lipídicos e impide la peroxidación 

lipídica de la membrana. Este antioxidante ha sido descrito en eyaculados de caballos, 

cerdos, humanos y rumiantes. Su deficiencia da lugar al estrés oxidativo y a la 

disminución de la motilidad93, 165. Por otro lado, la vitamina C o ácido ascórbico es capaz 
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de reaccionar con una amplia variedad de EROs, incluidos OH•, R•, ROO•, O2
−• y ONOO−, 

y ha sido descrita en el plasma seminal de cerdos, hombres y conejos. Tiene un papel 

clave en la protección de los espermatozoides frente al daño oxidativo. Además, ayuda 

a reducir la vitamina E oxidada durante la peroxidación lipídica93, 142, 166, 167. La deficiencia 

de ácido ascórbico conduce a una disminución del recuento de espermatozoides y a un 

aumento de las anomalías morfológicas, junto con un daño oxidativo en el ADN168, 169. 

No obstante, en alguna situación, la vitamina C puede ser un prooxidante, ya que puede 

reducir el metal de transición de alta valencia a una forma de baja valencia, lo que 

impulsará la reacción de Fenton y aumentará la generación de radicales OH• tóxicos93. 

Por último, el ácido úrico es el producto final del catabolismo de las purinas (guanosina 

y adenosina) y se encuentra presente en plasma seminal. Los niveles de ácido úrico se 

correlacionan positivamente con la funcionalidad espermática, pero a elevadas 

concentraciones resulta desfavorable para mantener la motilidad170. Varios estudios 

han demostrado que es un potente antioxidante y que constituye, junto a la vitamina C 

y la tirosina, el 37% de la actividad antioxidante seminal en humanos171, 172. Es el 

principal eliminador de ONOO– en los espermatozoides, aunque también elimina OH• y 

O2
–•, mejorando de este modo la funcionalidad y la capacidad fecundante, ya que estas 

EROs pueden producir la oxidación de ADN, proteínas y lípidos, pudiendo ocasionar 

daño y muerte espermática173-175. 

4. Estrés oxidativo

Durante mucho tiempo, las EROs se consideraban únicamente productos tóxicos del 

metabolismo celular, determinándose como estrés oxidativo a una elevada producción 

de las mismas. Sin embargo, actualmente se conoce que muchas funciones biológicas 

son reguladas por EROs (señalización redox). Por ejemplo, NO• interviene en la erección 

del pene, la ovulación, la espermatogénesis, la motilidad y la capacitación176-178. Por 

tanto, el concepto actual de estrés oxidativo se define en términos de regulación de la 

señalización redox, estableciéndose como la pérdida o desregulación de la homeostasis 

redox. La regulación redox es similar a la regulación del pH, variando entre 

compartimentos celulares, por lo que el estado redox no es un estado general, sino que 

varía entre los diferentes compartimentos de los espermatozoides. Por ello, la 

regulación del estado redox resulta un área de investigación importante en la biología 

espermática179-181. 

Los espermatozoides son células metabólicamente muy activas, requieren de una gran 

producción de ATP para el mantenimiento de su funcionalidad. La mayoría de los 

espermatozoides fértiles presentan una alta actividad mitocondrial y, como 

consecuencia, una elevada producción de EROs. Además, el espermatozoide equino 

presenta mayor actividad mitocondrial que otros mamíferos23, 24, 29, 84. La función 
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espermática depende del control del nivel de las EROs, ya que juegan un papel esencial 

en las vías de señalización celular. Un nivel adecuado de EROs es esencial para mantener 

la motilidad y llevar a cabo los procesos de  capacitación, hiperactivación, reacción 

acrosómica y fecundación180. No obstante, las EROs pueden resultar patológicas en los 

gametos masculinos si se producen de forma excesiva o si hay un desequilibrio con las 

defensas antioxidantes disponibles, causando una disminución de la viabilidad, 

motilidad, PMM, y un incremento de anomalías espermáticas, daño en el ADN y 

peroxidación lipídica, dando lugar a fenómenos similares a la apoptosis103, 182, 183. La 

disfunción mitocondrial puede exacerbar la pérdida de e−, dando lugar al incremento de 

EROs a niveles tóxicos, alterando la homeostasis redox91. 

El potencial redox en estado estacionario (Eh) se puede estimar usando la ecuación de 

Nerst: 

Eh = E + RT/nF x Ln [moléculas oxidadas/moléculas reducidas], 

donde E es el potencial de reducción estándar, R es la constante de los gases, T es la 

temperatura absoluta, n el número de electrones transferidos y F es la constante de 

Faraday124. 

Recientemente, se ha puesto a disposición de los laboratorios de investigación y de las 

clínicas de reproducción asistida un sistema de diagnóstico para medir fácilmente el Eh 

en el semen (RedoxSYS). Esta tecnología mide el potencial de oxidación-reducción 

estático (sORP), determinando la transferencia de e− de un reductor a un oxidante en 

milivoltios (mV), y la reserva de capacidad antioxidante (cORP) calculada en 

microculombios (µC), que establece la cantidad presente de moléculas fácilmente 

oxidables184. En los eyaculados, la capacidad antioxidante total cuantifica la cantidad de 

antioxidantes presente en plasma seminal. Estudios recientes muestran una correlación 

positiva entre la capacidad antioxidante y la fertilidad in vivo e in vitro. Este parámetro 

depende de la edad del animal, la temporada reproductiva y la frecuencia de 

eyaculación185-189. Una baja capacidad antioxidante implica un incremento en la 

cantidad de EROs, que justifica la disminución de la fertilidad de los eyaculados. La 

deficiencia de antioxidantes en animales puede deberse a muchas razones. Una menor 

cantidad de antioxidantes enzimáticos se puede asociar a una deficiencia nutricional, 

enfermedades, intoxicaciones, mutación genética o a una modificación postraduccional 

incorrecta. En el caso de los antioxidantes no enzimáticos, el déficit se debe en la 

mayoría de las ocasiones a intoxicaciones y deficiencias nutricionales, que pueden 

interferir con la absorción de varios micronutrientes133, 190. 
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5. Señalización redox y fisiopatología del estrés oxidativo

Recientes avances científicos en espermatología han mejorado el conocimiento sobre la 

intervención de las EROs en la regulación de muchas funciones biológicas191, 192. No 

obstante, el estrés oxidativo conlleva a la presencia de una elevada cantidad de EROs 

que reaccionan con los lípidos de las membranas, proteínas espermáticas y el material 

genético, impidiendo el mantenimiento de las características funcionales de los 

espermatozoides193. 

5.1. Maduración espermática 

La maduración espermática ocurre en el epidídimo. Comprende la condensación de la 

cromatina, que consiste en la formación de enlaces disulfuro entre los -SH de las 

protaminas para proteger al ADN194-196, y la adquisición de motilidad progresiva, gracias 

a la formación de puentes disulfuro entre los residuos de Cys de proteínas presentes en 

las fibras densas externas que envuelven al axonema de los espermatozoides, 

contribuyendo a que los flagelos constituyan estructuras más rígidas197-199. La formación 

de estos enlaces disulfuro ocurre gracias a la oxidación de los -SH por las EROs, que a su 

vez activan a los antioxidantes enzimáticos como las GPXs y PRDXs200-202. La actividad de 

GPX4 se relaciona con el aumento progresivo de la compactación del ADN durante la 

transición desde la cabeza a la cola del epidídimo203, 204 y GPX5 juega un papel 

importante en la modificación flagelar, así como en la prevención de la reacción 

acrosómica prematura205-207. Por otro lado, el papel principal de las PRDXs se asocia 

especialmente con H2O2 y actúan como reguladoras de la señalización redox208, 209. La 

PRDX6 juega un papel importante en la fertilidad de los espermatozoides, a través de la 

regulación de la condensación del ADN, la prevención de la peroxidación lipídica y la 

reparación de los lípidos peroxidados de la membrana plasmática durante la 

maduración. Además, la exposición a niveles altos de EROs regula al alza la expresión de 

las PRDXs en los espermatozoides presentes en el epidídimo durante la maduración, con 

el fin de reducir el daño oxidativo210-212. Aunque las EROs son esenciales para la 

maduración, el estrés oxidativo puede inducir la peroxidación lipídica, desencadenar 

una capacitación prematura, dañar el ADN previo a la condensación y reducir la 

fertilidad de los espermatozoides. Por tanto, mantener la homeostasis redox es 

primordial para que se lleve a cabo una maduración óptima213, 214. 

5.2. Capacitación, hiperactivación y reacción acrosómica 

Los espermatozoides desarrollan la capacitación y la hiperactivación una vez que 

alcanzan el oviducto. Sufren modificaciones moleculares que aseguran la reacción 

acrosómica y la fusión del espermatozoide con la membrana del ovocito215. Estas 

modificaciones incluyen la alcalinización del pH intracelular, la activación de rutas 

dependientes del adenosín monofosfato cíclico (AMPc), la eliminación de colesterol de 
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la membrana espermática y la fosforilación de proteínas en residuos de serina, treonina 

y tirosina por quinasas dependientes de AMPc. Las EROs juegan un papel importante en 

la regulación de estas modificaciones215, 216.  

Diferentes estudios describen la importancia del equilibrio redox en la regulación de la 

capacitación. La inhibición de la síntesis de H2O2 con CAT da lugar a la supresión de la 

capacitación y la incubación de los eyaculados con bajas concentraciones de H2O2 

resulta en una mayor tasa de espermatozoides capacitados217-219. La importancia de las 

EROs en la regulación de la vía del AMPc, que implica la activación de la proteína quinasa 

A (PKA) y la fosforilación de sustratos de PKA, también ha sido descrita. De hecho, una 

alta tasa de fosforilación de proteínas y un aumento de los niveles de AMPc y Calcio 

(Ca2+) se asocian con la síntesis de EROs durante la capacitación. Asimismo, la generación 

de EROs es sensible al pH intracelular216. La eliminación de bicarbonato del medio de 

incubación afecta a la síntesis de EROs y a la tasa de fosforilación de proteínas, lo que 

imposibilita la capacitación espermática. Las EROs, además de mediar la activación de 

las quinasas, suprimen las fosfatasas al oxidar sus residuos de Cys, esenciales para su 

activación. Por tanto, las EROs aumentan la tasa de fosforilación de proteínas, 

modulando la activación de las quinasas y la inhibición de las fosfatasas197, y producen 

la oxidación del colesterol y su posterior salida de la membrana plasmática, esencial para 

que se lleve a cabo la reacción acrosómica192, 220. 

Durante la capacitación se produce un cambio en el patrón de motilidad, ocurre la 

hiperactivación. Los espermatozoides muestran un movimiento flagelar de gran 

amplitud no lineal, con un desplazamiento lateral de la cabeza significativamente mayor. 

La hiperactivación ayuda a la propulsión de los espermatozoides y a la penetración a 

través de las células del cúmulo que rodean el ovocito, por tanto, facilita la 

fecundación213. El papel de O2
–• en la modulación de la hiperactivación se describe en 

un estudio in vitro que revela que la incubación de los espermatozoides con SOD inhibe 

la hiperactivación221. La fosforilación de proteínas de la vaina fibrosa del flagelo también 

ocurre durante la capacitación, lo que sugiere que la vía del AMPc-PKA, dependiente de 

EROs, también interviene en la regulación de la hiperactivación222, 223. Además, el Ca2+ 

regula la motilidad de los espermatozoides a través de los canales de cationes 

permeables al Ca2+, localizados en la membrana de los flagelos, que a su vez regulan la 

captación extracelular de Ca2+ y la movilización del Ca2+ almacenado en la porción 

intermedia del espermatozoide. Un aumento del Ca2+ intracelular desencadena el 

cambio de la motilidad del estado progresivo al hiperactivado, mejorando la capacidad 

de penetrar a través de la ZP224. 

Los espermatozoides capacitados son los únicos capaces de experimentar la reacción 

acrosómica, lo que explica por qué estos dos procesos comparten los mecanismos 

moleculares. La fosforilación de las proteínas asociadas con la capacitación se extiende 

a las proteínas relacionadas con la reacción acrosómica, como la proteína quinasa C 
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(PKC) y la fosfolipasa A2 (PLA2)213, 215. El inicio de este proceso está mediado por la 

liberación de Ca2+ durante la capacitación, que induce la escisión de fosfatidilinositol-

4,5-bisfosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). El IP3 promueve la 

fusión de las membranas acrosómica y plasmática, dando como resultado la exocitosis 

acrosómica. Posteriormente, DAG activa PKC resultando en una mayor afluencia de Ca2+ 

y activación de PLA2. La PLA2 activada cataliza la escisión de los ácidos grasos 

secundarios del esqueleto de la bicapa lipídica de la membrana y, por tanto, aumenta la 

fluidez de la membrana plasmática de los espermatozoides, esencial para la fusión con 

el ovocito213. Diferentes estudios describen que bajas concentraciones de H2O2 y O2
–• 

también intervienen en la reacción acrosómica, así como el NO• a través de la síntesis 

del segundo mensajero Guanosín Monofosfato cíclico (GMPc) y la activación de 

quinasas215, 225, 226. 

5.3. Apoptosis 

La apoptosis consiste en el desencadenamiento de una cascada de eventos que tienen 

como fin la muerte celular programada en ausencia de inflamación.  Está compuesta por 

dos vías interconectadas, la vía intrínseca o mitocondrial y la vía extrínseca o de los 

receptores de muerte celular de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), que se 

encuentran anclados a la membrana plasmática. La vía extrínseca es activada por 

estímulos extracelulares y produce la activación de las cisteinil aspartato proteasas 

(caspasas). En primer lugar se activa la caspasa 8, que a su vez activará a las caspasas 

efectoras 3 y 7, dando lugar a la proteólisis de sustratos y finalmente a la muerte celular. 

En la vía intrínseca, el citocromo C es liberado al citoplasma tras la alteración de la 

integridad de la membrana externa mitocondrial, activando a la caspasa 9, que da lugar 

a la activación de las caspasas efectoras 3, 6 y 7, ocasionando la muerte celular. Los 

factores que pueden desestabilizar la membrana mitocondrial e iniciar la vía intrínseca 

de la apoptosis son las proteasas, la presencia de Ca2+ o las EROs227-233. En 

espermatozoides, la exposición a estímulos que conducen a estrés oxidativo como la 

cogelación, la radiación electromagnética de radiofrecuencia y la adición directa de H2O2 

inducen la apoptosis88, 192, 234. 

Las EROs promueven modificaciones en numerosas proteínas, siendo la succinato 

deshidrogenasa o complejo II de la CMTE una de las principales dianas mitocondriales 

sensibles al estrés oxidativo. La alteración de la funcionalidad de esta enzima facilita la 

fuga de e–, generandose O2
–• en el interior mitocondrial105. Esta producción excesiva de 

EROs da lugar a la formación de un poro de transición que altera la permeabilidad 

mitocondrial235. La apertura transitoria de este poro tiene funciones esenciales en la 

homeostasis de las células al permitir que el exceso de EROs y Ca2+ salga de la 

mitocondria en condiciones normales. Las EROs liberadas al citosol inducen una cascada 

de aperturas transitorias del poro, fenómeno conocido como liberación de EROs 

inducida por EROs236. La inhibición de la formación del poro usando ciclosporina A da 
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como resultado un aumento de las EROs mitocondriales237, lo que demuestra la 

importancia del poro en la homeostasis redox. En condiciones de estrés oxidativo, el 

poro permanece abierto durante períodos prolongados, permitiendo que el citocromo 

C también pase desde la mitocondria al citosol en cantidad suficiente para inducir la 

cascada apoptótica como resultado de la activación de las caspasas238. Por tanto, si bien 

las EROs pueden ser consideradas como desencadenantes de la vía mitocondrial de la 

apoptosis, al mismo tiempo, la apoptosis está asociada con el incremento del estrés 

oxidativo. La liberación del citocromo C al citosol representa un evento pro-oxidativo 

porque está asociado con la alteración de la CMTE, lo que conduce a una mayor 

producción de O2
–•. Esto explica la producción espermática de EROs por las mitocondrias 

junto a los cambios apoptóticos relacionados con la caspasa 9 en aquellas condiciones 

que promueven la pérdida del PMM72, 239-241.  

Los marcadores principales de apoptosis incluyen la externalización de fosfatidilserina 

al exterior de la membrana plasmática y la activación de las caspasas. La presencia de 

caspasas activas se correlaciona con una pobre calidad espermática y una menor 

capacidad de fecundación por la disminución del PMM, la pérdida de la motilidad y la 

alteración del ADN. No obstante, una interconexión entre la capacitación y la vía de 

señalización de apoptosis ha sido propuesta, así como que los espermatozoides poseen 

marcadores de apoptosis que pueden estar involucrados en la eliminación de 

espermatozoides que portan ADN anormal en el tracto reproductor femenino242-249. 

Aunque la apoptosis da lugar a la muerte celular, un ejemplo de los efectos beneficiosos 

de la apoptosis en espermatozoides se describe después de la inseminación, cuando el 

exceso de espermatozoides debe eliminarse de forma silente del tracto reproductivo 

femenino por los neutrófilos y fagocitos, un proceso que está mediado por la presencia 

de marcadores apoptóticos como la fosfatidilserina en la superficie espermática216. 

5.4. Peroxidación lipídica 

Los espermatozoides contienen en la membrana plasmática ácidos grasos saturados y 

ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFAs) que aportan elasticidad y fluidez 

a la membrana, característica importante para que la fecundación ocurra con éxito. Los 

PUFAs son susceptibles a la oxidación por las EROs porque presentan gran cantidad de 

dobles enlaces carbono-carbono, lo que ocasiona la peroxidación lipídica de la 

membrana191, 250, 251. Por tanto, la desregulación o pérdida de la homeostasis redox da 

lugar a la peroxidación lipídica, originando hidroperóxidos lipídicos inestables que se 

descomponen en compuestos secundarios más estables y menos reactivos. La 

peroxidación lipídica ocurre en tres fases, en la fase de iniciación una ERO abstrae el 

hidrógeno de una cadena lipídica y origina LO•, que en la fase de propagación reacciona 

con oxígeno y genera LOO•. Por último, LOO• reacciona con otro lípido y abstrae su 

hidrógeno, formándose un LO• y un LOOH. Estas moléculas son inestables y generan 
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nuevos radicales peroxilo y alcoxilo hasta descomponerse finalmente en productos 

secundarios252-254. Entre los compuestos secundarios de la peroxidación lipídica de los 

PUFAs de las membranas de los espermatozoides hay que destacar por su toxicidad a 

los aldehídos reactivos como 4-hidroxinonenal (4-HNE), acroleína y malondialdehído. 

Estos compuestos se originan en función de la oxidación de diferentes PUFAs. El 

malondialdehído se origina a partir de la oxidación de PUFAs que contengan al menos 

tres dobles enlaces, como el ácido araquidónico, mientras que el 4-HNE se origina de la 

oxidación de ácidos grasos ω-6255-258. El ácido docosapentaenoico (C22: 5ω-6) es el PUFA 

predominante entre los fosfolípidos que componen la membrana de los 

espermatozoides de équidos y, como consecuencia, el 4-HNE es el mayor aldehído 

producido con la peroxidación lipídica259. Si bien, todos los aldehídos reactivos producen 

daño celular, el 4-HNE es muy perjudicial en los espermatozoides de sementales, 

carneros, ratones y humanos27, 257, 260-263. Los aldehídos son electrofílicos y se unen de 

forma covalente a residuos de lisina, histidina y cisteína de proteínas diana, ocasionando 

alteración en su función191, 216. Diferentes estudios describen que las biotecnologías de 

conservación seminal incrementan la cantidad de 4-HNE y malondialdehído en los 

espermatozoides264-267. 

Entre los efectos producidos por la peroxidación lipídica podemos destacar el 

incremento de la permeabilidad de la membrana plasmática, la disminución de la 

motilidad progresiva, el incremento en la fragmentación de ADN y efectos nocivos sobre 

la morfología espermática268-272. No obstante, GSH presenta un papel importante en la 

peroxidación lipídica al reaccionar con 4-HNE, eliminando su toxicidad. Esta reacción 

puede ocurrir de forma espontánea, pero en la mayoría de los casos es catalizada por 

glutatión-S-transferasas. La enzima aldehído deshidrogenasa también produce la 

desintoxicación del 4-HNE, oxidándolo a ácido 4-hidroxinonenoico252, 261. Un estudio 

reciente de congelación seminal en peces ha descrito que la suplementación de los 

diluyentes con GSH y ATP disminuye la peroxidación lipídica de los espermatozoides 

descongelados273. 

5.5. Ubiquitinización 

La ubiquitina es un péptido regulador que se encuentra en la mayoría de los tejidos de 

los organismos eucariotas. Este péptido se une covalentemente a proteínas y modula 

interacciones proteína-proteína, coordina la localización de las proteínas o degrada la 

proteína diana. Este proceso se denomina ubiquitinación y está asociado con el estrés 

oxidativo274-281. En eyaculados de ratones y humanos la producción prolongada del 

aldehído citotóxico 4-HNE inicia la ubiquitinación y la posterior degradación 

proteolítica279, 282. En el sistema reproductivo, la ubiquitinación tiene efectos durante la 

espermatogénesis, la maduración espermática, la formación de los axonemas, la 

fecundación y el desarrollo embrionario283, 284. En los testículos, la ubiquitina se une a 

las membranas de las mitocondrias espermáticas dañadas o mal formadas, actuando 
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eficazmente como un marcador de espermatozoides defectuosos a través de la 

presencia de una etiqueta de ubiquitina expuesta. Los procesos de ubiquitinación en el 

epidídimo conducen al reconocimiento y posterior unión a estas etiquetas, provocando 

la fagocitosis de los espermatozoides anormales285. Por tanto, el proceso de 

ubiquitinación es un mecanismo protector para preservar la calidad del eyaculado, 

reduciendo el número de espermatozoides defectuosos286. 

En espermatozoides de toro, el estrés térmico ocasiona una regulación positiva de 

PRDX5, GPX5 y proteínas ubiquitinadas, en respuesta al daño oxidativo287. 

Investigaciones recientes se centran en el uso de la ubiquitinación como marcador de la 

fertilidad en toros, cerdos, sementales y hombres288-293. En cerdos, la ubiquitinación de 

los espermatozoides afecta negativamente al desarrollo de los embriones obtenidos 

mediante la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI)290. Estos hallazgos 

revelan los efectos negativos de grandes cantidades de ubiquitinación sobre la calidad 

del espermatozoide y el desarrollo embrionario, así como la posibilidad de enfoques 

terapéuticos de precisión para abordar la infertilidad o la subfertilidad masculina, 

basados en una comprensión molecular de estos procesos. 

5.6. Impacto de las EROs en las proteínas 

Entre las modificaciones proteicas inducidas por el estrés oxidativo podemos destacar 

la oxidación de grupos tiol (-SH), la S-glutationilación, la nitración de Tyr, S-nitrosilación, 

la sulfonación o introducción de un grupo ácido sulfónico (-SO3H) y la formación de 

aductos proteicos 4-HNE tras la peroxidación lipídica26. El aminoácido Cys es un fuerte 

nucleófilo en condiciones fisiológicas gracias a su -SH, que puede ser oxidado formando 

puentes disulfuro (-SS-). Las moléculas proteicas mantienen relaciones específicas 

-SS-/-SH, esenciales para mantener sus funciones. El estrés oxidativo puede oxidar el 

-SH libre, impidiendo la formación de -SS- donde y cuando sea necesario en un proceso 

fisiológico, ocasionando el deterioro de la función proteica. Las enzimas antioxidantes 

de la familia peroxirredoxinas contienen una Cys (PRDX6) o dos (PRDX1-5) en su sitio 

activo, altamente reactivas con H2O2 y otros peróxidos, por lo que en presencia de altas 

concentraciones de H2O2 se saturan estos centros activos y se ocasiona el estrés 

oxidativo294. El H2O2 también puede oxidar el -SH de la enzima gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa, inactivándola y alterando la ruta glucolítica, disminuyendo la motilidad 

de los espermatozoides295-297. La α-tubulina es una proteína estructural del flagelo y 

también contiene un -SH, que puede ser oxidado por H2O2, alterándose la polimerización 

de los microtúbulos y, por tanto, el funcionamiento del flagelo298. Otra modificación 

significativa de los -SH por EROs es la formación de aductos de proteínas con electrófilos 

como el 4-HNE y la acroleína299. Entre otros efectos, el 4-HNE promueve la inactivación 

de la succinato deshidrogenasa, enzima que interviene tanto en el ciclo de Krebs como 

en la CMTE, alterándose por tanto la actividad mitocondrial y promoviendo la mayor 

producción de EROs, ocasionando una reducción de la motilidad y un incremento del 
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daño en el material genético, así como la apoptosis. Otro ejemplo de la disfunción 

espermática por 4-HNE es la oxidación del complejo proteico HSPA2/ARSA/SPAM, 

esencial para el reconocimiento y la adhesión de los espermatozoides al ovocito300, 301. 

La acroleína también forma aductos con proteínas y ADN, ocasionando inactivación 

enzimática y mutagénesis. Además, existen estudios que describen que la acroleína 

altera la actividad de las TRX y PRDX, lo que disminuye la capacidad antioxidante y 

promueve el estrés oxidativo en los espermatozoides105, 257, 302-304. 

La S-nitrosilación de las proteínas y enzimas estructurales es producida por las EROs que 

contienen nitrógeno, como NO• y ONOO–, y puede modificar la función celular. En 

espermatozoides se han identificado modificaciones por S-nitrosilación en enzimas 

implicadas en la producción de energía, la motilidad, los canales iónicos y la función 

antioxidante, lo que altera la homeostasis redox305, 306. La reacción de un residuo de Tyr 

con estas EROs (nitración de Tyr) produce un radical NO2
•, alterando la función proteica. 

En espermatozoides de humanos astenozoospérmicos se han descrito niveles elevados 

de nitración de Tyr en enzimas que intervienen en la glucólisis (gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa y fosfopiruvato hidratasa) y el ciclo de Krebs (α-cetoglutarato 

deshidrogenasa, aconitato hidratasa, malato deshidrogenasa y dihidrolipoamida 

deshidrogenasa). Esto provoca una reducción drástica de la producción de ATP y, como 

consecuencia, la disminución de la motilidad307-309. Además, el funcionamiento del 

flagelo puede alterarse porque la α-tubulina también puede modificarse mediante 

nitración de Tyr310. 

Otro de los efectos del estrés oxidativo sobre las proteínas es la carbonilación, que 

implica la modificación covalente e irreversible de residuos de cisteína, histidina, lisina 

y treonina mediante los productos finales de la peroxidación lipídica avanzada. Los 

efectos deletéreos de la carbonilación sobre la fertilidad se han descrito recientemente 

en toros y cerdos. La carbonilación de glutatión-S-transferasas y de proteínas de la fibra 

densa de los espermatozoides imposibilita la capacitación, reduciendo de este modo la 

fecundación311, 312. Además, las proteínas nucleares que contienen -SH, especialmente 

protaminas, también pueden sufrir carbonilación, alterándose completamente el 

plegamiento y la función de la cromatina313. La desregulación de la homeostasis redox 

también aumenta la metilación y acetilación de las histonas, ocasionando fragmentación 

en la doble hélice de ADN y mala calidad espermática, lo que puede alterar el desarrollo 

embrionario314. 

Recientemente, en el grupo de investigación de Reproducción y Espermatología Equina 

de la Universidad de Extremadura hemos descrito una reducción significativa de las 

enzimas antioxidantes como consecuencia de la congelación de semen. Este hallazgo 

apoya firmemente la teoría de que la alteración de la regulación redox y el estrés 

oxidativo es un factor importante en el daño inducido por la congelación y 
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descongelación, sugiriendo que el control de la regulación redox debe ser un objetivo 

importante para mejorar los procedimientos actuales de conservación seminal315. 

5.7. Impacto de las EROs en el material genético 

Durante la espermatogénesis, las espermátidas cambian el plegamiento de su genoma, 

reemplazando las histonas por proteínas de transición y luego por protaminas, 

consiguiéndose una mayor compactación del ADN. No obstante, aunque la mayor parte 

del genoma se encuentra unido a protaminas, un pequeño porcentaje del ADN (5-10%) 

se mantiene organizado en nucleosomas por histonas residuales, resultando vulnerable 

al estrés oxidativo. Debido a que la localización de los cromosomas en el núcleo 

espermático no es aleatoria, determinados autosomas son más vulnerables a las 

EROs316-321. 

El daño oxidativo del ADN incluye la introducción de sitios abásicos, que aumentan el 

riesgo de errores de replicación como la 6-O-metilguanina, la introducción de bases 

oxidadas como la 8-OHdG y la fragmentación del ADN por roturas monocatenarias y 

bicatenarias. La 8-OHdG es uno de los principales productos de la oxidación del ADN y 

puede ocasionar una alteración de la transcripción de genes322. Como se ha mencionado 

anteriormente, el estrés oxidativo interfiere en la fertilidad espermática, pues ocasiona 

daños en proteínas y lípidos que son esenciales para la motilidad, la capacitación y la 

unión de los espermatozoides a los ovocitos, entre otras funciones. Sin embargo, un 

grado de estrés oxidativo insuficiente para impedir dichas funciones puede alterar el 

material genético del espermatozoide, sin una disminución apreciable de la fertilidad, 

especialmente cuando la cromatina está mal compactada o hay deficiencia de 

antioxidantes nucleares191, 323. Estos efectos se ven agravados por el escaso citoplasma 

de los espermatozoides, por lo que sufren de la falta de enzimas esenciales, o de un 

sistema completamente funcional de reparación de ADN, de la ausencia de protección 

de su ADN nuclear por la entrada de nucleasas y de la incapacidad de la activación 

transcripcional de genes que codifican para las enzimas antioxidantes involucradas324.  

Los espermatozoides, además del genoma paterno haploide, contienen información 

epigenética importante (ARN no codificante, metilación del ADN, modificaciones 

postraduccionales (PTMs) de histonas, plegamiento de la cromatina), con funciones 

reguladoras para el desarrollo embrionario temprano325, 326. El estrés oxidativo también 

afecta a esta información epigenética327. Las EROs pueden, por tanto, inducir 

alteraciones en la expresión génica a través de mecanismos genéticos, como mutaciones 

espontáneas de la línea germinal, o mediante mecanismos epigenéticos, como 

alteraciones en la metilación global del ADN, en los ARNs no codificantes o por PTMs de 

las histonas328-331. Las alteraciones epigenéticas inducidas por EROs pueden surgir en 

respuesta a factores dietéticos (desnutrición, deficiencias de micronutrientes o 

proteínas, toxinas dietéticas o dietas ricas en grasas), estrés fisiológico relacionado con 
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la obesidad o exposición a toxinas como pesticidas, productos farmacéuticos o 

contaminantes presentes en el aire191, 331. 

Nuestro grupo de investigación ha demostrado que los espermatozoides sometidos a 

las biotecnologías de conservación seminal presentan oxidación del ADN332. 

Actualmente, los protocolos de congelación siguen presentando inconvenientes y la 

fertilidad obtenida con esta biotecnología es menor que cuando se realizan 

inseminaciones con semen fresco, probablemente debido a la mayor tasa de muerte 

embrionaria, entre otras consecuencias15, 333. No obstante, lo alarmante del efecto del 

estrés oxidativo en el material genético y epigenético es que el espermatozoide puede 

mantener la capacidad de fecundación, lo que puede implicar importantes 

consecuencias para el desarrollo embrionario y la descendencia234. En humanos, el 

incremento del daño oxidativo del ADN espermático se ha correlacionado con cánceres 

infantiles y trastornos cerebrales como el autismo y la esquizofrenia, entre otras 

patologías de la descendencia334, 335. En animales, la fecundación de ovocitos con 

espermatozoides que presentan daño oxidativo en el ADN implica un compromiso de la 

calidad embrionaria, así como una disminución en las tasas de escisión embrionaria y un 

incremento significativo de la cantidad de células apoptóticas en los blastocistos 

resultantes336, 337. Además, estudios en roedores indican que la fecundación con ADN 

dañado puede producir alteraciones en la descendencia a largo plazo338. 
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Basándonos en la importancia de la homeostasis redox y en el efecto de las actuales 

biotecnologías de conservación seminal sobre ésta y la calidad espermática, en la 

presente Tesis Doctoral nos propusimos incrementar nuestro conocimiento sobre la 

biología del espermatozoide equino, su implicación en el desarrollo embrionario y la 

posibilidad de mejorar la calidad espermática tras la optimización de las biotecnologías 

de conservación. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

2.1. Profundizar en el conocimiento de la regulación redox en el funcionamiento del 

espermatozoide equino fresco y sometido a procesos de conservación. 

2.1.1. Determinar si la calidad del espermatozoide equino congelado puede ser 

mejorada tras la descongelación. 

2.1.2. Establecer el papel de los grupos tiol en la funcionalidad espermática y 

comprobar si la concentración de GSH se puede incrementar para restablecer la 

depleción de los grupos tiol que ocurre durante la conservación. 

2.2. Estudiar la plasticidad metabólica del espermatozoide equino, en relación con la 

regulación redox, y su potencial uso en la mejora de los diluyentes de conservación 

seminal.   

2.3. Estudiar el impacto del proceso de congelación de semen equino en la expresión 

génica durante el desarrollo embrionario temprano. 
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El comercio de semen es un elemento básico en la economía de la industria equina. No 

obstante, su uso está limitado por la variabilidad en la capacidad de refrigeración y/o 

congelación de los eyaculados de los diferentes sementales, y la falta de estandarización 

de los protocolos de conservación seminal15. Estos protocolos requieren de una 

reducción o detención del metabolismo de los espermatozoides para incrementar la 

supervivencia de los mismos14. No obstante, existen pocos estudios que se centren en 

el metabolismo bajo las condiciones de conservación seminal. 

Los espermatozoides presentan un metabolismo muy activo y producen una elevada 

cantidad de ATP, energía requerida para mantener su funcionalidad. Por tanto, la 

fertilidad está correlacionada con la actividad mitocondrial y, como consecuencia, los 

espermatozoides fértiles producen una elevada cantidad de EROs23, 24. Nuevos avances 

científicos describen la intervención de las EROs en la regulación de funciones 

biológicas191, 192. No obstante, el estrés oxidativo conlleva a la presencia de una elevada 

cantidad de EROs, impidiendo el mantenimiento de las características funcionales de los 

espermatozoides193. La homeostasis redox resulta esencial para impedir el estrés 

oxidativo. Los antioxidantes son los responsables de regular los niveles de las EROs, 

siendo el GSH el principal antioxidante intrínseco27. Por esta razón, nos planteamos la 

hipótesis de que la cistina (CysS) es incorporada desde el medio extracelular al interior 

espermático para su posterior reducción en dos moléculas de cisteína (Cys) y el uso de 

estos aminoácidos para la síntesis de GSH. Por ello, en los tres primeros artículos de esta 

Tesis Doctoral estudiamos la existencia del transportador transmembrana SLC7A11 y 

sistema xCT y su funcionalidad, un complejo proteico encargado de interiorizar una 

molécula de CysS y exteriorizar una de glutamato (Glu). Este transportador ha sido 

descrito en las membranas plasmáticas de células del sistema nervioso central y del 

sistema inmune, donde presenta un papel importante en la regulación de la homeostasis 

redox339, 340. Nuestros resultados localizan al SLC7A11 en la región postacrosómica de 

los espermatozoides y describen la correlación de la funcionalidad de este transportador 

con la funcionalidad espermática, especialmente con la síntesis de GSH, la actividad 

mitocondrial y el metabolismo del glutamato.  
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El estudio de la relación entre el metabolismo y la regulación redox es un enfoque 

prometedor para mejorar las técnicas actuales de conservación seminal29, 34, 35. 

Teniendo en cuenta los estudios recientes de proteómica que amplían nuestro 

conocimiento sobre el metabolismo espermático30-33 y la plasticidad observada en el 

metabolismo del glutamato, en el cuarto artículo nos propusimos mejorar la calidad 

espermática mediante la adición de rosiglitazona en los eyaculados descongelados. Por 

otro lado, en el quinto artículo estudiamos la posibilidad de mejorar los diluyentes de 

refrigeración teniendo en cuenta la biología espermática. Nuestro estudio consistió 

principalmente en reducir la concentración de glucosa en los medios de conservación, 

pues la glucólisis es utilizada para mantener las motilidades y velocidades espermáticas, 

pero la principal vía de producción de ATP en el espermatozoide equino es la 

fosforilación oxidativa84. 

Por último, en los dos últimos artículos de la Tesis Doctoral, estudiamos el impacto de la 

congelación-descongelación en el desarrollo embrionario temprano. Esta técnica de 

conservación seminal provoca un desequilibrio de la homeostasis redox en la población 

espermática que sobrevive27, 255, pudiendo ocasionar daños importantes sin pérdida de 

la capacidad de fecundación, lo que implica importantes consecuencias para el 

desarrollo embrionario y la descendencia234. 
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En la presente Tesis Doctoral describimos la presencia y funcionalidad del transportador 

SLC7A11 en los espermatozoides equinos frescos y congelados-descongelados. Este 

transportador se localiza en la zona postacrosómica y se encarga de interiorizar una 

molécula de CysS y exteriorizar una de Glu340. Mediante la adición de CysS y el uso de 

dos inhibidores específicos de SLC7A11, sulfasalazina (SS) y α-metil-4-carboxifenilglicina 

(mCPG)341, 342, hemos comprobado el papel del transportador en la viabilidad, los 

parámetros cinemáticos, la actividad mitocondrial y la capacidad de unión heteróloga 

de los espermatozoides con ovocitos de cerda, así como su relación con el metabolismo 

del glutamato. Por otro lado, estudiamos la flexibilidad metabólica y la relación entre el 

metabolismo y la regulación redox para la optimización de las técnicas actuales de 

conservación seminal, suplementando con rosiglitazona los espermatozoides 

descongelados y modificando los diluyentes de refrigeración, reduciendo la 

concentración de glucosa e incrementando la de piruvato. Finalmente, observamos el 

impacto de la congelación-descongelación espermática en el desarrollo embrionario 

temprano, ya que los espermatozoides pueden mantener la capacidad de fecundación, 

a pesar del estrés oxidativo provocado por esta técnica de conservación234. 

El potencial de oxidación-reducción estática (sORP), y la capacidad antioxidante (cORP) 

fueron medidos con RedoxSYS en semen puro, y en una suspensión de 

espermatozoides tras la centrifugación y eliminación del plasma seminal, 

determinándose la contribución del plasma seminal a la regulación de la homeostasis 

redox. Dicha eliminación resultó en un incremento drástico de la oxidación, lo que está 

en concordancia con el aporte sustancial de defensas antioxidantes extracelulares por 

el plasma seminal343, 344. Por el contrario, los cambios observados en la cORP no fueron 

tan drásticos, justificado por la presencia de antioxidantes intrínsecos. El GSH es el 

principal antioxidante intracelular y las concentraciones de GSH espermáticas 

reportadas en la mayoría de los mamíferos es baja, en torno a 0.3 mM, pero en 

sementales se ha estimado en torno a 30 mM27, 128. Estos resultados son particularmente 

relevantes en el contexto de las biotecnologías de conservación seminal, donde la 

eliminación del plasma seminal es una práctica usual, principalmente en los protocolos 

de congelación. Las diferentes biotecnologías de conservación utilizadas en la clínica 
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reproductiva equina conllevan al incremento del estrés oxidativo espermático255, 345, 346. 

Además, debemos destacar la importancia fisiológica de los antioxidantes intracelulares, 

pues tras la eyaculación, una vez que los espermatozoides alcanzan el tracto 

reproductivo de la yegua, el plasma seminal y el exceso de espermatozoides son 

eliminados347 y los espermatozoides que permanecen con capacidad fecundante son 

dependientes de su propia regulación redox. 

Un estudio reciente de nuestro grupo de investigación describe la presencia de las 

enzimas encargadas de la síntesis de GSH a partir de Cys, Glu y Gly en los 

espermatozoides equinos27. El Glu puede ser obtenido gracias a la GDH1 que convierte 

el α-cetoglutarato proveniente del ciclo de Krebs en Glu348. En el segundo artículo de la 

Tesis Doctoral, identificamos la presencia de GDH1 en espermatozoides equinos 

mediante Western blotting y con inmunocitoquímica determinamos que se localiza en 

la porción intermedia. Sin embargo, la obtención de Cys resulta el paso limitante para la 

síntesis de GSH, en el primer artículo observamos que los espermatozoides no cuentan 

con las enzimas necesarias para la síntesis de Cys mediante la vía de transulfuración, 

principal vía para la obtención de este aminoácido en los seres vivos349. En la región 

postacrosómica, la porción intermedia y a lo largo del flagelo se encuentra presente la 

enzima cistationina-β-sintasa (CBS), pero los espermatozoides equinos no presentan la 

enzima cistationina-γ-ligasa, responsable de catalizar el paso de cistationina a Cys. Según 

lo descrito, la Cys se obtiene por su internalización desde el medio extracelular, pero la 

Cys es rápida y espontáneamente oxidada a CysS350, 351. Por esta razón, estudiamos la 

incorporación de CysS mediante el SLC7A11, para su posterior reducción en dos 

moléculas de Cys y su uso para la síntesis de GSH. Este transportador ha sido definido 

en las membranas plasmáticas de células del sistema nervioso central y del sistema 

inmune, donde presenta un papel importante en la regulación de la homeostasis 

redox339, 340. En diferentes tipos de cáncer ocurre una sobreexpresión de SLC7A11, 

incluyendo gliomas, linfomas y carcinomas. Esta sobreexpresión permite que las células 

cancerígenas resistan a las EROs, resistiendo a las quimioterapias, drogas 

anticancerígenas que principalmente se centran en inducir estrés oxidativo en las células 

tumorales352-355. Mediante Western blotting e inmunocitoquímica, hemos sido pioneros 

en identificar la presencia del transportador SLC7A11 en las membranas plasmáticas de 

la zona postacrosómica de los espermatozoides equinos. Asimismo, nuestros resultados 

muestran que la suplementación con CysS incrementa la concentración de GSH 

intracelular, un 50% en el semen fresco y un 30% en el semen descongelado. Esta 

diferencia se explica por la alteración que sufren las membranas plasmáticas tras la 

descongelación, afectándose a su vez la funcionalidad del SLC7A11, así como por el 

incremento del estrés oxidativo y la disminución de la viabilidad en el semen 
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descongelado267, 356. Tras la congelación-descongelación, los eyaculados equinos que 

muestran buena congelabilidad presentan un 40-50% de viabilidad. Los 

espermatozoides muertos son una fuente importante de EROs, que reaccionan con GSH 

y lo oxidan a GSSG357, 358. Cuando bloqueamos el SLC7A11 con SS, la concentración de 

GSH se redujo tanto en las muestras suplementadas como en las no suplementadas con 

CysS. Esto provee evidencia de que la CysS es incorporada en los espermatozoides 

equinos a través del SLC7A11, reduciéndose a Cys para la síntesis de GSH. La existencia 

y funcionalidad de este transportador también son respaldadas por algunos estudios en 

humanos. Durante la incubación de los espermatozoides se produce un incremento de 

las concentraciones de Glu en los medios extracelulares, presentándose mayor cantidad 

de Glu extracelular en las muestras espermáticas de mejor calidad359. En nuestros 

estudios, la concentración de GSH se midió principalmente por citometría de flujo con 

el uso de la sonda monoclorobrimano, sensible al GSH y cuya especificidad ha sido 

validada, detecta la concentración de GSH en células individuales360. No obstante, 

también hemos determinado la concentración de GSH y GSSG mediante la 

espectrometría de masas en cromatografía líquida de alto rendimiento (UHPLC-MS/MS), 

observando que la concentración de GSSG es menor en las muestras tratadas con CysS. 

Por otro lado, los resultados obtenidos con el uso de butionina sulfoximina (BSO), un 

inhibidor de la enzima γ-glutamilcisteína sintasa, también apoyaron la evidencia de la 

síntesis de GSH a partir de la CysS incorporada mediante el SLC7A11. La BSO redujo la 

concentración de GSH en presencia de CysS. 

La relación entre la homeostasis redox y la funcionalidad del transportador la 

estudiamos mediante RedoxSYS, técnica que da una visión global del estado redox de 

la muestra361, 362. La CysS redujo significativamente el sORP e incrementó la cORP, tanto 

en semen fresco como descongelado. En cambio, a pesar de la reducción de la 

concentración de GSH, tras la inhibición del SLC7A11 con SS, el sORP y la cORP no 

mostraron diferencias significativas con las muestras control. Del mismo modo, la SS 

solo previno la reducción del sORP inducida por CysS en los eyaculados frescos después 

de 3 horas de incubación, efecto que no se observó a las 6 horas, ni en las muestras 

descongeladas. Esto se explica por el hecho de que la CysS puede ser utilizada para la 

síntesis de GSH o presentar funciones como nodo redox junto a Cys (Cys/CysS)363, 

aportando capacidad antioxidante independientemente de su incorporación a GSH. 

En cuanto a los parámetros cinemáticos de los espermatozoides, los resultados 

obtenidos fueron diferentes en los eyaculados frescos y congelados. En semen fresco 

observamos un incremento significativo de la motilidad total (MT) y progresiva (MP) en 

las muestras tratadas con CysS más SS 200 mM y con CysS más SS 500 mM. Por el 

contrario, en las muestras exclusivamente suplementadas con SS 100 mM o SS 200 mM 
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se observó un incremento exclusivo de la MP y en las muestras SS 500 mM una 

disminución significativa tanto de la MT como de la MP. Esta disminución es explicable 

por la reducida concentración de GSH observada en estas muestras. Por otro lado, la 

mejoría de las motilidades espermáticas con las dosis bajas de SS puede ser explicada 

por la dualidad de la CysS, es decir, las motilidades pueden haber mejorado por el 

incremento compensatorio en la actividad del nodo Cys/CysS. Los datos del sORP 

apoyan esta hipótesis, la combinación de CysS y SS también redujo la oxidación total de 

la muestra. Una ventaja de este nodo es que la CysS puede servir como un intermediario 

disulfuro al oxidarse proteínas por el intercambio tiol/disulfuro, con la ventaja de 

disminuir el riesgo de la oxidación proteica a estados mayores de oxidación, no 

reversibles ante el estrés oxidativo363. Estos resultados aportan la primera evidencia de 

la funcionalidad del nodo Cys/CysS en espermatozoides equinos. Por otro lado, en las 

muestras de semen congelado, la SS disminuye tanto las motilidades como las 

velocidades espermáticas, una alteración que fue parcialmente prevenida con la 

presencia simultánea de CysS y SS. Estas diferencias observadas entre los eyaculados 

frescos y congelados-descongelados sugieren el uso de un mecanismo redox diferente 

y la posibilidad de una función comprometida del transportador SLC7A11 en el semen 

congelado. Previas investigaciones de nuestro grupo de investigación apoyan estos 

hallazgos, describen la alteración de las funciones de diferentes canales de membrana 

en espermatozoides descongelados356. 

La correlación entre la función del SLC7A11 y la capacidad de fecundación en semen 

congelado fue estudiada con un ensayo de unión heteróloga entre los espermatozoides 

de caballo y ovocitos de cerda. El estudio fue realizado con ovocitos de cerda por la 

dificultad de adquirirlos de yegua, teniendo en cuenta que diferentes grupos de 

investigación han contrastado la fiabilidad de la técnica de unión heteróloga entre 

espermatozoides equinos y ovocitos de otras especies364-368. Para llevar a cabo el 

experimento, los espermatozoides fueron incubados en un medio capacitante y luego 

se incubaron con los ovocitos, para el posterior estudio de la cantidad de 

espermatozoides unidos a la ZP. Un marcador de capacitación bien reconocido es la 

fosforilación de los residuos de tirosina de las proteínas espermáticas369, que se estudió 

mediante inmunocitoquímica. Tras la incubación de las diferentes muestras en el medio 

capacitante, el grupo control, el grupo suplementado con SS y el grupo con CysS y SS, 

pero no el grupo suplementado solo con CysS, mostraron un incremento significativo en 

el número de espermatozoides con tirosina fosforilada en comparación con las muestras 

previas a la capacitación. Como se ha mencionado, la CysS entra en el citosol y se 

sintetiza GSH, importante antioxidante intracelular que causa la disminución de los 

niveles espermáticos de EROs28. La fosforilación de tirosina proteica es un proceso 
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dependiente de la señalización redox216, 234, es decir, las EROs inactivan las tirosina 

fosfatasas permitiendo la regulación al alza de la fosforilación de tirosina que caracteriza 

la capacitación espermática370. Por ello, podemos decir que el menor incremento en la 

fosforilación de tirosina tras la capacitación en el grupo experimental suplementado con 

CysS se debe al incremento intracelular de GSH. 

En cuanto a la habilidad de interacción de los espermatozoides con la ZP, la CysS no 

incrementó la cantidad de espermatozoides en comparación con la muestra control. En 

cambio, es interesante señalar que las muestras incubadas con SS, tanto en presencia 

como en ausencia de CysS, mostraron una disminución significativa en el número de 

espermatozoides unidos a los ovocitos. Este efecto inhibitorio del transportador sugiere 

que la funcionalidad del SLC7A11 se mantiene tras la congelación, al menos en parte, y 

que la incorporación de la CysS desempeña un papel importante en la fecundación. El 

GSH está implicado en procesos como la neutralización del O2
–•, así como en la 

detoxificación de algunos metabolitos371-373, y la suplementación con SS disminuye las 

concentraciones de GSH, tanto en eyaculados frescos como descongelados. Además, 

GSH puede interactuar con sus enzimas asociadas (glutatión peroxidasas, glutatión 

reductasas y glutatión S-transferasas), proveyendo protección ante el estrés oxidativo. 

Diferentes estudios han descrito la importancia de las enzimas glutatión S-transferasas 

de los espermatozoides en la fecundación374, 375. Por ello, el deterioro de la función de 

las enzimas glutatión S-transferasas, como consecuencia de la inhibición del 

transportador y la disminución de la concentración de GSH, puede ser la razón de la 

disminución de la unión heteróloga entre espermatozoides y ovocitos. La funcionalidad 

del SLC7A11 en el espermatozoide equino es relevante para que se mantenga la 

capacidad de fecundación. 

Según los resultados obtenidos con la SS, incremento de la motilidad espermática en 

semen fresco y disminución de la capacidad de fecundación en semen congelado, 

podemos determinar que este transportador ejerce diferentes funciones, es decir, no se 

trata única y exclusivamente de una fuente de CysS extracelular para la síntesis de GSH. 

De hecho, estudios recientes han descrito la importancia del SLC7A11 en el metabolismo 

del Glu. En algunos modelos celulares, el bloqueo del SLC7A11 mejora en gran medida 

la viabilidad celular en ausencia de glucosa, porque la conservación de Glu intracelular 

permite a la célula mantener la respiración mitocondrial376. Para determinar si una 

situación similar puede estar ocurriendo en espermatozoides equinos, investigamos la 

relación entre la funcionalidad del SLC7A11 y la actividad mitocondrial, ya que las 

mitocondrias presentan un papel central en la regulación redox y el metabolismo. Tras 

inhibir la función del transportador con SS se produjo una disminución significativa en el 

porcentaje de espermatozoides con alto PMM. Esta disminución del PMM fue 
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acompañada de un descenso de la concentración de GSH intracelular y de la viabilidad 

espermática. El impacto de la disponibilidad de GSH reducido en la función mitocondrial 

es esperado. El GSH se sintetiza en el citosol y es transportado al interior mitocondrial 

para igualar las concentraciones del GSH mitocondrial (GSHm) con las del citosol377-379. 

Debido a que la mitocondria es el principal sitio intracelular de consumo de O2, este 

orgánulo es la mayor fuente de EROs intracelulares, por lo que el GSHm es esencial para 

el equilibrio de la actividad de la SOD mitocondrial y el nodo redox GSH/GSSG, para 

mantener el H2O2 a niveles fisiológicos. El metabolismo del H2O2 en la mitocondria 

depende del GSHm con la participación de las GPXs y las PRDXs378, 379. La disminución 

del GSH intracelular puede deberse a un incremento de la producción de EROs y/o a la 

actividad reducida del transportador SLC7A11, así como al agotamiento de la enzima 

GPX4380. Dicho agotamiento induce una forma de muerte celular programada 

denominada ferroptosis, descrita en la línea germinal masculina381. Además, la GPX4 

presenta un papel crucial para el mantenimiento de la funcionalidad espermática382. En 

esta Tesis Doctoral realizamos experimentos que comparan el efecto de la SS con 

inductores conocidos de la ferroptosis, tales como la erastina y el RSL3381. La 

suplementación con erastina redujo el porcentaje de espermatozoides vivos, un efecto 

que fue impedido con el inhibidor de la ferroptosis liproxstatina-1 (LIP1). Estos hallazgos 

apoyan la existencia de ferroptosis en los espermatozoides equinos. Por otro lado, la 

presencia simultánea de SS y LIP1 resultó en un incremento de la viabilidad y la 

reducción de la apoptosis, disminuyendo la actividad de las caspasas, lo que sugiriere 

diferentes mecanismos de muerte celular causados por la erastina y la SS. Sin embrago, 

la LIP1 no previene la reducción de las motilidades y velocidades espermáticas 

producidas por la erastina y el RSL3. La frecuencia de batido de los espermatozoides 

(BCF), parámetro relacionado con el incremento de la funcionalidad espermática y el 

contenido de ATP383,  disminuye en presencia de ambos inductores de ferroptosis y la 

LIP1 solo revierte el efecto del RSL3. El efecto diferencial en la viabilidad y la motilidad 

producido por la erastina podría relacionarse con el efecto de esta droga en el canal 

aniónico dependiente de voltaje en las mitocondrias, que regula el flujo metabólico a 

través de la membrana mitocondrial externa384. En general, estos resultados indican que 

en los espermatozoides pueden estar presente diferentes formas de muerte celular 

activadas bajo la desregulación redox, pero se necesitan más investigaciones para 

caracterizar completamente estos mecanismos y la diafonía entre ellos. 

Como se ha citado, la funcionalidad de este sistema xCT también fue estudiada con el 

uso de mCPG, otro inhibidor que da lugar a un incremento de la acumulación de Glu 

intracelular341. La presencia de mCPG resultó en la reducción del porcentaje de 

espermatozoides vivos, efecto que no ocurre en presencia de CysS. La suplementación 
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conjunta de mCPG y CysS también incrementó el porcentaje de espermatozoides con 

alto PMM y la concentración intracelular de GSH. Es una paradoja que un aumento o 

una disminución en GSH pueda ocurrir usando diferentes inhibidores del SLC7A11. Una 

posible explicación puede relacionarse con el doble efecto del transportador, es decir, 

regulador de la disponibilidad de Cys para la síntesis de GSH y participante en la 

regulación del metabolismo del Glu376. El mCPG bloquea el intercambio de Glu por CysS, 

dando lugar a un incremento del Glu intracelular. El Glu puede sustentar al ciclo de Krebs 

tras su transformación a α-cetoglutarato por la enzima GDH1, así como incrementar la 

producción de moléculas como GSH y NADPH348, 385. Esta vía metabólica del Glu puede 

explicar de forma plausible nuestros hallazgos. Apoyando aún más esta hipótesis, en 

espermatozoides se ha descrito que la suplementación con α-cetoglutarato tiene efecto 

antioxidante128, así como que la suplementación con glutamina en espermatozoides de 

conejo incrementa la concentración de GSH386. 

Con el uso de un inhibidor específico de la GDH1 (R162) bloqueamos la conversión del 

Glu a α-cetoglutarato y, como consecuencia, su incorporación en el ciclo de Krebs. El 

R162 causa un aumento del Glu intracelular que da lugar al incremento del PMM y del 

GSH intracelular. Esto indica que el exceso de Glu no es necesariamente metabolizado a 

través de la vía de la GDH1, por lo que en el espermatozoide equino existen rutas 

alternativas para el metabolismo del Glu, también descrito en células tumorales387. 

Mientras que en la mayoría de las células la GDH1 convierte el Glu a α-cetoglutarato, 

algunos tumores usan distintas vías que involucran a las transaminasas (GOT1) y 

convierten el Glu a piruvato, incrementando la ratio NADPH/NADP+ y manteniendo la 

homeostasis redox387-389. En espermatozoides de mamíferos también ha sido descrita la 

actividad de las transaminasas390. Tras la inhibición de la GDH1, realizamos el estudio 

metabolómico con UHPLC/MS/MS, centrándonos en los metabolitos del ciclo de Krebs. 

El tratamiento con R162 causa un incremento drástico e inesperado de succinato, ya que 

el succinato se produce después del α-cetoglutarato en el ciclo de Krebs. Además, 

hallamos un gran incremento en fumarato, lo que sugiere una vez más que el Glu 

también puede ser metabolizado a través de vías alternativas391. El fumarato también 

es producido en el proceso de desintoxicación de amoniaco, a través de la escisión del 

succinato de arginina para formar fumarato y arginina, y el fumarato regresa al ciclo de 

Krebs392. Este mecanismo puede explicar nuestros hallazgos, ya que el Glu puede ser 

metabolizado a arginina393. Asimismo, y reforzando esta hipótesis, un ciclo de urea 

funcional ha sido descrito en espermatozoides de mamíferos394, también hallado en 

équidos en un estudio reciente mediante proteómica de nuestro grupo de 

investigación395. Además, también obtuvimos un incremento de malato tras la inhibición 

de la GDH1. Todo esto indica que el espermatozoide equino cuenta con una vía no 
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canónica para el metabolismo del Glu, produciendo poder reductor para reciclar el GSSG 

a GSH, lo que explica nuestros hallazgos del incremento de GSH y del PMM tras la 

inhibición de la GDH1. En células de adenocarcinoma ductal pancreático se ha descrito 

una ruta similar, donde el Glu citoplasmático forma aspartato y luego oxalacetato, que 

es convertido a malato y luego a piruvato, incrementando el ratio NADPH/NAD+ y 

manteniendo de esta forma el equilibrio redox celular. En este estudio, la adición de 

dimetil-2-oxoglutarato (OXO) no restauró el crecimiento celular después de la privación 

de Glu, indicando un metabolismo diferente del Glu con respecto a modelos 

canónicos389. Del mismo modo, en nuestros experimentos, la suplementación con OXO 

no mejoró la función espermática, lo que también sugiere la existencia de vías 

metabólicas alternativas para el Glu. Esto proporciona una explicación plausible al 

incremento de GSH tras la inhibición del SLC7A11 con mCPG. Por primera vez se sugiere 

que el espermatozoide equino muestra una plasticidad metabólica importante, hallazgo 

que puede abrir nuevas líneas de investigación para el desarrollo de estrategias 

novedosas en el manejo de la infertilidad de factor masculino. 

Asumiendo la plasticidad metabólica de los espermatozoides equinos, nos propusimos 

optimizar la calidad espermática en las biotecnologías de conservación seminal. Debido 

a la gran existencia de dosis comerciales de semen congeladas, planteamos mejorar la 

calidad espermática mediante la adición de rosiglitazona tras la descongelación y, por 

otro lado, estudiamos la posibilidad de mejora de los diluyentes de refrigeración, 

teniendo en cuenta la biología espermática y los resultados hasta ahora descritos. 

Tradicionalmente los enfoques para mejorar la supervivencia espermática tras la 

congelación- descongelación se han focalizado en la suplementación de antioxidantes y 

en la selección espermática, sin centrarse en la biología de los espermatozoides 

descongelados, que presentan una función mitocondrial comprometida y un estado 

redox inestable13, 356, 396-402. Nosotros nos propusimos incrementar la funcionalidad de 

los espermatozoides descongelados induciendo flexibilidad metabólica, una estrategia 

que ha sido probada con éxito en la conservación espermática a temperatura 

ambiente35. La rosiglitazona, agonista del receptor activado por proliferadores de 

peroxisomas gamma (PPARγ), induce claras mejoras en la función mitocondrial y reduce 

la apoptosis espermática. El PPARγ actúa como un factor de transcripción activado por 

ligando y regula procesos como la homeostasis energética, la proliferación y la 

diferenciación celular403. Los efectos de rosiglitazona se relacionan con una mayor 

fosforilación de la proteína quinasa B (Akt), importante para mantener la funcionalidad 

espermática404-407. Recientemente, se ha descrito una relación entre agonistas del 

PPARγ y la fosforilación de la Akt en espermatozoides de humanos y cerdos408, 409. 

Algunas estrategias para mantener esta fosforilación se han probado en 
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espermatozoides descongelados de humanos406, 410. La rosiglitazona mantiene la Akt 

fosforilada, lo que indica que el espermatozoide mantiene mecanismos para regular su 

supervivencia a pesar del estrés osmótico que ocurre durante la descongelación. El 

balance entre la activación de las vías de supervivencia y muerte espermática depende 

de la capacidad de regulación de la homeostasis redox255. En diferentes modelos 

celulares, la Akt regula la función mitocondrial y esta regulación no es necesariamente 

dependiente de la actividad transcripcional411, apoyando la propuesta del mecanismo 

aquí descrito de incrementar la función mitocondrial tras el tratamiento con un agonista 

del PPARγ en espermatozoides. El uso de inhibidores específicos de la Akt en nuestros 

experimentos brindaron mayor apoyo a la propuesta de la relación entre la Akt 

fosforilada y la función propia del espermatozoide, tal y como ha sido reportado en 

espermatozoides de humanos y equinos404, 405, 408, 412. Reforzando esta hipótesis, el 

tratamiento con inhibidores de PPARγ y AMPK (proteína quinasa activada por AMP), que 

inhiben a la Akt, previno la mejora del tratamiento con rosiglitazona. Sin embargo, el 

tratamiento con el inhibidor indicó que, en sementales, el mayor de los efectos de 

rosiglitazona puede estar relacionado con la activación de la AMPK, efecto previamente 

reportado en espermatozoides conservados a temperatura ambiente35. Además, el 

inhibidor del PPARγ fue menos eficiente en revertir los efectos de la rosiglitazona. Este 

agonista del PPARγ mejoró la función mitocondrial mientras mantuvo la homeostasis 

redox. Aunque incrementó la producción de O2
–•, el sORP no se vio afectado, pues un 

incremento en la producción de O2
–• es indicativo de una actividad mitocondrial 

intensa83. No obstante, aunque esta producción es específica de las mitocondrias, 

también puede ser producido por las enzimas NADPH. Adicionalmente, hay evidencias 

de que los ribosomas mitocondriales en el espermatozoide son activos 

transcripcionalmente y translacionalmente413, por lo que la posibilidad de que 

rosiglitazona pueda ser activa a través de vías traslacionales requiere una mayor 

investigación. 

La congelación espermática agota los grupos tiol, causando un estado redox inestable 

que rápidamente provoca la desregulación o pérdida de la homeostasis redox255. Esta 

situación induce la activación de caspasas, es decir, la apoptosis y muerte espermática. 

Nuestros resultados muestran que esta forma de muerte celular puede ser retrasada. 

De hecho, observamos que las muestras suplementadas con rosiglitazona tienen un 

mayor porcentaje de espermatozoides vivos no apoptóticos tras dos horas de 

incubación. El resultado positivo de esta suplementación puede ser atribuido a la 

activación de flexibilidad metabólica. En este sentido, los espermatozoides pueden ser 

más efectivos al usar la glucólisis y la β-oxidación de ácidos grasos para la producción de 

energía en forma de ATP33, 35. Adicionalmente, como se reveló en nuestro experimento, 
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estas vías incrementan la eficiencia de la función mitocondrial y, con ella, la 

funcionalidad espermática414-416. Por tanto, la calidad y la habilidad de fecundación de 

las muestras seminales congeladas pueden ser moduladas tras la descongelación. 

En cuanto a la refrigeración, los diluyentes comerciales están formulados con 

concentraciones muy altas de glucosa, a pesar de que investigaciones recientes indican 

que la glucólisis no es la principal vía de producción de ATP en el metabolismo 

espermático equino17. En el quinto artículo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos 

sobre la plasticidad metabólica de los espermatozoides, estudiamos el proteoma 

metabólico y observamos que las vías metabólicas que predominan en el 

espermatozoide son el ciclo de Krebs y el metabolismo del piruvato. En función de estos 

resultados realizamos un experimento donde se indujo la inhibición de la glucólisis 

mediante la adición de un análogo de la glucosa no metabolizable en las muestras 

seminales, la 2-desoxiglucosa (2-DG). Dicha inhibición no tuvo efecto negativo ni en la 

viabilidad ni en la actividad mitocondrial de los espermatozoides, por el contrario, se 

produjo un incremento significativo en ambos parámetros. No obstante, la motilidad y 

las velocidades espermáticas se redujeron bajo estas circunstancias, hallazgos que 

apoyan la importancia de la degradación de la glucosa por las enzimas glucolíticas 

localizadas en el flagelo16. Una explicación de la disminución en la cantidad de ATP y, 

con ello, de los parámetros cinemáticos es que 2-DG puede ser fosforilada por las 

hexoquinasas, impidiendo la entrada de la glucosa en la vía glucolítica y reduciéndose 

dicha producción de energía. Estudios previos de nuestro grupo de investigación 

mostraron que la motilidad y las velocidades reducidas en presencia de 2-DG no ocurre 

en medios sin glucosa85. Por otro lado, la adición de 2-DG causó una disminución del 

GSH, que puede ser explicado por la reducción del flujo a la vía de las pentosas fosfatos, 

lo que disminuye la generación de poder reductor en forma de NADHP para reducir el 

GSSG a GSH36. Sin embargo, el poder reductor se puede generar en el ciclo de Krebs. 

Para determinar si esto ocurre en el espermatozoide, se incubaron muestras seminales 

en presencia de OXO, análogo de α-cetoglutarato permeable en la membrana 

plasmática. Este compuesto fue capaz de restaurar los niveles de GSH en las muestras 

suplementadas con 2-DG, comparables con los observados cuando la glucólisis no había 

sido inhibida. En general, estos resultados sugieren una vez más que existe una 

plasticidad importante en el metabolismo del espermatozoide equino y resalta la 

estrecha interacción entre las EROs y el metabolismo36.  

En vista de estos resultados, analizamos la hipótesis de que los diluyentes con una 

concentración menor de glucosa pueden ser efectivos para la conservación seminal. 

Diluimos diferentes muestras espermáticas en distintos medios con baja concentración 

de glucosa y utilizamos como control un diluyente comercial que contiene gran cantidad 
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de glucosa (INRA96). Se prepararon dos diluyentes con 1 mM de glucosa (LG) en los que 

añadimos 10 mM de piruvato (HP), ya que las vías metabólicas identificadas en estudios 

previos y en nuestro estudio mediante proteómica indicaron que este metabolito es 

utilizado de manera eficiente por los espermatozoides de caballos29, 34, 395. Estos dos 

medios diferían en que uno era LG-HP y el otro fue suplementado con OXO (LG-HP-OXO). 

Mediante el sistema computarizado de análisis espermático (CASA) observamos que las 

motilidades y velocidades espermáticas fueron significativamente mayores en los 

medios LG-HP y LG-HP-OXO en comparación con INRA96. Estos resultados determinan 

que concentraciones bajas de glucosa son suficientes para sustentar las enzimas 

glucolíticas del flagelo, mientras reducimos la toxicidad de la glucosa47, 417. Las células 

sintetizan glioxal y metilglioxal a partir de glucosa418, 419, electrófilos potentes que 

pueden oxidar proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, resultando citotóxico y mutagénico. 

Además, una alta concentración de glucosa puede tener un efecto tóxico directo, 

induciendo toxicidad mitocondrial e incrementando la producción de EROs420-424. Los 

niveles de glioxal y metilglioxal fueron medidos mediante UHPLC-MS/MS y 

determinamos que en los medios LG hay menor producción de estos 2-oxoaldehídos en 

comparación con INRA96. Por primera vez, describimos que las altas concentraciones 

de glucosa incrementan la producción de 2-oxoaldehidos y causan toxicidad durante el 

almacenamiento de los espermatozoides equinos. Por tanto, nuestros resultados 

desafían los procedimientos de refrigeración en uso para el almacenamiento de 

espermatozoides de sementales y proporcionan nuevos indicios que pueden usarse para 

mejorar esta técnica de conservación seminal. 

En cuanto al estrés oxidativo, se hallaron porcentajes reducidos de EROs en los 

espermatozoides diluidos en los medios LG-HP, lo cual apoya nuestra hipótesis. Además, 

el papel de la glucólisis en el espermatozoide equino parece ser un mecanismo necesario 

para la motilidad, alimentando las enzimas glucolíticas en el flagelo16, 34, 84, aunque la 

principal fuente de ATP sea la fosforilación oxidativa23, 29, 35; por tanto, concentraciones 

bajas de glucosa pueden ser suficientes para lograr esta función mientras se reduce su 

toxicidad. Los medios LG también aumentan otras funciones espermáticas como la 

actividad mitocondrial. El porcentaje de espermatozoides vivos fue más constante en 

los medios LG, y al mismo tiempo, estos diluyentes mostraron bajos porcentajes de 

células que muestran una producción significativa de EROs, vinculado a un mayor 

contenido de GSH. Debido a que la detoxificación de los 2-oxoaldehidos, especialmente 

metilglioxal, está ligada al GSH43, 44, 425, la baja producción de metilglioxal explica el por 

qué los niveles de GSH pueden permanecer altos en los medios LG. Por último, en cuanto 

a la actividad mitocondrial, se observó un mayor PMM. La actividad mitocondrial 

espermática es indispensable para mantener la fertilidad23, 24, 29, 191. Además, el 
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incremento concomitante en GSH indica que la homeostasis redox se mantuvo en estos 

espermatozoides y, por tanto, no ocurre el estrés oxidativo28. 

Finalmente, siguiendo el último objetivo de la Tesis Doctoral, estudiamos el impacto de 

la congelación seminal en la expresión génica durante el desarrollo embrionario 

temprano. Los resultados obtenidos en los objetivos previos de la Tesis muestran que la 

población espermática que sobrevive a esta biotecnología reproductiva experimenta 

una senescencia acelerada, caracterizada por un mal funcionamiento mitocondrial y el 

desequilibrio de la homeostasis redox. Esto da lugar a una supervivencia reducida de los 

espermatozoides descongelados, resultados apoyados por otros estudios de nuestro 

grupo de investigación27, 255. Los espermatozoides presentan un papel importante en el 

desarrollo embrionario325. Un estudio reciente del proteoma del espermatozoide 

humano identificó 103 proteínas con funciones conocidas en la fertilización y 93 con 

funciones en el desarrollo embrionario temprano426. Además, se encontraron 560 

proteínas implicadas en la modulación de la expresión génica mediante la regulación de 

la transcripción, la metilación del ADN, las PTMs de histonas y la biogénesis del ARN no 

codificante426, 427. El análisis de los proteomas y transcriptomas de espermatozoides, 

ovocitos y blastocistos ha revelado en los embriones un conjunto de proteínas de origen 

paterno exclusivo, algunas de las cuales son cruciales para una correcta embriogénesis 

y, posiblemente, para la modulación del fenotipo de la descendencia426. Asimismo, 

diferentes investigaciones describen cómo afecta la congelación al proteoma 

espermático315, 395, 428, 429. Teniendo en cuenta estos hallazgos, es probable que los 

embriones producidos con espermatozoides descongelados puedan experimentar 

alteraciones resultantes de cambios inducidos en el proteoma espermático. Debemos 

destacar que los embriones equinos presentan numerosas ventajas como modelo de 

investigación traslacional, pues presentan un periodo de pre-implantación largo, en el 

cual la vesícula embrionaria permanece esférica430, por lo que la recuperación del 

embrión resulta fácil y es posible repetir las recuperaciones embrionarias en los mismos 

animales en sus sucesivos ciclos estrales. 

Nuestro estudio se centró en la recuperación de embriones a los 8, 10 y 12 días de la 

ovulación, resultantes de la inseminación artificial con semen fresco o descongelado del 

mismo semental, revelándose un impacto significativo de la congelación seminal en el 

transcriptoma de los embriones. Los embriones obtenidos con semen descongelado 

presentaron una menor expresión de los genes relacionados con la replicación y el 

ensamblaje del ADN, la transcripción y síntesis proteica, el silenciamiento de la 

cromatina, la fosforilación oxidativa, la glucólisis y el ciclo de Krebs, así como con la 

regulación redox, sugiriendo un metabolismo energético comprometido en los 

embriones procedentes de semen congelado. Estas alteraciones genéticas ayudan a 
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explicar la fertilidad reducida que se observa con la utilización de semen congelado, 

atribuible al incremento de la mortalidad embrionaria338, 431. Muchos ARN mensajeros 

(ARNm) reguladas negativamente en embriones procedentes de inseminaciones con 

semen congelado, son factores de transcripción considerados esenciales para el 

desarrollo embrionario desde una etapa muy temprana432, 433. En relación con esto, los 

genes que se encuentran regulados a la baja en los embriones derivados de la 

inseminación con semen congelado-descongelado incluyen el factor de transcripción 

similar a Krüppel (KLF) 13. Los KLF controlan muchos procesos de crecimiento y 

desarrollo434. El KLF13 tiene un papel importante en la sensibilización del endometrio a 

la progesterona, crucial para el inicio y el mantenimiento de la gestación435-439. Otros 

miembros de esta familia de factores de transcripción, incluidos KLF3, KLF14, KLF15 y 

KLF17, se encontraron regulados negativamente en embriones derivados de 

espermatozoides descongelados. Entre las variables discriminantes detectadas entre los 

embriones obtenidos con semen fresco y congelado se observaron las proteínas ATPasa 

INO80 remodeladoras de cromatina, que tienen papeles importantes en la regulación 

transcripcional, y en la replicación y reparación del ADN440-442. Este gen tiene un efecto 

regulador específico sobre la viabilidad, migración e invasión de las células del 

trofoblasto. El ratón knockout para este gen presenta letalidad embrionaria443-445. Otra 

transcripción identificada fue la pseudouridina sintasa de ARNm mitocondrial RPUSD3 

que cataliza la isomerización de uridina a pseudouridina, esencial para la traducción de 

ARNm mitocondriales específicos446. La regulación a la baja de estas proteínas 

argumenta a favor del compromiso en el desarrollo de embriones obtenidos con 

espermatozoides descongelados. 

Si bien los mecanismos causantes de los efectos aquí reportados no están todavía claros, 

un factor importante puede ser el daño oxidativo que el genoma y el epigenoma 

espermático experimenta durante la congelación338, 431, 447, 448. La congelación-

descongelación es una de las mayores causas de estrés oxidativo402 y peroxidación 

lipídica en el espermatozoide equino255, 401, 449, 450. La peroxidación lipídica está 

relacionada con el incremento de 4-HNE255, compuesto capaz de interactuar con el ADN 

para formar aductos que han sido relacionados directamente con un incremento de 

mutaciones en reguladores importantes del ciclo celular451, 452. Es posible que cantidades 

significativas de 4-HNE y otros aldehídos lipídicos tóxicos sean incorporados al ovocito, 

causando alteraciones en el desarrollo embrionario. Además del daño en el ADN, el 4-

HNE puede producir la alquilación de los centriolos espermáticos, y en caballos, como 

en humanos, los centriolos paternos son interiorizados por los embriones. Los centriolos 

dañados pueden causar una interrupción de la organización de la proteína 

citoesquelética durante la escisión temprana453. Apoyando esta línea de razonamiento, 
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estudios recientes han vinculado los eventos de escisión temprana anormal y los 

cambios en la abundancia del transcriptoma embrionario con la fecundación con 

espermatozoides que muestran estrés oxidativo. Embriones obtenidos de macacos tras 

la fecundación con espermatozoides tratados con EROs mostraron significativamente 

tasas más bajas de desarrollo a los estadios de 4 y 8 células, y cambios en la abundancia 

del transcriptoma para genes relacionados con la organización del citoesqueleto de 

actina, el ensamblaje de unión y la adhesión celular454. Aunque se ve en una etapa de 

desarrollo más tardía, en nuestro estudio también encontramos que los genes para los 

componentes del citoesqueleto tubulina alfa 1 a, tubulina beta 2 clase II a y actina, 

citoplasmático 1 y los procesos N-terminalmente se regularon a la baja en embriones de 

8 días obtenidos con semen descongelado. 

Cuando investigamos si el desarrollo embrionario se vio afectado con el uso de semen 

congelado-descongelado, encontramos una diferencia drástica en el número de 

transcripciones reguladas al alza en embriones derivados de espermatozoides frescos 

en la transición de 8 a 10 días. Este hecho puede ayudar a explicar por qué los embriones 

obtenidos con espermatozoides descongelados experimentan un retraso del desarrollo 

en este intervalo en particular455. Sin embargo, en la transición de 10 a 12 días 

obtuvimos un mayor número de transcritos con regulación al alza en embriones 

obtenidos con espermatozoides descongelados. Estos datos pueden indicar que estos 

embriones pierden el control de la transcripción, como se ha descrito en embriones 

humanos de baja calidad456. Una de las posibles explicaciones de este hallazgo puede 

ser el retraso en el desarrollo embrionario, lo que representa la activación tardía de las 

transcripciones. Si bien el enriquecimiento de las transcripciones relacionadas con el 

metabolismo puede argumentar a favor de esto, los términos de Gene Ontology 

implicados en el silenciamiento génico postranscripcional estaban muy enriquecidos.  

En comparación con la ontología del fenotipo humano (https://hpo.jax.org/app/), los 

embriones obtenidos con semen descongelado presentaron enriquecimiento de 

términos relacionados con el metabolismo anormal, lo que puede sugerir una activación 

genética anormal en estos embriones. Para explorar más a fondo el significado biológico 

de estos hallazgos, realizamos pruebas de sobrerrepresentación de PANTHER y 

encontramos anotaciones significativamente subrepresentadas en proteínas 

involucradas en la regulación transcripcional y en diferentes factores de transcripción. 

Además, también se observaron subrepresentaciones de proteínas relacionadas con las 

funciones inmunes, lo que aboga a favor de la activación anormal de genes, reforzada 

por los términos de Gene Ontology de función molecular relacionados con la 

señalización celular, como las actividades de proteína quinasa receptora y proteína 

tirosina quinasa, que se hallaron altamente subrepresentadas. 

https://hpo.jax.org/app/


Estrés oxidativo durante la conservación del semen equino 

TESIS DOCTORAL ‖ José Manuel Ortiz Rodríguez 203 

Por tanto, la biotecnología reproductiva de congelación seminal influye seriamente en 

el transcriptoma embrionario. Los embriones derivados de la inseminación con 

espermatozoides descongelados presentan una regulación a la baja de numerosos 

factores de transcripción. Además, la congelación-descongelación también afecta al 

desarrollo del embrión en la transición de 8 a 10 días y de 10 a 12 días. En general, los 

hallazgos de la presente Tesis Doctoral proporcionan una fuerte evidencia de que la 

fecundación de los espermatozoides descongelados puede comprometer el desarrollo 

temprano del embrión, probablemente debido a modificaciones inducidas por la 

congelación-descongelación en las proteínas espermáticas. Futuras investigaciones son 

necesarias para la identificación de los factores específicos que causan tales cambios 

inducidos por la congelación en el proteoma del espermatozoide. 
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1. El transportador SLC7A11 se encuentra en la membrana plasmática del

espermatozoide equino y su funcionalidad es crucial para mantener la actividad 

mitocondrial, la homeostasis redox y, como consecuencia, la capacidad de fecundación 

del espermatozoide. 

2. La suplementación con CysS reestablece la depleción de los grupos tiol que ocurre

durante la conservación seminal, incrementando la concentración de GSH y 

manteniendo la homeostasis redox.  

3. La congelación de semen provoca cambios en el mecanismo de regulación redox, lo

que explica la funcionalidad reducida de los espermatozoides descongelados. No 

obstante, la alta plasticidad metabólica del espermatozoide equino permite mejorar la 

calidad de las muestras seminales tras la descongelación. 

4. El exceso de glucosa en los diluyentes de conservación seminal incrementa la

cantidad de glucosa no metabolizada provocando un desequilibrio en la homeostasis 

redox y toxicidad en los espermatozoides. Las técnicas de conservación seminal pueden 

ser mejoradas con el desarrollo de nuevos diluyentes con bajas concentraciones de 

glucosa. 

5. La inseminación con espermatozoides descongelados puede comprometer el

desarrollo embrionario, probablemente debido a modificaciones inducidas en las 

proteínas de los espermatozoides durante el proceso de congelación-descongelación. 

Nuevas líneas de investigación son necesarias para la identificación de qué factores 

específicos pueden causar tales cambios en el proteoma espermático. 
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1. The SLC7A11 transporter is found in the plasma membrane of equine sperm and its

function is essential to maintain mitochondrial activity, redox homeostasis and, as a 

consequence, the fertilization capacity of sperm. 

2. Supplementation with CysS counteracts the depletion of thiol groups that occurs

during seminal conservation, increasing the concentration of GSH and maintaining redox 

homeostasis. 

3. Freezing semen causes changes in the redox regulation mechanism, which explains

the reduced functionality of thawed sperm. However, the high metabolic plasticity of 

equine sperm makes it possible to improve the quality of seminal samples after thawing. 

4. Excess glucose in seminal preservation diluents increases the amount of non-

metabolized glucose causing an imbalance in redox homeostasis and sperm toxicity. 

Seminal preservation techniques could be improved with the development of new 

diluents with low glucose concentrations. 

5. Insemination with thawed sperm can compromise embryonic development, probably

due to induced modifications in sperm proteins during the freeze-thaw process. New 

lines of research are necessary to identify specific factors that cause such changes in the 

sperm proteome. 
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2-DG: 2-desoxiglucosa 

4-HNE: 4-hidroxinonenal 

8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina  

µC: microculombios  

ADN: Ácido desoxirribonucleico  

ADP: Adenosín difosfato  

AGEs: Productos finales de glicación avanzada 

Akt: Proteína quinasa B 

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 

AMPK: Proteína quinasa activada por AMP 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

ATP: Adenosín trifosfato 

BCF: Frecuencia de batido de los espermatozoides 

BSO: Butionina sulfoximina 

Ca2+: Calcio 

Caspasas: Cisteinil aspartato proteasas 

CASA: Sistema computarizado de análisis espermático 

CAT: Catalasa 

CBS: Cistationina-β-sintasa 

CMTE: Cadena mitocondrial de transporte de electrones 

CO2: Dióxido de carbono 

CO3
–: Trióxido de carbono 

CoA: Coenzima A 

cORP: Capacidad antioxidante 

Cys: Cisteína 

CysS: Cistina 

DAG: Diacilglicerol 

DHAP: Dihidroxiacetona-fosfato 

e–: Electrón 

Eh: Potencial redox en estado estacionario 

E: Potencial de reducción de un electrón 

ERNs: Especies reactivas de nitrógeno 

ERO(s): Especie(s) reactiva(s) de oxígeno 

FAD: Flavina adenina dinucleótido oxidada 

FADH2: Flavina adenina dinucleótido reducida 

Fe: Hierro 

Fe-S: Sulfuro de hierro 

G3P: Gliceraldehído-3-fosfato 

G6PDH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 

GDH: Glutamato deshidrogenasa 

Glu: Glutamato 
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Gly: Glicina 

GMPc: Guanosín monofosfato cíclico 

GPX(s): Glutatión peroxidasa(s) 

GSH: Glutatión reducido 

GSHm: Glutatión mitocondrial 

GSSG: Glutatión oxidado o  

GTP: Guanosín trifosfato 

HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfónico 

HP: Alta concentración de piruvato (10 mM) 

H+: Protón 

H2O: Agua 

H2O2: Peróxido de hidrógeno 

ICSI: Inyección intracitoplasmática de espermatozoides 

IP3: Inositol trifosfato 

K: Constante de velocidad de segundo orden 

KLF: Factor de transcripción similar a Krüppel 

LDH: Lactato deshidrogenasa 

LG: Baja concentración de glucosa (1 mM) 

LIP1: Liproxstatina-1 

LO•: Alcoxilo lipídico 

LOO•: Peróxido lipídico 

LOOH: Hidroperóxido lipídico 

mCPG: α-metil-4-carboxifenilglicina 

Met: Metionina 

mM: Milimolar 

MP: Porcentaje de espermatozoides motiles progresivos 

MT: Porcentaje de espermatozoides motiles totales 

mV: Milivoltios 

NAD+: Nicotinamida adenina dinucleótido oxidada 

NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido reducida 

NADP+: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidada 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducida 

NO•: Óxido nítrico 

NO2
•: Dióxido de nitrógeno 

O2: Oxígeno 

O2
–•: Anión superóxido 

OH•: Radical hidroxilo 

ONOO–: Peroxinitrito 

OXO: Dimetil-2-oxoglutarato o dimetil α-cetoglutarato 

PDH: Piruvato deshidrogenasa 

Pi: Fosfato inorgánico 

PIP2: Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 

PKA: Proteína quinasa A 
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PKC: Proteína quinasa C 

PLA2: Fosfolipasa A2 

PMM: Potencial de membrana mitocondrial 

PON(s): Paraoxonasa(s) 

PPARγ: Receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma 

PRDX(s): Peroxirredoxina(s) 

PTMs: Modificaciones postraduccionales 

PUFA(s): Ácido(s) graso(s) poliinsaturado(s) de cadena larga 

R162: Inhibidor de la enzima GDH1 

Redox: Oxidación-reducción    

RO•: Radical alcoxilo 

ROO•: Radical peroxilo 

ROH: Alcohol orgánico 

ROOH: Hidroperóxido orgánico 

RSNO: S-nitrosotioles 

S•: Radical libre de tiilo 

SOD: Superóxido dismutasa 

sORP: Potencial de oxidación-reducción estática 

-SH: Grupo tiol 

SS: Sulfasalazina 

-SS-: disulfuro 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

Trp: Triptófano 

TRX(s): Tiorredoxina(s) 

Tyr: Tirosina 

UHPLC-MS/MS: Espectrometría de masas en cromatografía líquida de alto 

rendimiento 

V: Voltios 

ZP: Zona pelúcida 
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