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RESUMEN 

Durante su tránsito por el tracto genital femenino, los espermatozoides humanos sufren un conjunto de cambios 

bioquímicos y fisiológicos que resultan indispensables para que puedan llevar a cabo la fecundación. Al conjunto 

de estos cambios se les conoce colectivamente como capacitación espermática. Entre los múltiples cambios que 

tienen lugar durante este proceso, la alcalinización del pH intracelular (pHi) es uno de los más relevantes, ya que 

permite la regulación de proteínas fundamentales para la fecundación. No obstante, aún se desconocen muchos 

aspectos relacionados con los mecanismos de control del pHi durante la capacitación. En este trabajo se realizó 

un estudio detallado a nivel descriptivo de cómo ocurre el aumento del pHi asociado a la capacitación. Entre las 

observaciones más relevantes se encontró que la alcalinización ocurre con una cinética particular durante el 

tiempo que transcurre la capacitación, y que el aumento en el pHi ocurre de manera diferencial entre las distintas 

regiones morfológicas del espermatozoide. Adicionalmente, se realizaron estudios que permitieron elucidar, a 

nivel molecular, cómo se regulan estos cambios de pHi. Se encontró que es necesario que ocurra un influjo de 

HCO3
- para que ocurra el aumento del pHi. A través del uso de herramientas farmacológicas se identificó que el 

canal de Cl- y HCO3
-, CFTR, y los cotransportadores de Na+/HCO3

-, NBC, son parcialmente responsables del influjo 

de dicho anión, no obstante, no se descarta la posibilidad de que otras proteínas aún no identificadas también 

estén involucradas en este proceso. Por otro lado, se encontró que la inhibición farmacológica de la adenilil 

ciclasa soluble (sAC) dependiente de HCO3
- previene el aumento de pHi en el flagelo del espermatozoide, pero 

no así de la cabeza. De manera similar, la inhibición de la cinasa activada por AMPc (PKA) generó un efecto 

regionalizado en el flagelo. Asimismo, se encontró que la inhibición de proteínas de señalización relacionadas 

con PKA, incluidas las cinasas FERT, PYK2 y PKC, así como de acetiltransferasas aún no identificadas, también 

previnieron la alcalinización asociada a la capacitación, pero exclusivamente en la región del flagelo. 

Adicionalmente, se encontró que al tratar a los espermatozoides con antagonistas específicos del canal de H+, 

Hv1, no ocurrió el aumento del pHi en el flagelo, pero si en la cabeza. De manera interesante, la localización 

intracelular de las proteínas previamente descritas correlaciona con el efecto observado en la inhibición del 

aumento del pHi en el flagelo, esto sugiere que, durante la capacitación, el pHi se regula de manera diferencial 

en la cabeza y el flagelo. Por último, el bloqueo farmacológico de algunas de las proteínas antes mencionadas 

previno, en diferentes magnitudes, el desarrollo de la movilidad hiperactivada, un tipo de batido flagelar que es 

fundamental para que ocurra la fusión con el ovocito.  En conjunto, estos resultados proveen evidencia acerca 

de los complejos mecanismos de regulación del pHi, así mismo, resaltan su importancia en el proceso de 

capacitación.  
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ABSTRACT 

The human sperm must reside for a period inside the female reproductive tract to obtain full fertilizing 

capabilities; during this time, they undergo biochemical and physiological modifications. Collectively these 

changes are known as the capacitation process. Among these, the increase in the intracellular pH (pHi) plays a 

pivotal role, since it regulates the activity of essential proteins required for fertilization. However, how the pHi is 

regulated during the human sperm capacitation is not completely understood. Here, we provide a detailed 

description of how the pHi changes during the capacitation process. For instance, we demonstrated that pHi 

increases with a particular behavior depending on the capacitation time, and this alkalization occurs differentially 

in the morphological regions of the sperm cell. Furthermore, we provided mechanistic insights into the molecular 

regulation of pHi during the capacitation. Herein we report that a HCO3
- influx is required to trigger the 

capacitation-associated alkalization. Employing a pharmacological approach, we showed that the anionic 

channel related to cystic fibrosis, CFTR, and the Na+/HCO3
- cotransporter, NBC, partially regulates the HCO3

- 

influx, it is also likely that further unidentified proteins related to HCO3
- movement across the plasma membrane 

are also involved in this process. In addition, the inhibition of the HCO3
--dependent soluble adenylyl cyclase (sAC), 

prevented the capacitation-associated pHi increase only in the sperm flagellum. but not in the head. Comparable 

results were obtained after the pharmacological inhibition of the cAMP-dependent protein kinase (PKA), and 

other PKA-related proteins such as the tyrosine kinases FERT and PYK2, the serine/threonine kinase PKC, and an 

unidentified acetyltransferase, as well as the blocking of the H+ channel, Hv1. Interestingly, this differential 

inhibition of the flagellar capacitation-associated pHi increase, correlates with the intracellular localization of 

those proteins, suggesting a complex mechanism of pHi regulation that involves not only different proteins, but 

also requires fine coordination at the spatial level. Finally, we demonstrated that the pharmacological blockade 

of those proteins inhibits the development of hyperactivated motility, a particular flagellar beating that plays a 

key role during fertilization. Altogether, these results provide invaluable insights regarding the complex process 

of sperm capacitation and opens the door to further investigation to elucidate as to how these changes and the 

signaling pathways related to pHi control, are regulated at the spatial level and their relevance to the fertilization 

process. 

  



RESUMEN GRÁFICO/GRAPHICAL ABSTRACT 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

El espermatozoide: una célula compleja con una tarea complicada 

Los espermatozoides son células particulares ya que son las únicas células en los mamíferos que se producen por 

un organismo, pero su función, tiene lugar en otro organismo completamente diferente. Los espermatozoides 

se producen por millones dentro de los testículos durante un proceso complejo conocido como 

espermatogénesis. Tras la meiosis, las células haploides resultantes denominadas espermátidas, sufren una serie 

de procesos de diferenciación en donde pierden gran parte de su contenido incluyendo sus organelos y la mayor 

parte del citoplasma. Al final de todos estos procesos, el espermatozoide adquiere su aspecto morfológico 

diferenciado, el cual podría parecer simple, ya que consta en el caso del espermatozoide humano, de una región 

semi ovalada denominada cabeza que contiene el núcleo con el ADN, a la cual se encuentra adosado un único 

flagelo que le brinda la capacidad de desplazamiento [1]. Sin embargo, cuando se realiza una observación 

minuciosa es posible vislumbrar su complejidad. En la figura 1 se presenta una descripción detallada de la 

morfología de esta célula tan particular.  

 
Figura 1. Morfología del espermatozoide humano. Acrosoma. Organelo membranoso único de los espermatozoides que 
contiene numerosas proteínas que resultan indispensables para la fusión con el ovulo, además de funcionar cómo un 
reservorio del ion Ca2+. Segmento ecuatorial y segmento post acrosomal. Regiones que delimitan la parte media de la 
cabeza, justo hasta donde abarca el acrosoma, y la parte basal de la cabeza. Dentro de esta región de encuentra el núcleo, 
que contiene el material genético haploide altamente compactado debido a la sustitución de las histonas por protaminas. 
En la base del núcleo se localiza una estructura considerada como una reminiscencia de los procesos de diferenciación 
denominada envoltura nuclear redundante, la cual se postula que funciona como un reservorio de Ca2+. (continua en la 
siguiente página).  

https://doi.org/10.1093/molehr/gay040
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Al final de los procesos de diferenciación y maduración en el tracto genital masculino, los 

espermatozoides están listos para ser liberados y depositados dentro del tracto genital femenino. Los 

espermatozoides recién eyaculados son células morfológicamente maduras que ya cuentan con prácticamente 

todo el arsenal de proteínas necesarias para llevar a cabo su función que es fecundar al ovulo. Si estos 

espermatozoides se colocan en contacto cercano con ovocitos maduros y se dejan el suficiente tiempo, los 

espermatozoides recién eyaculados ¡no podrán fecundar! Esta observación intrigó por mucho tiempo a los 

investigadores. Después de muchos años de cuestionamientos, en 1951, dos investigadores de manera 

independiente demostraron que para que los espermatozoides eyaculados puedan fecundar a los ovocitos, estos 

deberían de pasar cierto tiempo dentro del tracto genital femenino. Estos experimentos tan importantes en el 

campo de la reproducción demostraron que, los componentes del fluido del tracto genital femenino de manera 

individual o en su conjunto, generan cambios a nivel estructural y molecular en los espermatozoides que les van 

a proveer a estas células, la capacidad de fecundar [2,3]. 

Al conjunto de cambios morfológicos y moleculares que sufren los espermatozoides durante su tránsito 

dentro del tracto genital femenino que le van a conferir la capacidad de fecundar al ovocito se les conocen 

colectivamente como capacitación espermática [4]. El descubrimiento de este proceso en combinación con los 

avances en la fisiología del aparato reproductor femenino, sentaron las bases del avance científico y tecnológico 

que permitió que en 1978 ocurriera el nacimiento de la primera persona concebida mediante fecundación in 

vitro [5].  

Tras 71 años del descubrimiento de la capacitación, se avanzó ampliamente en su entendimiento, sin 

embargo, muchos de los aspectos relacionados con su regulación a nivel molecular aún no se entienden por 

completo. En este trabajo se abordaron algunos de los aspectos desconocidos de este proceso, con el fin de 

generar evidencia científica sólida que permita tener un mejor entendimiento de este tan fundamental proceso 

biológico 

  

Figura 1. (continuación). Situada en la frontera entre la cabeza y el flagelo, existe otra reminiscencia de la diferenciación 

llamada la gota citoplasmática. Aunque no es claro la funcionalidad exacta de esta estructura, se propone que puede 

participar en la regulación del volumen celular. En la zona de transición entre la cabeza y flagelo se localizan dos pares de 

centriolos que indican el nacimiento del axonema, una estructura proteica indispensable para generar el batido flagelar. 

Está formada por un arreglo de 9 pares de microtúbulos que rodean un par central (9+2). Este se extiende a lo largo del 

flagelo y está asociada a una serie de proteínas filamentosas llamadas las fibras externas densas. En la porción proximal 

del flagelo, denominada pieza media, estas fibras están rodeadas por las mitocondrias. Posteriormente, se encuentra 

una estructura proteica llamada annulus que delimita el fin de la pieza media. En seguida se encuentra la porción más 

larga de todo el flagelo denominada como pieza principal. En esta región, las fibras externas se encuentran rodeadas de 

otras estructuras proteicas reticulares conocidas como la vaina fibrosa, las cuales permiten estabilizar el movimiento 

flagelar. En la parte más distal del flagelo se encuentra la denominada pieza final, en donde el axonema solo se encuentra 

rodeado por la membrana plasmática. Modificado de [6] 

 

https://www.nature.com/articles/168697b0
https://doi.org/10.1071/BI9510581
https://doi.org/10.1002/mrd.22663
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(78)92957-4
https://doi.org/10.1152/physrev.00028.2010
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La capacitación espermática 

Durante el complejo proceso de diferenciación que da lugar a los espermatozoides ocurre la hiper compactación 

de su material genético y la perdida de ribosomas, lo que tiene como consecuencia que estas células sean 

prácticamente incapaces de llevar a cabo la transcripción y traducción, y, por tanto, de sintetizar nuevas 

proteínas. La manera en que los espermatozoides interpretan y responden al ambiente es a través de la 

modificación postraduccional del arsenal de proteínas que se sintetizaron durante su maduración, así como de 

la capacidad de generar cambios en las concentraciones de diferentes iones, gracias a la activación y/o 

inactivación de diferentes canales y transportadores iónicos [6–8]. Esto es sumamente importante para que 

puedan desplazarse y guiarse durante su trayecto por el tracto genital femenino.  

Durante la capacitación ocurre un aumento en la concentración intracelular de iones como el HCO3
- y el 

Ca2+, mientras que la concentración de otros como el K+, el Na+ o los H+ tienden a disminuir [6–8]. Esto tiene como 

consecuencia que, entre otras cosas, el potencial eléctrico de la membrana plasmática de los espermatozoides 

se vuela más hiperpolarizado [9], y que el pH intracelular (pHi) se torne más alcalino [10]. A su vez, estos cambios 

en las concentraciones iónicas causa la activación de enzimas de señalización que resultan clave para el adecuado 

funcionamiento del espermatozoide [11–14]. En conjunto, estos sistemas de señalización representan los 

mecanismos moleculares que controlan el adecuado funcionamiento de estas células, por lo que resultan 

fundamentales para el proceso de fecundación.  

A nivel funcional, los procesos moleculares que tienen lugar durante la capacitación permiten que los 

espermatozoides puedan llevar a cabo dos fenómenos indispensables para la fecundación, la hiperactivación y 

la exocitosis acrosomal. El primero hace referencia a un tipo especial de batido flagelar caracterizado por ser 

asimétrico y de gran amplitud. Esto permite al espermatozoide, entre otras cosas, desanclarse de las células 

epiteliales del oviducto, atravesar las capas celulares y proteicas que rodean al ovocito, y finalmente, fusionarse 

con él [15,16]. El otro fenómeno dependiente la capacitación, es un proceso de exocitosis único que culmina con 

la liberación del contenido del acrosoma. Este proceso libera enzimas que resultan relevantes para atravesar las 

capas que rodean al ovocito, y al mismo tiempo, permite exponer una nueva membrana que contiene a las 

proteínas necesarias para el reconocimiento especie-específico del ovocito, así como proteínas fundamentales 

para promover la fusión con este [17–19].  

Dentro de la diversidad de procesos moleculares que tienen lugar durante el proceso de capacitación, la 

regulación del pHi ha demostrado ser un elemento fundamental que controla muchos aspectos de este proceso, 

incluyendo la regulación de la hiperactivación. Por esta razón en este trabajo, se abordaron de manera 

documental y experimental algunos de los aspectos relacionados con la regulación a nivel molecular, así como 

de la relevancia fisiológica del pHi en el proceso de capacitación espermática.   

https://doi.org/10.1152/physrev.00028.2010
https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-020911-153258
https://doi.org/10.1038/s41585-020-00390-9
https://doi.org/10.1152/physrev.00028.2010
https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-020911-153258
https://doi.org/10.1038/s41585-020-00390-9
https://doi.org/10.1016/j.mod.2018.04.004
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.05.100
https://docs.google.com/document/d/1xT42e3JqGTNhfy4tV7G0ZtoMdWHMq3IE_KMaK7kmt78/edit?usp=sharing
https://doi.org/10.1093/humupd/dmn029
https://doi.org/10.1387/ijdb.072527ss
https://doi.org/10.1242/jcs.030379
https://doi.org/10.1016/S0248-4900(00)01072-8
https://doi.org/10.1242/dev.090613
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Importancia del pH intracelular en el proceso de capacitación espermática 

A nivel molecular, un pHi alcalino es una señal que regula la actividad de proteínas fundamentales para el 

funcionamiento adecuado del espermatozoides y por tanto de la fecundación [10]. Entre estas destaca el canal 

de Ca2+ específico del espermatozoide, CatSper. Este canal es uno de los principales mecanismos de regulación 

del Ca2+ intracelular, un ion fundamental para la movilidad de los espermatozoides. El pHi alcalino es una de las 

señales que propician un aumento en la actividad de este canal [20]. De igual manera, otro canal específico del 

espermatozoide, el canal de K+ conocido como SLO3 también aumenta su actividad con un estímulo de 

alcalinización. Se propone que este canal es responsable de generar la hiperpolarización de la membrana 

plasmática asociada a la capacitación [21,22]. Interesantemente, la presencia de mutaciones que afecten el 

funcionamiento de estos dos canales es causa de infertilidad masculina tanto en ratones como en humanos 

[23,24]. Por otro lado, un pHi alcalino es necesario para controlar la actividad de las ATPasas llamadas dineínas. 

Estas enzimas hidrolizan ATP para producir curvaturas en el axonema lo que genera el batido flagelar [25,26]. 

Asimismo, un ambiente alcalino se requiere para el funcionamiento adecuado de enzimas glucolíticas que 

permiten proveer la energía necesaria para el espermatozoide [27,28]. Trabajos previos realizados por nuestro 

grupo de trabajo describieron que el pH del acrosoma también se alcaliniza durante la capacitación, una paso 

relevante para que ocurra la exocitosis de su contenido [29,30].  

Regulación temporal del pHi durante la capacitación  

Es importante mencionar que la capacitación es un proceso dinámico que ocurre en una escala temporal variable 

que entre otras cosas depende de la especie [31]. Algunos de los eventos moleculares asociados a la capacitación 

ocurren en una escala temporal de minutos, mientras que otros pueden suceden solamente después de varias 

horas de incubación en un medio que promueva la capacitación [32]. No obstante, no existe evidencia de la 

temporalidad de los cambios en el pHi durante la capacitación. En ese sentido, se reportó que el pHi de los 

espermatozoides aumenta aproximadamente 0.2 unidades cuando estos se incuban durante 24 h en un medio 

que promueve el proceso de capacitación in vitro en comparación de células incubadas en un medio que no 

induce dicho proceso [33]. Hasta el momento, no se cuenta con información que describa si este aumento en el 

pHi ocurre solamente en espermatozoides capacitados durante varias horas, o bien, es un fenómeno que ocurre 

en intervalos de tiempo más cortos. Desde una perspectiva molecular, la actividad de las proteínas puede 

producir cambios en el pHi en una escala de tiempo de segundos o minutos, por lo que es posible que el proceso 

de alcalinización sea un evento temprano en la capacitación. Si la actividad de estas proteínas se mantiene 

durante periodos más largo, es posible que esto favorezca que el pHi permanezca alcalino. Debido a que se 

desconoce la cinética de los cambios de pHi durante la capacitación de los espermatozoides humanos, uno de 

los objetivos principales del presente trabajo consistió en investigar la temporalidad de los cambios en el pHi 

asociados a la capacitación del espermatozoide. 
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Regulación a nivel molecular del pH intracelular durante la capacitación espermática 

Papel de los transportadores y canales de HCO3
- en la regulación del pHi  

Los cambios en la concentración intracelular de HCO3
- pueden causar variaciones en el pHi debido al equilibrio 

de la reacción reversible H2O + CO2 ↔ HCO3
- + H+. Esta reacción se da de forma espontánea, aunque en las células 

existen enzimas denominadas anhidrasas carbónicas (CAs por sus siglas en inglés) que pueden acelerar esta 

reacción. Por esta razón, variaciones en las concentraciones de HCO3
- tendrían un efecto en el pHi. Estas 

variaciones pueden  ocasionarse por la acción de proteínas transportadores de este anión, o bien, por cambios 

en la concentración del CO2 el cual puede difundir libremente por la membrana plasmática [34,35].  

Para el caso de las anhidrasas carbónicas, se reportó la expresión de algunas de ellas en espermatozoides 

de humano y ratón, incluidas la CAI [36,37], la Call [37–39], la CAIV [40], la CAXII [41], y la CAXIII [42]. Se observó 

que el uso de bloqueadores generales contra estas enzimas generan efectos negativos en la movilidad en 

espermatozoides humanos y de ratón [37]. No obstante, su contribución en la regulación del pHi aun es 

desconocido. 

En los espermatozoides de mamíferos existe una variedad de proteínas relacionadas con el transporte 

de HCO3
-. Entre éstas se encuentran miembros de las familias de transportadores de solutos1 SLC26 [35,43–45], 

SLC4 y SLC22 [46–48]. En espermatozoides humanos y de ratón se reportó la expresión de varios miembros de 

la familia SLC26, incluidos el A3, el A6 y el A8 [43,44,49–51]. De manera interesante, se demostró que la inhibición 

farmacológica del SLC26A3 y el SLC16A6 produce una acidificación del citoplasma en espermatozoides de ratón 

[43] y de humano [49]. Aunque se desconoce si el SLC26A8 participa en la regulación del pHi, se sabe que 

hombres con mutaciones en el gen que codifica para esta proteína presentan un fenotipo de astenozoospermia2 

[51]. De igual manera, mutaciones de pérdida de función en el gen de SLC26A3 producen 

oligoastenoteratozoospermia3 en hombres [50,52]. Para el caso del SLC26A6, no existen reportes de mutaciones 

que tengan un efecto negativo a nivel reproductivo.  

Por otro lado, existe evidencia experimental que indica que tanto en espermatozoides de ratón [47] 

como de humano [48], existe un mecanismo de transporte electrogénico de HCO3
- que depende del gradiente 

electroquímico del Na+. Dada la naturaleza de esta proteína se propuso que se trata de un transportador de 

HCO3
- dependiente de Na+ de la familia SLC4, conocidos como NBC (por sus siglas en inglés Sodium-

Na+/Bicarbonate Cotransporter). Aunque se desconoce la identidad molecular precisa del NBC en los 

espermatozoides de mamífero, se sabe que debe ser uno cuyo mecanismo de cotransporte de HCO3
- y de Na+ 

 
1Abreviados en adelante SLC por sus siglas en inglés (Solute Carrier Transporters) 
2De acuerdo con el manual de la OMS para la evaluación del semen, la astenozoospermia se caracteriza por espermatozoides 
de baja movilidad [76]. 
3Condición que se caracteriza por tener bajo conteo de espermatozoide que además poseen baja movilidad, y una elevada 
tasa de anormalidades morfológicas [76].  
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sea de naturaleza electrogénica [47,48]. Solamente dos miembros de la familia SLC4 cuentan con esta 

particularidad, el SLC4a4 y el SLC4a5 también conocidos como NBCe1 y NBCe2, respectivamente [53]. Debido a 

que no es posible corroborar o descartar la presencia de uno u otro transportador en los espermatozoides de 

mamíferos, en adelante se referirá a estas proteínas como los NBC. El efecto de la incubación con antagonista 

de estas proteínas impide que ocurra la hiperpolarización de la membrana plasmática inducida por la 

capacitación en espermatozoides humanos [48], sin embargo, no existen reportes en donde se haya estudiado 

el papel de este tipo de proteínas en la regulación del pHi en espermatozoides de mamífero. Por otro lado, se 

detectó la presencia de otro miembro de esta familia SLC4, el SLC4a1 [54], conocido como el intercambiador 

aniónico 1 o AE1 por sus siglas en inglés. El SLC4a1 tiene la capacidad de transportar HCO3
- al interior celular, 

pero a diferencia de los NBC, este lo hace a través del intercambio por Cl- [55]. Hasta la fecha se desconoce el rol 

del AE1 en el proceso de capacitación o su relevancia en la fecundación.  

Recientemente, se encontró que los espermatozoides de ratón expresan al transportador aniónico 

SLC22a4, el cual está asociado al influjo de HCO3
- y el control del pHi durante la capacitación. De manera 

interesante, este transportador se expresa únicamente en los testículos, y los ratones que carecen de esta 

proteína son  infértiles [56,57]. Hasta el momento se desconoce si esta proteína se expresa en espermatozoides 

humanos. 

Otra proteína cuya función está relacionada con el flujo de HCO3
- al interior celular, es el canal aniónico 

CFTR (por sus siglas en inglés Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) [58–60]. La inhibición de este canal 

produce defectos en la función normal del espermatozoide incluido la regulación del pHi [43,58,59], y 

mutaciones en el gen que lo codifica están asociadas a una disminución de la capacidad de fecundar de los 

espermatozoides humanos [60].  

Rol de las proteínas acarreadoras de H+ en el control del pHi  

Además de las proteínas que están relacionadas con el transporte de HCO3
-, existen otro tipo de proteínas cuya 

función podría ser parte importante de los mecanismos de regulación del pHi en espermatozoides humanos. Este 

grupo de proteínas engloba aquellas con capacidad de transportar H+ hacia el exterior celular.  

Entre estas proteínas se encuentran ciertos integrantes de la familia SLC9, cuya función es intercambiar 

Na+ por H+ de una manera electroneutra. Debido a su actividad, son también conocidos como NHE (por sus siglas 

en inglés Sodium-Na+/Proton-H+ Exchanger) [61–63]. Dentro de los miembros de esta familia, se encuentra el 

NHE específico del espermatozoide (conocido como sNHE). Esta proteína es esencial para la regulación del pHi 

en espermatozoides de ratón y su ausencia causa infertilidad en ratones macho [62]. Existe evidencia que otros 

miembros de esta familia de expresión somática como el NHA1 o el NHA2 también se expresan en 

espermatozoides de ratón, y solamente cuando ambas proteínas se encuentran ausentes se produce infertilidad 

masculina en ratones [61]. Recientemente se demostró que el sNHE se expresa también en espermatozoides de 
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humano, aunque no se ha corroborado su papel en la regulación del pHi, se reportó que mutaciones de perdida 

de función generan infertilidad debido a un severo caso de astenozoospermia [63].  

Por otro lado, se encontró que en espermatozoides humanos se expresa el canal de H+ conocido como 

Hv1 [64,65]. Este canal se inhibe por Zn2+, el cual es un elemento que se encuentra en concentraciones de 

alrededor de 10 mM en el epidídimo y en el plasma seminal. A estas concentraciones el canal se encontraría 

totalmente bloqueado. Solamente cuando el espermatozoide se deposita dentro del tracto genital femenino, en 

donde la concentración de Zn2+ se encuentra en el rango µM [66], el canal se liberaría de su bloqueo y permitiría 

la salida de H+ al espacio extracelular provocando una alcalinización intracelular [64]. Adicionalmente, se sabe 

que la actividad de este canal aumenta durante capacitación [64]. Por todas estas características, se reconoce 

que el canal Hv1 es el principal regulador del pHi en los espermatozoides humanos [67].  

Polarización de la expresión de las proteínas involucradas en la regulación del pHi durante la capacitación  

En las secciones anteriores se describió cómo las proteínas con posible participación en la regulación del pHi se 

clasifican en aquellas relacionadas con el transporte y metabolismo del HCO3
-, y en proteínas que liberan H+ al 

espacio extracelular. Una observación interesante consiste en que la regulación de la alcalinización está asociada 

a la capacitación que emerge de los análisis de la localización subcelular de estas proteínas.  

En este sentido, se describió que el transportador SLC26A3 se localiza en la cabeza de los 

espermatozoides de cobayo [45], mientras que en espermatozoides de ratón y de humano se localiza en la pieza 

media [43,49]. De manera similar, el SLC26A6 se encontró en la pieza media de los espermatozoides de humano 

[49]. De manea interesante, estos dos transportadores se detectaron en la pieza principal de espermatozoides 

humanos pero no de ratones [43,49]. Se sabe que estos transportadores interactúan física y funcionalmente con 

el canal CFTR. Dicha interacción se demostró previamente en los espermatozoides de ratón, sin embargo, aunque 

el canal se ha detectado en la cabeza [58], esta interacción solo se observó en la pieza media [43]. Por otro lado, 

en espermatozoides humanos se encontró que el CFTR se expresa en la región de la cabeza y también en la pieza 

media [58,60,68,69]. Asimismo, se encontró que el transportador SLC22a4 se localiza en la región de la pieza 

principal de los espermatozoides de ratón [56]. Con respecto a las enzimas CAs se identificó que, en 

espermatozoides humanos, la CAI, CAII y CAXIII se localizan en la pieza media [37,38]. Por último, en relación a 

la expresión de las proteínas de la familia SLC4, se encontró que el SLC4A1 se localiza exclusivamente en la cabeza 

[54]. Como se mencionó anteriormente, se desconoce la identidad del o los NBC presentes en los 

espermatozoides de mamíferos,  por tanto, tampoco se tiene información acerca de su localización subcelular. 

En relación al grupo de proteínas cuya función es la extrusión de H+ al espacio extracelular, se determinó 

que su localización subcelular está restringida exclusivamente a la pieza principal del flagelo, esto incluye al canal 

Hv1 (en espermatozoides humanos) [64,65], el sNHE en humano [63] y en ratón [62], así como los NHA1 y NHA2 

en ratón [61]. 
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Como se ha mencionado anteriormente, mucho del conocimiento que se tiene sobre estas proteínas, 

deriva de investigaciones en modelos animales, no obstante, cada vez existe mayor evidencia experimental que 

indica que existe una heterogeneidad, no solo en las proteínas que regulan los procesos asociados a la 

capacitación sino también en los mecanismos de regulación de las mismas [ver referencias 70 y 71]. Por esta 

razón, en la figura 2 se ilustran las proteínas con posible participación en el control del pHi que se han reportado 

únicamente en los espermatozoides humanos haciendo especial énfasis en su localización subcelular. 

Esta heterogeneidad en cuanto a la localización subcelular para el conjunto de proteínas que podrían 

participar en la regulación del pHi, sugiere que posiblemente los mecanismos de regulación del pHi en el 

espermatozoide son más que complejos, y que probablemente depende de la actividad coordinada de diversas 

proteínas. Al mismo tiempo esto sugiere que posiblemente los cambios en el pHi asociados a capacitación 

ocurren de tal manera que coinciden de manera total o parcial con la distribución subcelular de las proteínas que 

los regulan y finalmente podría considerarse que los requerimientos del pHi en los diferentes compartimentos 

de la estructura del espermatozoide pueden ser regulados diferencialmente. 

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo pretenden proveer de nueva información 

que ayude al entendimiento de este fenómeno tan complejo. Esto es particularmente relevante ya que se 

propone que la alcalinización intracelular es un marcador molecular del proceso de capacitación [10,72], aunque 

aún se desconocen los aspectos tan básicos como su regulación a nivel temporal y regional.  
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Figura 2. Localización polarizada de los transportadores iónicos posiblemente involucrados en la regulación del pHi. Cabeza. 
En esta región se encontró la presencia del canal permeable a Cl- y HCO3

- CFTR, y del intercambiador de Cl-/HCO3
- SLC4A1. 

Pieza media. En esta región se localizó al canal CFTR, y los transportadores de Cl-/HCO3
- SLC26A3 y SLC26A6. También se 

encontró que las anhidrasas carbónicas I, II y XIII se localizan en esta región. Pieza principal. En esta zona se detectó la 
expresión del intercambiador Na+/H+ específico del espermatozoide (sNHE) y del canal de H+ Hv1. Hasta el momento se 
desconoce la localización del cotransportador de Na+/HCO3

- (NBC).  
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HIPÓTESIS 

El proceso de alcalinización asociada a la capacitación de los espermatozoides humanos ocurre de manera 

diferencial en el tiempo y en el espacio, así mismo, su regulación depende de la participación de múltiples 

proteínas cuyo efecto en el pHi depende de manera total o parcial con su localización subcelular. El bloquear 

farmacológicamente a estas proteínas, impedirá que el pHi aumente, lo que tendrá consecuencias a nivel 

fisiológico, como la inhibición del desarrollo de la movilidad hiperactivada.    

OBJETIVOS 

General 

Estudiar la regulación e importancia del pHi durante el proceso de capacitación de espermatozoides humanos. 

Particulares 

▹ Establecer la temporalidad de los cambios de pHi durante la capacitación. 

▹ Determinar si la alcalinización asociada a la capacitación ocurre diferencialmente en las distintas regiones 

subcelulares del espermatozoide.  

▹ Evaluar los efectos del bloqueo farmacológico de las proteínas que regulan el pHi en la movilidad 

hiperactivada. 
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RESULTADOS 

Análisis de los cambios de pHi durante la capacitación de espermatozoides humanos 

Medición regionalizada de los cambios de pHi en espermatozoides humanos 

Para estudiar cómo ocurren los cambios en el pHi durante la capacitación de los espermatozoides humanos, se 

empleó la técnica de la citometría de flujo acoplada a imágenes. Está técnica permite adquirir información de 

decenas de miles de células en cuestión de minutos, y al mismo tiempo, permite el análisis regionalizado de 

imágenes de espermatozoides humanos para estudiar de manera independiente los eventos que ocurren en la 

cabeza, de aquellos que suceden en la pieza media y la pieza principal [73]. Hasta el momento no existía evidencia 

de la utilidad de esta técnica para la medición del pHi en espermatozoides humanos. Por esta razón se determinó 

si esta técnica permitía evaluar cambios regionalizados en el pHi. Para ello, los espermatozoides humanos se 

purificaron del fluido seminal y se incubaron en un medio conocido como HTF (por sus siglas en inglés Human 

Tubal) cuya composición no promovía la capacitación espermática (en adelante llamado como “no capacitante” 

y abreviado como NC) (ver detalles experimentales). Posteriormente, se incubaron en presencia de un colorante 

fluorescente sensible a cambios en el pHi, el BCECF-AM, denominado en adelante como BCECF4 (ver detalles 

experimentales). Una vez que los espermatozoides internalizaron el BCECF en su citoplasma, se añadió un 

colorante fluorescente de viabilidad celular, el Ioduro de propidio, llamado en adelante PI. Con esta combinación 

de colorantes es posible excluir a las células no viables (positivos a PI) y evaluar el pHi de una población de 

espermatozoides viables (Fig. S1a y S1b).  

Posteriormente, se planteó determinar si, en efecto, mediante esta técnica es posible medir cambios de 

pHi en un contexto celular. Para ello se comparó la fluorescencia de células vivas teñidas con BCECF, las cuales 

se incubaron en ausencia o presencia de 10 mM de trimetilamonio (TMA). Se sabe que esta base débil promueve 

un aumento sostenido del pHi de aproximadamente 0.4 unidades [74]. Como era de esperarse, las células 

tratadas con TMA presentaron mayores niveles de fluorescencia de BCECF en comparación de las células de la 

condición control (Fig. S1c). Para realizar las comparaciones numéricas entre las diferentes condiciones 

experimentales, se realizó una normalización de la fluorescencia de acuerdo con la siguiente formula: 

𝑭𝒍𝒖𝒐𝒓𝒆𝒔𝒄𝒆𝒏𝒄𝒊𝒂 𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒊𝒛𝒂𝒅𝒂 𝒅𝒆 𝑩𝑪𝑬𝑪𝑭 (𝑭𝒓𝒆𝒍) =  𝑭/𝑭𝒎𝒆𝒅𝒊𝒂𝒏𝒂(𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍)
    Ecuación 1 

En donde 𝐹 corresponde a cada valor de fluorescencia de BCECF obtenido por cada célula y por cada región. 

Fmediana(Control) corresponde al valor de la mediana5 de fluorescencia del colorante en la condición no capacitante 

 
4 El espectro de excitación/emisión del BCECF es 490/535 nm. Cuando el pHi aumenta, la fluorescencia de BCECF incrementa, 
y viceversa, tras una acidificación del pHi, la fluorescencia decae. 
5 Se escogió realizar la normalización con la mediana ya que en muchos casos la fluorescencia de las poblaciones celulares 
presentaba una distribución que no cumplía con los criterios de normalidad.  

https://doi.org/10.1093/molehr/gax062
https://doi.org/10.1074/jbc.M112.439356
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control. Este cálculo se realizó para cada donador y para cada región, de esta manera, la media y la mediana de 

la fluorescencia relativizada de BCECF (Frel) para la condición Control, siempre fue equivalente a 1. 

Una vez que los datos se procesaron de acuerdo con lo indicado en la ecuación 1, se realizó una 

comparación numérica de la fluorescencia de BCECF en presencia o ausencia de TMA. Adicionalmente, para 

determinar si este aumento de fluorescencia podía ser evaluado a nivel subcelular, se aplicó una estrategia de 

análisis de imágenes que desarrollamos previamente [73]. Esta estrategia de análisis es útil para segmentar de 

manera semiautomatizada las miles de imágenes de espermatozoides obtenidas mediante la citometría de flujo 

acoplada a imágenes (ver detalles experimentales). Con esta segmentación es posible realizar mediciones de 

fluorescencia de cada región subcelular del espermatozoide: la cabeza, la pieza media y la pieza principal (Fig. 

S1d). Tras realizar la segmentación y realizar el subsecuente análisis subcelular, se observó que el TMA produjo 

un aumento de la fluorescencia del BCECF en las tres regiones subcelulares del espermatozoide (Frel promedio = 

1.87, 1.63 y 1.77 para la cabeza, la pieza media y pieza principal respectivamente) (Fig. S1e).  

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que es posible detectar cambios en el pHi de 

poblaciones de espermatozoides humanos mediante el uso de la citometría de flujo acoplada a imágenes es una 

herramienta adecuadas para la evaluación del pHi. Adicionalmente, el análisis de imágenes utilizado permitió el 

análisis a nivel de célula única con una resolución subcelular sobresaliente, esto nos permitió de igual manera 

poder determinar que los valores de pHi en los tres segmentos seleccionados (cabeza, pieza media, y pieza 

principal) son diferentes. Además, nos permitió abordar nuestra siguiente pregunta sobre cómo cambian estos 

valores en condiciones de capacitación. La alcalinización del pHi asociada a la capacitación ocurre en la cabeza y 

la pieza principal, pero aparentemente no en la pieza media de los espermatozoides humanos 

Estudios previos revelaron que el pHi de los espermatozoides humanos aumenta tras 24 h de incubación en 

medio que promueve la capacitación [33]. Sin embargo, en este trabajo se planteó demostrar el curso temporal 

en el que ocurre esta alcalinización intracelular asociada a la capacitación, así como, determinar la manera que 

estos cambios ocurren a nivel subcelular en cada una de las regiones del espermatozoide. Para ello, se utilizaron 

espermatozoides aislados del fluido seminal que se incubaron en medio NC, los cuales se cargaron con BCECF. 

Posteriormente, se tomó una fracción de estas células con el colorante para medir sus niveles de fluorescencia 

(esta medición es considerada subsecuentemente como la condición NC control). Al resto de las de células 

cargadas con BCECF se les añadió un volumen equivalente de medio HFT suplementado con HCO3
- (50 mM), y 

con 1% v/v de albúmina sérica de bovino (denominada en adelante como BSA o solo como albúmina). Se sabe 

que la presencia de estos compuestos promueve el proceso de capacitación in vitro [75,76]. A este medio 

suplementado con HCO3
- y albúmina se le denominó en adelante como medio capacitante (CAP)6. Transcurridos 

 
6 La concentración final de HCO3

- y de albumina en el medio CAP es de 25 mM y 0.5%, respectivamente.  

https://doi.org/10.1093/molehr/gax062
https://doi.org/10.1095/biolreprod56.5.1169
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.humrep.a135978
https://apps.who.int/iris/handle/10665/44261
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algunos segundos de la adición de medio CAP, se tomó a una fracción de células a las que se les realizó la primera7 

medición de la fluorescencia de BCECF en condiciones capacitantes. 

Tras 15 min de incubación en medio CAP se realizó la segunda medición de fluorescencia. 

Subsecuentemente, se realizaron 11 mediciones cada 15 min hasta completar a los 180 min de capacitación. A 

partir de los 190 min, las mediciones adicionales se hicieron cada 60 min hasta completar 360 min de incubación 

en condiciones que promueven la capacitación (en la figura 3a se esquematiza este protocolo).   

Las imágenes obtenidas se procesaron como se mencionó anteriormente para realizar el análisis 

regionalizado (ver detalles experimentales y Fig. S1d), y posteriormente se aplicó la relativización indicada en la 

ecuación 1. Los datos obtenidos se representan como gráficas de densidad de fluorescencia (ver detalles 

experimentales) (Fig. 3b). Con el fin de comparar los resultados obtenidos entre cada donador, se obtuvo un 

promedio de la fluorescencia relativizada y los datos resultantes se graficaron para cada condición experimental 

y cada región subcelular (ver detalles experimentales) (Fig. 3c).   

 Los resultados obtenidos muestran que, desde el primer punto evaluado después del inicio de la 

capacitación, se da un incremento en la Frel, lo que indica que ocurrió un aumento en el pHi. Comparados con la 

condición NC (Frel= 1.00), el aumento observado ocurrió mayoritariamente en la cabeza (Frel= 1.28 ± 0.01, p = 

0.04), y aunque también se presentó en la pieza principal, este no fue estadísticamente significativo (Frel= 1.08 ± 

0.05, p = 0.13). Interesantemente, en la pieza media se observó una disminución no significativa en la 

fluorescencia (Frel= 0.89 ± 0.05, p = 0.66). Para los siguientes tiempos evaluados, los resultados obtenidos 

mostraron una elevada variabilidad entre los datos individuales de cada donador (ver puntos en escala de grises 

de la Fig. 3b y 3c). Para poder visualizar el comportamiento cinético de los cambios de fluorescencia se realizó 

un ajuste de regresión local (ver detalles experimentales) (líneas negras en la Fig. 3c). Mediante este análisis, se 

determinó que los valores de Frel de la cabeza y la pieza principal continuaron aumentando hasta llegar a su punto 

máximo a los 60 min de incubación en medio CAP. (Frel= 1.26 ± 0.07, p = 0.012; y 1.13 ± 0.04, p = 0.022 para la 

cabeza y la pieza principal, respectivamente). Sin embargo, tras 75 min de capacitación, la fluorescencia en la 

pieza media llegó a su punto menor (Frel= 0.84 ± 0.05, p = 0.01), a partir de este punto se mantuvo aparentemente 

constante hasta los 360 min de incubación. Por el otro lado, a partir de los 75 min de capacitación, la 

fluorescencia de la cabeza y la pieza principal presentó una fase de decaimiento hasta llegar a un punto mínimo 

a los 165 min (Frel= 1.19 ± 0.03, p = 0.01; y 1.10 ± 0.04, p = 0.01; para la cabeza y la pieza principal 

respectivamente). Después de este punto, la fluorescencia presentó una variabilidad alta y una tendencia a 

mantenerse relativamente constante hasta los 360 min de capacitación, aunque solamente se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en la región de la cabeza (Frel = 1.20 ± 0.06, p = 0.007), pero no así en 

 
7 La suspensión de espermatozoides se centrifuga para concentrarlas y poder ser evaluadas por el citómetro (ver detalles 
experimentales). Por esta razón el primer punto evaluado durante la capacitación corresponde a 7 min. 
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la pieza principal (Frel = 1.06 ± 0.04, p = 0.061),  (Fig. 3c). En la figura 3d se observan imágenes de BCECF de 

espermatozoides representativos de algunos de los tiempos evaluados. 

Los resultados descritos anteriormente demostraron que los cambios del pHi asociados a la capacitación 

ocurren desde el primer tiempo evaluado de la capacitación, y subsecuentemente presentan un comportamiento 

altamente variable (Fig. 3b y 3c). Por esta razón se planteó descartar la posibilidad de que los cambios observados 

en la fluorescencia ocurren de una manera que solo depende del tiempo de incubación e independiente de los 

componentes del medio capacitante. Para ello se comparó la fluorescencia de espermatozoides teñidos con 

BECEF incubados en condiciones NC durante 60 o 360 min. Interesantemente, no se observaron cambios 

estadísticamente significativos en comparación de la condición NC inicial (10 min después de la tinción con 

BCECF) en ninguna de las tres regiones (Frel= 1.09 ± 0.03, p = 0.13; 0.91 ± 0.07, p = 0.67; y 1.02 ± 0.02, p = 0.67; 

para la cabeza, la pieza media y la pieza principal) (Fig. S2). Esto sugiere que los cambios en el pHi dependen de 

la presencia de los componentes clave del medio capacitante, es decir el anión HCO3
- y la albúmina, y no así de 

factores como el tiempo, o la manipulación experimental. 

  



 
Figura 3. El aumento del pHi asociado a la capacitación ocurre con una cinética temporal definida y diferente en cada región del espermatozoide. (a) Esquema de la estrategia 
para la evaluación de la cinética del pHi. Los espermatozoides incubados en condiciones no capacitantes (NC) fueron cargados con BCECF y se les hizo la primera medición 
(condición NC). A otro grupo de células cargadas con BCECF se les añadió medio suplementado con HCO3

- (25 mM) y albumina (0.5% p/v) para promover la capacitación 
(condición CAP). En estas condiciones se realizaron mediciones a los 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165, 180, 240, 300 y 360 min de incubación. (b) Histogramas 
de densidad de fluorescencia de BCECF relativizadas con la condición NC (de acuerdo con la ecuación 1). Las gráficas están construidas con la información de al menos 1000 
células por donador y por cada tiempo evaluado. Los puntos negros representan la mediana de fluorescencia de todas las muestras analizadas. (c) valores promedio de la 
fluorescencia relativizada de BCECF de todos los tiempos evaluados. Los puntos de colores indican el promedio ± el error estándar de la media. Las líneas curveadas 
corresponden al modelo de regresión local, y la zona sombreada en gris corresponde al intervalo de confianza del 95% del ajuste. Para las gráficas en (b) y en (c) los puntos 
en escala de grises indican la mediana de fluorescencia de cada donante (n = 5). Se realizaron comparaciones estadísticas con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de un 
análisis de comparaciones múltiples mediante el método de Holm. *p<0.05 y **p<0.01. (d) Imágenes representativas de espermatozoides teñidos con BCECF incubados en 
los tiempos indicados.   



Determinación cuantitativa de los cambios de pHi durante la capacitación de espermatozoides humanos 

A raíz de los resultados descritos en el apartado anterior, se decidió obtener información sobre la magnitud de 

estos cambios de pHi asociados a la capacitación espermática. Para ello se desarrolló una estrategia experimental 

que permitió la determinación del pHi absoluto en poblaciones de espermatozoides teñidos con BCECF. Para esta 

técnica se desarrolló un tipo particular de citometría de flujo a la que se le denominó como de “adquisición 

continua”. La razón para utilizar este citómetro es que, a diferencia del citómetro acoplado a imágenes, este 

permite hacer registros de la fluorescencia en un curso temporal durante el cual se pueden hacer adiciones de 

diferentes compuestos sin necesidad de interrumpir el registro. Gracias a esto fue posible crear una estrategia 

experimental que permitió obtener valores absolutos del pHi (ver detalles experimentales y Fig. S3). 

Mediante esta estrategia, se determinó que el pHi de los espermatozoides no capacitados fue de 6.62 ± 

0.35, mientras que tras 360 min de incubación en un medio que promueve la capacitación, el pHi incremento a 

6.80 ± 0.32 (p= 0.10) (Fig. 4). Es importante mencionar que una de las desventajas más relevantes de la citometría 

de flujo de adquisición continua es que al carecer de la capacidad de adquirir imágenes no es posible realizar 

mediciones regionalizadas. Aunque el aumento en el pHi no resultó ser estadísticamente significativo, estos 

resultados refuerzan la propuesta de que el pHi aumenta durante la capacitación y proveen evidencia sobre la 

magnitud de dicho cambio. 

Figura 4. Medición absoluta del pHi en espermatozoides humanos mediante 

citometría de adquisición continua. Valores promedio de pHi de poblaciones (al 

menos 5000 células por donador y por condición) de espermatozoides 

provenientes de diferentes donadores (n=11, puntos en escala de grises). Se 

evaluaron células incubadas en condiciones no capacitantes (NC) y se compararon 

con células que se incubaron durante 360 min en medio capacitante (CAP). Los 

puntos rojos representan el promedio ± el error estándar de la media de todas las 

muestras evaluadas. Se realizó una prueba de Wilcoxon para determinar la 

presencia de significancia estadística. (ver detalles experimentales y Fig. S3 para 

más información del protocolo. 

 

La alcalinización asociada a la capacitación ocurre con mayor frecuencia en muestras de espermatozoides de 

hombres fértiles 

Durante el periodo de desarrollo de este trabajo se publicó un artículo de investigación en donde se reportó que 

en muestras de espermatozoides provenientes de pacientes con bajas de tasas de fertilización in vitro (FIV) 

durante tratamiento de fertilidad presentaron niveles de pHi ácidos en contraste con aquellos con mejores tasas 

de fecundación [77]. Con el fin de reforzar la idea de que un pHi alcalino puede ser un elemento crucial para 

definir el potencial fertilizante de una muestra seminal, se realizó la determinación del pHi absoluto de muestras 

https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2020.10.038
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seminales provenientes de donantes normozoospérmicos que reportaron haber sido padres por medios 

naturales en un lapso no mayor a 5 años (a este grupo de donantes se les denomino como de “paternidad 

reportada”). De igual forma, se obtuvo el pHi de muestras seminales de individuos normozoospérmicos que 

reportan no haber sido padres hasta el momento de la medición (denominados en adelante como de “paternidad 

no reportada”). De manera interesante, tras 6 h de incubación en medio capacitante se encontró que las 

muestras seminales del grupo de donantes con paternidad reportada presentaron un aumento promedio de 0.36 

unidades de pHi con respecto a la condición NC (6.58 ± 0.14 vs 6.94 ± 0.12 para condiciones NC y CAP 

respectivamente, p = 0.0078) (Fig. 5). Cabe destacar que a pesar de que se observó un alto grado de variabilidad 

entre los valores de pHi, el 100% (8 de 8) de estas muestras mostró este comportamiento. En contraste, las 

muestras de individuos de paternidad no reportada presentaron un comportamiento variable en donde 

solamente en una de las seis muestras (17%) se observó una alcalinización tras la capacitación. A su vez, en dos 

(33%) de estas no se observaron cambios, y en las restantes tres (50%) se observó un descenso del pHi. Debido 

a esta situación, el comportamiento promedio del pHi tras la capacitación mostró una aparente acidificación de 

0.06 unidades de (6.67 ± 0.14 vs 6.61 ± 0.08 para condiciones NC y CAP respectivamente, p = 0.55) (Fig. 5). Como 

era de esperarse, los datos obtenidos presentaron niveles altos de variación entre muestras. Sin embargo, estos 

resultados suman evidencia acerca de la importancia del pHi durante el proceso de capacitación. Además, 

sugieren que la adecuada ocurrencia del fenómeno de alcalinización asociada a la capacitación podría estar 

relacionada con la capacidad fecundante de una muestra de espermatozoides.  

Figura 5. Medición absoluta del pHi en 

muestras de espermatozoides de donadores 

con paternidad reportada y no reportada. 

Grafica de puntos que representa los valores 

promedio de pHi de poblaciones de 

espermatozoides (al menos 5000 células por 

condición) de donadores normozoospérmicos 

evaluados en condiciones no capacitantes 

(NC) comparados con espermatozoides 

incubados durante 360 min en medio 

capacitante (CAP). Cada punto en colores 

representa el pHi promedio de una población 

de espermatozoides de un donante individual. 

Las muestras se clasificaron en dos categorías 

dependiendo si el donante reportó ser padre 

(paternidad reportada, n = 8) (a), o si el 

donante reporta no ser padre (paternidad no 

reportada, n=6) (b). Los puntos negros 

representan el promedio ± el error estándar 

de la media de los valores promedio de pHi de 

todas las muestras evaluadas. Se realizó una 

prueba de Wilcoxon para determinar 

diferencias significativas. **p < 0.05.        
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Mecanismos moleculares que controlan la alcalinización intracelular asociada a la capacitación espermática 

El rol del anión HCO3
- en la regulación del pHi de espermatozoides humanos 

Los resultados de la sección anterior sugieren que los componentes del medio de incubación que inducen el 

proceso de capacitación in vitro, la albúmina y el HCO3
-, de manera individual o en conjunto, desencadenan vías 

de señalización que van a generar, entre otras cosas, el aumento del pHi. Bajo esta premisa, se consideró que 

posiblemente el anión HCO3
- podría ser el responsable principal de desencadenar la respuesta celular que 

culmina con la alcalinización del citoplasma. Para demostrar esto, se utilizaron espermatozoides teñidos con 

BCECF incubados en un medio que contenía medio HTF suplementado únicamente con albúmina mas no con 

HCO3
-. Con este experimento se esperaba que el aumento del pHi característico de la capacitación no sucediera 

en lo absoluto, o bien, que ocurriera de manera disminuida. Para los siguientes experimentos, solamente se 

midieron los tiempos de incubación NC, 7, 60 y 240 min. Los datos se procesaron para obtener la Frel de acuerdo 

con la ecuación 1. Las células incubadas en medio carente de HCO3
-, presentaron resultados muy variables 

considerando cada región subcelular. En la zona de la cabeza, a los 7 y 60 min de incubación en dicho medio, la 

Frel fue estadísticamente menor que en las células incubadas en medio CAP (Frel (no HCO3-) = 1.01 ± 0.01 vs Frel(CAP) = 1.10 

± 0.02, p = 3.2x10-3, para los 7 min; Frel(no HCO3-) = 1.01 ± 0.03 vs Frel(CAP)= 1.06 ± 0.02, p = 0.024, para los 60 min). A su 

vez, en la pieza media se detectó un ligero aumento de la Frel después de 7 min de incubación que se mantuvo 

constante a los 60 min, el cual solamente resulto ser significativamente mayor que la condición capacitante hasta 

los 240 min de incubación (Frel(no HCO3-) = 1.10 ± 0.05 vs Frel(CAP)= 0.99 ± 0.04, p = 8.5x10-4). Por otro lado, en la pieza 

principal se observaron niveles de Frel que resultaron ser menores que en la condición NC. En todos los tiempos 

de capacitación evaluados, se observaron diferencias estadísticamente significativas con respecto a la condición 

capacitante (Frel(no HCO3-)= 0.98 ± 0.02 vs Frel(CAP) = 1.07 ± 0.03, p = 0.015, para los 7 min; Frel(no HCO3-)= 0.96 ± 0.01 vs Frel(CAP) 

= 1.03 ± 0.02, p = 0.034, para los 60 min; Frel(no HCO3-)= 0.94 ± 0.01 vs Frel(CAP) = 1.03 ± 0.01, p = 4.7x10-4, para los 240 

min) (Fig. 6a y 6b). 

 Este resultado indica que el HCO3
- presente en el medio capacitante es crucial para inducir el aumento 

de pHi asociado a la capacitación. Adicionalmente la variabilidad observada en cada una de las regiones 

subcelulares sugiere que existen una regulación que ocurre de manera independiente en cada zona del 

espermatozoide. 

Con el objetivo de determinar si el efecto del HCO3
- en el pHi se debe a su influjo por acción de algún 

transportador de membrana plasmática, los espermatozoides se incubaron en presencia de 100 µM del inhibidor 

general del transporte aniónico, DIDS, o en su defecto, con una concentración equivalente de DMSO como 

vehículo (Veh) (ver detalles experimentales). La idea es que el fármaco inhibiera la actividad de la mayoría de los 

canales y transportadores que pudieran estar participando en el influjo HCO3
- requerido para la alcalinización 

asociada a la capacitación. De acuerdo con lo esperado, el tratamiento con DIDS inhibió significativamente el 
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aumento de la Frel en las tres regiones del espermatozoide en todos los tiempos de incubación evaluados (Fig. 6a 

y 6b).  

En conjunto, estos resultados sugieren que el influjo de HCO3
- es fundamental para que ocurra el 

aumento de pHi en la cabeza y la pieza principal de los espermatozoides durante la capacitación. Para esto se 

requiere de la participación de proteínas transmembranales, ya sea canales o transportadores, que transportan 

este anión. Por otro lado, es probable que la albúmina por sí sola, también sea capaz de activar proteínas o vías 

de señalización que convergen en la inducción del aumento del pHi asociado a la capacitación regionalizada (ver 

discusión). Al mismo tiempo, estos resultados generan la interrogante sobre qué proteínas son las responsables 

de generar el influjo de este anión. 

 

Figura 6. Importancia del influjo del HCO3
- en la regulación del pHi durante la capacitación. (a) Histogramas de densidad de 

fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo (Veh), medio sin HCO3
- (HFT +albúmina 

- HCO3
-), o un inhibidor general del transporte aniónico (DIDS, 50 µM). La información de la fluorescencia de BCECF se relativizó 

con respecto a la condición no capacitante incubadas con vehículo (NC-Veh) de acuerdo con la ecuación 1. Cada histograma 
contiene la información de al menos 1000 células por donador. (b) Valores promedio de la fluorescencia relativizada de 
BCECF. Los puntos de colores indican el promedio ± error estándar de la media. Las líneas curveadas en (b) corresponden al 
ajuste de un modelo de regresión local. Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala de grises indican la mediana de la 
fluorescencia de cada donante (n = 5). Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas de comparaciones múltiples de cada 
tratamiento con respecto al vehículo para cada tiempo de incubación evaluado. * p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001) (c) 
Imágenes representativas de espermatozoides teñidos con BCECF e incubados con los diferentes tratamientos empleados.  
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El canal CFTR y el cotransportador NBC tienen un rol menor en el control del pHi durante la capacitación 

Los resultados de la sección anterior puntualizaron la relevancia del influjo de HCO3
- para que ocurra el aumento 

del pHi asociado a la capacitación, pero generaba la interrogante sobre las proteínas (transportadores o canales) 

que están involucrados en este proceso. Previamente se detectó que en los espermatozoides expresan algunas 

proteínas con esta función, entre las que se encuentran los cotransportadores de Na+ y HCO3
- conocidos como 

NBC. En espermatozoides humanos, se encontró evidencia de la actividad de una proteína con las características 

de un NBC de naturaleza electrogénica ya que el bloqueo farmacológico de estas proteínas inhibe la 

hiperpolarización de la membrana plasmática que ocurre inmediatamente tras la adición de HCO3
- [48]. Por esta 

razón se consideró que, al inhibir a esta proteína, posiblemente se evitaría el aumento de pHi que se da en los 

primeros minutos de incubación en presencia de HCO3
-. Para demostrar lo anterior, se empleó el S0859 (5 µM), 

un antagonista específico de los NBC, y se compararon los resultados con espermatozoides incubados solamente 

con el vehículo (Veh). Interesantemente, la inhibición de esta proteína en condiciones NC, propició una reducción 

de la fluorescencia del BCECF que resultó ser estadísticamente significativa tanto en la cabeza (Frel(S0859-NC) = 0.95 ± 

0.04 vs Frel(Veh-NC) = 1.00 ± 0.00, p = 0.034) como en la pieza principal (Frel(S0859-NC) = 0.92 ± 0.04 vs Frel(Veh-NC) = 1.00 ± 0.00, 

p = 0.039), pero no así en la pieza media (Frel(S0859-NC) = 1.00 ± 0.04 vs Frel(Veh-NC) = 1.00 ± 0.00, p = 0.93). Por otro lado, 

en condiciones capacitantes especialmente a los 60 y 240 min, los niveles de fluorescencia fueron menores que 

la condición control, aunque no se observaron diferencias estadísticamente significativas (Fig. 7a y 7b). Estos 

resultados sugieren que la actividad de los NBC es importante para el control del pHi incluso antes de la 

capacitación, aunque su participación en el aumento inicial del pHi inducido por el medio capacitante es 

discutible. Además, esto apoya la idea de que existen otras proteínas que participan en el control del influjo de 

HCO3
- que ocurre desde los primeros minutos de la capacitación.  

 Otro candidato es el canal CFTR el cual permea Cl- y HCO3
-. Se reportó que el Inh-172, un antagonista 

específico de este canal, induce una acidificación del pHi en espermatozoides humanos capacitados durante 300 

min [59]. En el presente trabajo se determinó si este compuesto prevenía el aumento inicial del pHi inducido por 

el influjo de HCO3
-, y al mismo tiempo, se indagó si efecto del bloqueo de este canal correlaciona con su 

localización subcelular previamente descrita (ver Fig. 2). Para ello se emplearon espermatozoides teñidos con 

BCECF e incubados en presencia de 5 µM del Inh-172, o en presencia de DMSO como vehículo (Veh). Se evaluaron 

los mismos tiempos descritos en la sección anterior (NC, y Cap a los 7, 60 y 240 min). De igual manera, los datos 

se procesaron como se indicó en secciones anteriores para obtener la información a nivel regionalizado, y 

posteriormente se relativizaron de acuerdo con la ecuación 1. De manera interesante, se observó que la 

inhibición farmacológica del CFTR no provocó un aumento significativo en la Frel ni a los 7 ni a los 60 min de 

incubación con respecto a la condición NC. Sin embargo, se observó una disminución de la fluorescencia con 

respecto a la condición control tras 240 min de incubación en medio capacitante y en presencia del fármaco. 

https://doi.org/10.1074/jbc.RA118.003166
https://doi.org/10.1002/jcp.25634
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Este efecto ocurrió en las tres regiones subcelulares del espermatozoide, aunque solamente mostró ser 

estadísticamente diferente en la zona de la cabeza (Frel(Inh-172-240’) = 1.00 ± 0.02 vs Frel(Veh-240’) = 1.08 ± 0.02, p = 0.03) (Fig. 

7a y 7b).  La observación anterior sugiere que la participación del CFTR en la regulación del pHi es aparentemente 

relevante únicamente tras varias horas de capacitación. 

Estos resultados fortalecen la idea de que otra u otras proteínas aun no identificadas están involucradas 

de alguna manera en la regulación del influjo inicial de HCO3
-, que resulta necesario para inducir el incremento 

de pHi observado tras la inducción de la capacitación (ver discusión).   

 

Figura 7. El canal CFTR y el cotransportador como mecanismos de relevancia menor en la regulación del pHi durante la 
capacitación. (a) Histogramas de densidad de fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes 
tratamientos: vehículo (Veh), inhibidores del canal CFTR (Inh-172, 5 µM) y de los transportadores NBC (S0859, 5 µM). La 
información de la fluorescencia de BCECF se relativizó con respecto a la condición no capacitante incubadas con vehículo 
(NC-Veh) de acuerdo con la ecuación 1. Cada histograma contiene la información de al menos 1000 células por donador. (b) 
Valores promedio de la fluorescencia relativizada de BCECF. Los puntos de colores indican el promedio ± error estándar de 
la media. Las líneas curveadas en (b) corresponden al ajuste de un modelo de regresión local. Para las gráficas en (a) y (b) 
los puntos en escala de grises indican la mediana de la fluorescencia de cada donante (n = 5). Se realizaron pruebas de 
Krustall-Wallis seguidas de comparaciones múltiples de cada tratamiento con respecto al vehículo para cada tiempo de 
incubación evaluado. * p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 (c) Imágenes representativas de espermatozoides teñidos con BCECF 
e incubados con los diferentes tratamientos empleados. 
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Participación de la vía HCO3
-/sAC/AMPc/PKA en la regulación regionalizada del pHi durante la capacitación de 

espermatozoides humanos 

La evidencia obtenida en este trabajo apoya la idea de la importancia del influjo de HCO3
- en la regulación de la 

alcalinización intracelular asociada a la capacitación en espermatozoides humanos. Sin embargo, aún no es claro 

cómo el aumento de la concentración de este anión está involucrado en este proceso.  

Una posibilidad es que el HCO3
- se una a la adenilil ciclasa soluble (sAC), una proteína de expresión 

exclusiva del espermatozoide que es indispensable para la fecundación [78]. Esta enzima cataliza la 

transformación del adenosín trifosfato (ATP) en adenosín monofosfato cíclico (AMPc) [79]. Una de las acciones 

más relevantes de este importante segundo mensajero es activar a la cinasa dependiente de AMPc, conocida 

como PKA [11]. La activación de esta cinasa en los espermatozoides ocurre tan pronto como un minuto después 

de la estimulación con HCO3
- [80]. Anteriormente, se demostró que la inhibición farmacológica de PKA induce 

una acidificación citoplásmica en espermatozoides humanos incubados en medio capacitante durante 300 min 

[59]. Por esta razón, resultó relevante determinar la participación de la vía que relaciona al HCO3
-, la sAC y la PKA 

en la regulación del pHi en el espermatozoide humano, con el fin de determinar si la inhibición de los 

componentes de esta vía previene de manera total o parcial el aumento del pHi asociado a la capacitación, 

especialmente la alcalinización que ocurre durante los primeros minutos de este proceso. 

Para ello se utilizaron espermatozoides previamente teñidos con BCECF los cuales se trataron con 50 µM 

de KH7, un inhibidor de la sAC, o bien, con 30 µM de H89, un antagonista de la PKA. Se realizaron mediciones 

siguiendo las condiciones descritas anteriormente, es decir, evaluando la fluorescencia del BCECF en condiciones 

NC, y en CAP a los 7, 60 y 240 min de incubación en presencia de los fármacos o del respectivo vehículo (Veh). 

Los datos obtenidos se procesaron de acuerdo con la ecuación 1. De manera interesante, en los espermatozoides 

tratados con H89 se observó que la Frel se redujo significativamente pero solo en la región de la pieza principal 

pero no en las otras regiones subcelulares. Esta disminución ocurrió tanto en condiciones NC (Frel(H89) = 0.89 ± 0.01 

vs Frel(Veh) = 1.00 ± 0.01, p = 0.008) como en todos los tiempos de capacitación evaluados (Frel(H89-7’) = 0.94 ± 0.021 vs 

Frel(Veh-7’) = 1.07 ± 0.013, p = 0.038,  Frel(H89-60’) = 0.92 ± 0.01 vs Frel(Veh-60’) = 1.01 ± 0.02, p =0.021, Frel(H89-240’) = 0.89 ± 0.04 vs 

Frel(Veh-240’) = 1.04 ± 0.02, p = 0.012) (Fig. 8b).  

Es importante mencionar que la concentración empleada de H89 puede también inhibir la actividad de 

otras cinasas como la CaM-K II, o la PKC. Para reforzar este resultado obtenido, se empleó un inhibidor más 

específico para esta cinasa. Un polipéptido de 19 aminoácidos derivado de la región efectora de la proteína 

inhibidora de PKA (PKI) que se encuentra naturalmente en las células. Para este experimento se usaron dos 

versiones del péptido: 1) un compuesto que corresponde solamente a los 19 aminoácidos, nombrado en 

adelante PKI, el cual por su naturaleza química no es permeable a la membrana plasmática por lo que carecería 

de actividad biológica en células vivas; y 2) una versión modificada del péptido que posee una miristoilación en 

la glicina de la posición 1 del polipéptido lo que le confiere la capacidad de atravesar la membrana celular. Este 

https://www.jbc.org/article/S0021-9258(17)39295-5/pdf
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2014.07.013
https://doi.org/10.1093/molehr/gat033
https://doi.org/10.1002/jcp.25634


 

 

30  TESIS DOCTORAL | M.C. José Arturo Matamoros Volante 

compuesto se nombra en adelante como S-PKI. Ambas versiones del péptido se utilizaron a una concentración 

de 1 µM. Para este experimento solamente se evaluaron células incubadas en medio capacitante durante 240 

min en presencia de los polipéptidos o del vehículo (H2O). En estas condiciones, se observó que el S-PKI, pero no 

el PKI produjo una disminución estadísticamente significativa de la Frel en la región de la pieza principal (Fig. S4) 

pero no de la cabeza ni de la pieza media (datos no mostrados).   

Por otro lado, el bloqueo de la sAC mediante el KH7 también indujo una reducción de la Frel, el cual resulto 

ser estadísticamente diferente únicamente en la región de la pieza principal tras 240 min de capacitación en 

condiciones capacitantes (Frel(KH7-240’) = 1.01 ± 0.005 vs Frel(Veh-240’) = 1.04 ± 0.02, p = 0.031). Sin embargo, en la región 

de la cabeza y de la pieza media no se observó un cambio estadísticamente significativo con respecto a la 

condición control (Fig. 8b).   

En conjunto, estos resultados sugieren que la vía de señalización que involucra la activación dependiente 

de HCO3
- de la sAC, y la subsecuente activación de PKA, tiene un papel fundamental en la regulación del pHi. De 

manera interesante, estos resultados coinciden con la localización subcelular reportada para la PKA (ver la 

discusión para mayores detalles). Al mismo tiempo, estos resultados abren nuevas interrogantes, especialmente 

cuales son las proteínas río abajo de la activación de la sAC y/o de PKA que funcionan como efectoras del control 

del pHi. 
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Figura 8. Participación de la vía de HCO3
-/sAC/AMPc/PKA en la regulación regionalizada del pHi durante la capacitación. (a) 

Histogramas de densidad de la fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo 
(Veh), inhibidor de la sAC (KH7, 50 µM), y de la PKA (H89, 30 µM). La información de la fluorescencia de BCECF se relativizó 
con respecto a la condición no capacitante incubadas con vehículo (NC-Veh) de acuerdo con la ecuación 1. Cada histograma 
contiene la información de al menos 1000 células por donador. (b) Valores promedio de la fluorescencia relativizada de 
BCECF. Los puntos de colores indican el promedio ± error estándar de la media. Las líneas curveadas en (b) corresponden al 
ajuste de un modelo de regresión local. Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala de grises indican la mediana de la 
fluorescencia de cada donante (n = 5). Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas de comparaciones múltiples de cada 
tratamiento con respecto al vehículo para cada tiempo de incubación evaluado. * p<0.05, y **p<0.01. (c) Imágenes 
representativas de espermatozoides teñidos con BCECF e incubados con los diferentes tratamientos empleados. 
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El canal Hv1 como el principal efector de los cambios de pHi en la pieza principal 

Los resultados de la sección anterior revelaron la importancia de la vía de HCO3
-/sAC/AMPc/PKA en la regulación 

del pHi en la pieza principal. La pregunta inmediata que se planteó fue determinar la naturaleza de la proteína 

efectora encargada de regular el pHi en esta región del espermatozoide. 

Se sabe que los espermatozoides humanos presentan una conductividad a H+ mediada por el canal Hv1. 

Además, se demostró que esta corriente presenta mayor magnitud en espermatozoides capacitados [64]. Como 

se mencionó anteriormente (Fig. 1), este canal se localiza exclusivamente en la región de la pieza principal del 

espermatozoide [64]. A raíz de estas observaciones, se propuso que este canal es el principal mecanismo para la 

regulación del pHi [64,65,67], aunque en ninguno de esos trabajos se presentó evidencia experimental que 

indague el rol de Hv1 en este proceso.  

Para demostrar lo participación de dicho canal en el proceso de alcalinización asociada a la capacitación 

espermática, se emplearon espermatozoides teñidos con BCECF, los cuales se incubaron en presencia de 200 µM 

de ZnCl2 ya que el catión Zn2+ es un inhibidor de este canal [81]. De igual manera se emplearon espermatozoides 

incubados en presencia del vehículo (H2O) a manera de control. Las mediciones de fluorescencia se realizaron y 

analizaron igual que los experimentos descritos en las secciones anteriores. El efecto del Zn2+ en la zona de la 

cabeza de los espermatozoides fue altamente variable, pero se observó una reducción estadísticamente 

significativa tras 240 min de capacitación (Frel(Zn2+-240’) = 1.02 ± 0.2 vs Frel(Veh-240’) = 1.10 ± 0.01, p = 0.016) (Fig. 9b). En 

contraste, no se observaron cambios estadísticamente significativos en la fluorescencia de la pieza media en 

ninguno de los tiempos de capacitación evaluados. Mientras que en la pieza principal, se observó una reducción 

estadísticamente significativa a los 7, 60 y 240 min de incubación en medio capacitante (Frel(Zn2+-7’) = 1.02 ± 0.12 vs 

Frel(Veh-7’) = 1.12 ± 0.04, p = 0.031; Frel(Zn2+-60’) = 1.01 ± 0.02 vs Frel(Veh-60’) = 1.08 ± 0.01, p = 0.024; y Frel(Zn2+-240’) = 0.98 ± 0.04 vs 

Frel(Veh-240’) = 1.06 ± 0.01, p = 0.015 respectivamente) (Fig. 9b).  

Mediante experimentos de electrofisiología en configuración de célula completa8 se encontró que 100 

µM del inhibidor del canal Hv1 denominado 2-Guanidinobenzimidazol (2-GBI) reducen en un 70% la corriente de 

H+ (presumiblemente conducida a través de Hv1) en espermatozoides humanos [82]. Sin embargo, el 2-GBI 

presenta una baja permeabilidad a la membrana, hecho que resulta relevante por dos cosas: 1) el sitio de unión 

del 2-GBI a Hv1 es en la región intracelular [83], y 2) con la metodología utilizada, no es posible aplicar 

directamente el 2-GBI al citoplasma de los espermatozoides. Alternativamente, existe un compuesto derivado 

del 2-GBI que presenta mayor permeabilidad, el 5-Cl-Guanidinobenzimidazol (Cl-GBI). Al aplicar este compuesto 

en el medio de cultivo, se observó una inhibición de más del 80% de la corriente de H+ en ovocitos de Xenopus 

que expresan de manera heteróloga el canal Hv1 [83]. Hasta el momento de la realización de este proyecto, no 

 
8 En este tipo de experimentos, al establecerse el sello de alta resistencia entre la pipeta y la membrana, la solución 
contenida en la pipeta dializa la solución intracelular.  

https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.12.053
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.12.053
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.12.053
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.08.016
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2010.194142
https://doi.org/10.1073/pnas.1604082113
https://doi.org/10.1113/JP273189
https://doi.org/10.1073/pnas.1324012111
https://doi.org/10.1073/pnas.1324012111
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se encontró ningún reporte donde se utilice el Cl-GBI en espermatozoides de humano. Por esta razón, en primera 

instancia se realizó un experimento incubando a los espermatozoides en presencia de 0, 2, 20, 40, 200, 400 y 

1000 µM de dicho compuesto y se evaluó su efecto en la viabilidad celular mediante el uso de la marca de PI. La 

concentración de 200 µM mostró ser la concentración máxima que no provoca un efecto en la viabilidad (Fig. 

S5a). Por esta razón, se decidió emplearla para los experimentos de inhibición. De igual manera, se descartó la 

posibilidad de que este compuesto presentara algún tipo de interacción con el colorante BCECF de tal manera 

que afectara su espectro de fluorescencia de una manera independiente de los cambios de pHi en la célula. Para 

eso se disolvió 1 µM de BCECF “libre”, es decir, el colorante sin el residuo acetometoxi ester en medio HTF no 

capacitante. Se realizó un registro de la fluorescencia de este colorante mediante espectrofluorometría. Ninguna 

de las concentraciones utilizadas produjo cambios en el espectro de fluorescencia de este colorante (Fig. S5b). 

Una vez realizados estos controles, se procedió con el experimento de inhibición, para el cual se emplearon las 

mismas condiciones descritas para el experimento con Zn2+. De manera interesante, al igual que el Zn2+, el Cl-GBI 

indujo una reducción significativa de la fluorescencia en la zona de a pieza principal tanto en condiciones no 

capacitantes (Frel(Cl-GBI-NC’) = 0.084 ± 0.06 vs Frel(Veh-NC’) = 1.00 ± 0.00, p = 0.003), como en condiciones de capacitación 

(Frel(Cl-GBI-7’) = 0.84 ± 0.2 vs Frel(Veh-7’) = 1.12 ± 0.04, p = 0.0006; Frel(Cl-GBI-60’) = 0.91 ± 0.06 vs Frel(Veh-60’) = 1.08 ± 0.01, p = 6.1x10-

6; y Frel(Cl-GBI-240’) = 0.89 ± 0.06 vs Frel(Veh-240’) = 1.06 ± 0.01, p = 2.8x10-5). Al igual que el Zn2+, no se observó que el Cl-GBI 

produjera una reducción en los niveles de fluorescencia ni en la cabeza ni en la pieza media (Fig. 9).  

Este resultado en conjunto con los mostrados en las secciones anteriores apoya la idea de que existe 

una regulación diferencial del pHi intracelular la cual depende en gran medida de la localización subcelular de 

las proteínas que participan en dicha regulación, así como de la región del espermatozoide en donde se 

encuentran (ver Fig. 2).  
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Figura 9. El canal el Hv1 regula el pHi del flagelo, pero no de la cabeza. (a) Histogramas de densidad de fluorescencia de 
BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo (Veh), y los inhibidores de Hv1, ZnCl2 (Zn2+, 200 
µM), y el Cl-GBI (30 µM). La información de la fluorescencia de BCECF se relativizó con respecto a la condición no capacitante 
incubadas con vehículo (NC-Veh) de acuerdo con la ecuación 1. Cada histograma contiene la información de al menos 1000 
células por donador. (b) Valores promedio de la fluorescencia relativizada de BCECF. Los puntos de colores indican el 
promedio ± error estándar de la media. Las líneas curveadas en (b) corresponden al ajuste de un modelo de regresión local. 
Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala de grises indican la mediana de la fluorescencia de cada donante (n = 5). 
Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas de comparaciones múltiples de cada tratamiento con respecto al vehículo 
para cada tiempo de incubación evaluado. * p<0.05, y **p<0.01. (c) Imágenes representativas de espermatozoides teñidos 
con BCECF e incubados con los diferentes tratamientos empleados. 
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Participación de las cinasas PYK2, FERT y PKC como posibles intermediarios entre PKA y Hv1 

Los resultados de la sección anterior sugirieron que la vía de señalización que incluye la participación de la sAC y 

la PKA son fundamentales en la regulación polarizada del pHi. Considerando la evidencia de que el canal Hv1 

también está involucrado en dicha regulación regionalizada del pHi es probable que, de alguna manera, Hv1 sea 

regulado por mecanismos rio abajo de sAC/PKA. Hasta la fecha no hay reportes que indiquen que el canal Hv1 

es blanco de fosforilación por PKA, ni que su actividad se regule de alguna manera por el AMPc. Una posibilidad 

es que existan proteínas intermediarías que se encuentran río abajo de la vía de HCO3
-/sAC/AMPc/PKA, y cuya 

actividad converge de alguna manera en la activación de Hv1. 

Dentro de los múltiples blancos que se encuentran río abajo de la activación de la vía de HCO3
-

/sAC/AMPc/PKA, se encuentra la activación de cinasas de tirosinas (TKs, por sus siglas en inglés), lo que provoca 

un aumento de las proteínas fosforiladas en residuos de tirosinas [80,84,85], el cual ocurre mayoritariamente en 

la región del flagelo y en menor medida en la cabeza [73]. Recientemente, el grupo de la Dra. Vanina Da Ros 

(Universidad de Buenos Aires, Argentina) demostró que al incubar a los espermatozoides con antagonistas de las 

cinasas de tirosina PYK2 y FERT (responsables del aumento en la fosforilación de tirosinas asociada a la 

capacitación), se previene parcialmente la alcalinización intracelular asociada a la capacitación [86]. Dado que 

estos resultados se obtuvieron haciendo mediciones de la intensidad de fluorescencia de BCECF, pero utilizando 

citometría de flujo sin resolución espacial, surgió el interés de nuestro grupo de trabajo de evaluar si este efecto 

en el pHi tras el bloqueo de las TKs estaba también confinado al flagelo del espermatozoide. Por esta razón se 

estableció una colaboración con el grupo de la Dra. Da Ros para indagar la participación de PYK2 y FERT en la 

regulación subcelular del pHi en espermatozoides humanos y cuyos resultados describimos en esta tesis.

 Para demostrar lo anterior, se realizó un experimento similar a los descritos anteriormente, con la 

diferencia que solo se evaluó la condición no capacitante y la condición de capacitación tras 240 min de 

incubación. La razón detrás de esto es que es necesario que pasen algunas horas de incubación en medio 

capacitante para que ocurra el aumento de residuos fosforilados en tirosinas controlado por las TKs. Por lo tanto, 

se incubaron espermatozoides cargados previamente con BCECF en presencia de 10 µM de PF431396, un 

antagonista con efecto inhibitorio tanto para la PYK2 como para FERT. De manera interesante, se observó que la 

incubación con este compuesto produjo una reducción de la Frel con respecto a la incubación con vehículo 

(DMSO). Este efecto ocurrió en tanto en la pieza media como en la pieza principal, aunque solo fue 

estadísticamente significativa en esta última región (Frel(PF431396-240’) = 0.94 ± 0.09 vs Frel(Veh-240’) = 1.08 ± 0.03, p = 0.026). 

Sin embargo, no se observó ninguna evidencia de un efecto inhibitorio en la región de la cabeza (Fig. 10). 

 Adicionalmente el grupo de la Dra. Da Ros también demostró que la inhibición de otra cinasa relevante 

en la fisiología espermática, la proteína cinasa C (PKC), también prevenía parcialmente el aumento del pHi 

asociado a la capacitación de espermatozoides humanos. A pesar de que se desconoce cuál es la cinética y la 

localización de las proteínas blanco de PKC, se sabe que esta cinasa se localiza tanto en el flagelo como en la 

https://doi.org/10.1093/molehr/gat033
https://doi.org/10.1093/molehr/gau073
https://doi.org/10.1242/dev.136499
https://doi.org/10.1093/molehr/gax062
https://doi.org/10.1002/jcp.27337
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cabeza de los espermatozoides [87]. Adicionalmente, la actividad de la PKC en espermatozoides de cerdo está 

río abajo de la activación de PKA [88]. Siguiendo con la colaboración establecida, se planteó determinar si el 

efecto de la inhibición de la PKC en el pHi también estaba confinado a la región del flagelo.  

 Para demostrar lo planteado anteriormente, se realizó el mismo tipo de experimento, pero incubando a 

los espermatozoides en presencia de 1 µM de Gö6976, un inhibidor especifico de PKC. El efecto producido por 

el Gö6976 resultó similar a lo observado con el PF431386, ya que también produjo una reducción de la 

fluorescencia con respecto a la condición control en la región de la pieza principal, aunque esta resulto no ser 

estadísticamente diferente (Frel(PF431396-240’) = 1.00 ± 0.04 vs Frel(Veh-240’) = 1.08 ± 0.03, p = 0.061). A su vez, no se 

observaron cambios considerables en la fluorescencia de BCECF ni en la zona de la cabeza ni en la pieza media. 

(Fig. 10).  

Estas observaciones corroboran los datos obtenidos anteriormente que sugieren que las cinasas PKC, 

FERT y PYK2 participan en la regulación del pHi en los espermatozoides humanos. Además, refuerzan la noción 

de que la señalización que regula el pHi, se encuentra finamente regulada por diversas proteínas que requieren 

de una localización subcelular muy bien definida. Sin embargo, estos resultados abren la interrogante si el canal 

Hv1 se regula por fosforilación directa por estas cinasas, o bien, se requiere de algún mecanismo intermediario 

que converja en la regulación de Hv1 (ver discusión para mayor detalle). 

 

https://doi.org/10.1073/pnas.87.18.7305
https://doi.org/10.1111/andr.12312
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Figura 10. Las cinasas PYK2, FERT y PKC participan en la regulación regionalizada del pHi durante la capacitación. (a) 
Histogramas de densidad de fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo (Veh), 
inhibidor de PYK2 y de FERT (PF431396, 10 µM), o de la PKC (Gö6976, 1 µM). La información de la fluorescencia de BCECF 
se relativizó con respecto a la condición no capacitante incubadas con vehículo (NC-Veh, línea punteada) de acuerdo con la 
ecuación 1. Cada histograma contiene la información de al menos 1000 células por donador. (b) Valores promedio de la 
fluorescencia relativizada de BCECF. Los puntos de colores indican el promedio ± error estándar de la media. Las líneas 
curveadas en (b) corresponden al ajuste de un modelo de regresión local. Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala 
de grises indican la mediana de la fluorescencia de cada donante (n = 7). Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas 
de comparaciones múltiples de cada tratamiento con respecto al vehículo del tiempo 240 min. * p<0.05 (c) Imágenes 
representativas de espermatozoides teñidos con BCECF e incubados con los diferentes tratamientos empleados.   
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Posible papel de la acetilación de lisinas como un mecanismo de regulación del pHi  

Anteriormente se describió que la vía de HCO3
-/sAC/AMPc/PKA está involucrada en la regulación del pHi en 

espermatozoides humanos. Recientemente, el grupo del Dr. Darío Krapf (Universidad Nacional de Rosario, 

Argentina) demostró que durante la capacitación aumenta la proporción de proteínas acetiladas en residuos de 

lisinas en espermatozoides de ratón [14] y de humano (Darío Krapf, comunicación personal). Este tipo de 

modificación postraduccional favorece la aparición de procesos moleculares asociados a la capacitación, entre 

ellos el aumento en la actividad de a PKA. Aparentemente, el mecanismos de activación de PKA por acetilación 

es independiente del AMPc [14]. Toda esta evidencia sugiere que la acetilación de lisinas sea un mecanismo 

adicional que participa en la regulación del pHi durante la capacitación de los espermatozoides humanos. Por 

esta razón se estableció una colaboración con el grupo de la Dr. Krapf con el fin de indagar el papel de la 

acetilación de lisinas en la regulación subcelular del pHi en espermatozoides humanos. 

Para demostrar el rol de este tipo de modificación postraduccional, se realizó un experimento similar a 

los descritos anteriormente. Para ello, se incubaron espermatozoides en medio que promueve la capacitación 

durante 240 min en presencia de 10 µM del inhibidor de las acetiltransferasas (enzimas encargadas de transferir 

grupos acetilo desde la Acetil-CoA a los residuos de lisina no terminales) denominado L0029, o bien, otro grupo 

de espermatozoides se incubó durante el mismo tiempo en presencia del vehículo (DMSO). El uso de este 

compuesto prevendría el aumento de acetilación en lisinas asociados a la capacitación, por lo que de estar 

involucrado en la regulación del pHi, se observaría una reducción de este. Interesantemente, se observó que el 

tratamiento con L002 produjo una reducción de la fluorescencia del BCECF en la cabeza, la pieza media y la pieza 

principal, siendo en esta ultima la única región donde se observó significancia estadística (Frel(L002-240’-Cabeza) = 1.02 ± 

0.04 vs Frel(Veh-240’-Cab) = 1.14 ± 0.03, p = 0.068; Frel(L002-240’-Pieza media) = 1.05 ± 0.05 vs Frel(Veh-240’-Pieza media) = 1.16 ± 0.01, p = 0.07; y  

Frel(L002-240’-Pieza principal) = 1.01 ± 0.08 vs Frel(Veh-240’-Pieza principal) = 1.21 ± 0.02, p = 0.025) (Fig. 11).  

 
9 L002 es un inhibidor de la acetiltransferasa conocida como P300, pero también tiene actividad contra otros tipos de 
acetiltransferasas. 

https://doi.org/10.1038/s41598-018-31557-5
https://doi.org/10.1038/s41598-018-31557-5
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Figura 11. La inhibición de las acetiltransferasas previene parcialmente la alcalinización del pHi asociada a la capacitación. (a) 
Histogramas de densidad de fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo (Veh) 
o inhibidor de las acetiltransferasas (L002, 10 µM). La información de la fluorescencia de BCECF se relativizó con respecto a 
la condición no capacitante incubadas con vehículo (NC-Veh, línea punteada) de acuerdo con la ecuación 1. Cada histograma 
contiene la información de al menos 1000 células por donador. (b) Valores promedio de la fluorescencia relativizada de 
BCECF. Los puntos de colores indican el promedio ± error estándar de la media. Las líneas curveadas en (b) corresponden al 
ajuste de un modelo de regresión local. Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala de grises indican la mediana de la 
fluorescencia de cada donante (n = 7). Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas de comparaciones múltiples de cada 
tratamiento con respecto al vehículo del tiempo 240 min. * p<0.05 (c) Imágenes representativas de espermatozoides teñidos 
con BCECF e incubados con los diferentes tratamientos empleados.   
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El resultado anterior sugiere que la acetilación de lisinas está relacionada con los procesos de regulación 

del pHi durante la capacitación. Con base en esta observación, se decidió realizar un experimento en donde se 

produjera un aumento de los residuos acetilados en lisinas en espermatozoides no capacitados. De esta manera, 

es posible general un estado de “hiperacetilación” como el que ocurriría en condiciones capacitantes. Para ello, 

los espermatozoides se utilizaron dos compuestos: el tricostatin A (TSA) y la nicotinamida (NAM). La combinación 

de estos fármacos inhibe la actividad de las enzimas conocidas como deacetilasas, y por lo tanto aumentan el 

grado de acetilación de las proteínas, induciendo un estado de hiperacetilación.  En este sentido,  catalizan la 

reacción contraria a las acetiltransferasas, las cuales remueven el grupo acetilo de los residuos de lisinas de las 

proteínas modificadas, y lo transfieran a la CoA. Para este experimento se emplearon espermatozoides cargados 

con BCECF e incubados en medio no capacitante durante 180 min en presencia de 25 µM de TSA y 500 µM de 

NAM. En adelante, a la combinación de TSA y NAM se le denominó como iDACs (inhibidores de deacetilasas). 

Sorpresivamente, estos compuestos que promueven la acetilación, produjeron un aumento estadísticamente 

significativo en la fluorescencia del BCECF en las tres regiones subcelulares del espermatozoide (Frel(iDACs-180’-Cabeza) = 

1.18 ± 0.01 vs Frel(Veh-180’-Cab) = 1.00 ± 0.00, p = 0.025; Frel(iDACs-180’-Pieza media) = 1.09 ± 0.01 vs Frel(Veh-180-Pieza media) = 1.00 ± 0.00, p = 

0.0004; y  Frel(iDACs-180’-Pieza principal) = 1.19 ± 0.02 vs Frel(Veh-180-Pieza principal) = 1.00 ± 0.00, p = 3.21x10-5) (Fig. 12).  

Los resultados descritos previamente sugieren que la acetilación de proteínas en residuos de lisinas 

participa de alguna manera en la regulación del pHi. Sin embargo, aún resta determinar cuál o cuáles son las 

proteínas que son blancos de acetilación y/o fosforilación por PKA u otras cinasas que efectúan los cambios en 

las concentraciones de H+. En relación con esto, mediante el uso de técnicas de proteómica se dio a conocer la 

identidad de las proteínas que sufren acetilación en espermatozoides humanos. Interesantemente, se encontró 

que en condiciones no capacitantes el canal Hv1 no se encuentra acetilado [89], pero tras un periodo de 

incubación en condiciones capacitante, aparentemente, el canal posee una acetilación en la lisina 252 [90]. Esta 

observación sugiere que posiblemente la actividad de esta proteína está regulada directamente por acetilación. 

Por lo mencionado anteriormente, se realizó un experimento estimulando la “hiperacetilación” de lisinas 

mediante el tratamiento con iDACs en presencia de los inhibidores del canal Hv1, Cl-GBI y Zn2+, ambos a una 

concentración de 200 µM. Interesantemente, el tratamiento con los inhibidores del canal previno el aumento de 

la fluorescencia del BCECF producido por los iDACs. Este efecto resulto ser estadísticamente significativo en todas 

las regiones subcelulares del espermatozoide (Fig. 12). 

En conjunto, estos resultados confirman que la acetilación de lisinas es un mecanismo de señalización 

que participa en la regulación del pHi durante el proceso de capacitación, y que, probablemente Hv1 es blanco 

de acetilación durante la misma. Por esta razón, surge la necesidad de comprobar a nivel experimental si en 

efecto Hv1 es acetilado durante la capacitación y cuál es la consecuencia a nivel funcional de dicha modificación 

postraduccional. 

https://doi.org/10.1074/mcp.M114.041384
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2014.07.002
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Figura 12. La inducción farmacológica de un estado de hiperacetilación provoca un aumento del pHi. (a) Histogramas 
de densidad de fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo (Veh), 
inhibidores de las deacetilasas (iDACs, 25 µM de TSA y 500 µM de NAM), inhibidores de Hv1 (200 µM) o ZnCl2 (200 
µM) en presencia de iDACs. La información de la fluorescencia de BCECF se relativizó con respecto a la condición 
no capacitante incubadas con vehículo (NC-Veh, línea punteada) de acuerdo con la ecuación 1. Cada histograma 
contiene la información de al menos 1000 células por donador. (b) Valores promedio de la fluorescencia relativizada 
de BCECF. Los puntos de colores indican el promedio ± error estándar de la media. Las líneas curveadas en (b) 
corresponden al ajuste de un modelo de regresión local. Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala de grises 
indican la mediana de la fluorescencia de cada donante (n = 11). Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas 
de comparaciones múltiples de cada tratamiento con respecto al vehículo del tiempo 240 min. * p<0.05 (c) 
Imágenes representativas de espermatozoides teñidos con BCECF e incubados con los diferentes tratamientos 
empleados.   
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Participación de las proteínas de control del pHi en la regulación de la movilidad hiperactivada 

Los resultados descritos anteriormente indican que la regulación del pHi es bastante compleja, y que 

aparentemente requiere de la participación de múltiples proteínas, cuya actividad coincide de manera total o 

parcial con su localización subcelular. Como se mencionó en la introducción, un pHi alcalino es un mecanismo de 

señalización esencial para que ocurran múltiples procesos asociados a la capacitación, como el desarrollo de la 

movilidad hiperactivada [15,91]. Por esta razón, se decidió investigar si el bloqueo farmacológico de CFTR, NBC 

o Hv1 tenía algún efecto en la hiperactivación. Para ello, se empleó un sistema de medición automática de la 

movilidad espermática, y se midió el porcentaje de movilidad total (Fig. 13a) y de movilidad hiperactivada (Fig. 

13b) en la población de espermatozoides en presencia o ausencia de Inh-172 (5 µM), S0859 (5 µM), Cl-GBI (200 

µM), o bien la incubación en ausencia de HCO3
- (ver detalles experimentales). 

Sorpresivamente, ninguna de las condiciones evaluadas produjo un cambio en la movilidad total (Fig. 

13c). Con respecto a la movilidad hiperactivada, se observó que en condiciones control (Veh) el porcentaje de 

células hiperactivadas aumentó de manera significativa tras a los 7 min del inicio de la capacitación (%HA(Cap-7’-

Veh) = 26.2 ± 12) en comparación con la condición no capacitante (%HA(NC-Veh) = 5.3 ± 8, p = 4.1x10-6). Tras los 60 y 

240 min de incubación en medio capacitante el porcentaje de células hiperactivada disminuyó, pero se mantuvo 

significativamente más alto que la condición NC (%HA(Cap-60’-Veh) = 16.4 ± 8, p = 0.0061; %HA(Cap-240’-Veh) = 20.8 ± 6, 

p = 2.4x10-5). Ninguno de los tratamientos empleados indujo un cambio significativo en la proporción de células 

hiperactivadas cuando los espermatozoides se incubaron en condiciones no capacitantes. En contraste, cuando 

los fármacos se emplearon en condiciones capacitantes, todos los tratamientos produjeron, a diferentes niveles, 

una reducción en la hiperactivación en comparación con las condiciones control. Por ejemplo, el tratamiento con 

el Cl-GBI previno completamente el desarrollo de la hiperactivación (%HA(Cl-GBI) = 8.2 ± 4, 5.7 ± 3, y 8.9 ± 4 para 

los 7, 60 y 240 min de capacitación respectivamente). Resultados similares se obtuvieron cuando las células se 

incubaron en un medio HTF suplementado con albúmina, pero no con HCO3
- (%HA(+albúmina sin HCO3

-) = 5.9 ± 1, 4.4 ± 

3, y 8.9 ± 3 para los 7, 60 y 240 min de capacitación respectivamente). Por otro lado, tras 7 min de incubación en 

medio capacitante en presencia del Inh-172, el porcentaje de hiperactivación aumento con respecto a la 

condición NC, aun así, resulto ser estadísticamente menor que la condición control (%HA(Inh-172-7’) = 14.6 ± 5, p = 

0.033). Tras 60 y 240 min de incubación en estas condiciones la hiperactivación disminuyó siendo 

estadísticamente diferentes en comparación con el vehículo (%HA(Inh-172-60’) = 9.2 ± 5, p = 0.031; (%HA(Inh-172-240’) = 

9.3 ± 2, p = 0.039m respectivamente). Finalmente, en los espermatozoides que se incubaron en condiciones 

capacitantes en presencia de S0859, se observó una reducción en el número de células hiperactivas que fue 

significativamente a los 7 min de incubación (%HA(S0859-7’) = 8.1 ± 3, p = 0.0005). A los 60 y 240 min de incubación 

en estas condiciones, se observó que el porcentaje de hiperactivación aumentó y ya no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al vehículo (Fig. 13d).  

https://doi.org/10.1093/humupd/dmn029
https://doi.org/10.1095/biolreprod.106.055038
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El desequilibrio del pHi provocado por los diferentes compuestos evaluados generó diferentes niveles de 

inhibición de la hiperactivación, pero no de la movilidad total. Todo esto sugiere que se requiere de una adecuada 

regulación del pHi para que el espermatozoide pueda llevar a cabo funciones tan importantes como este tipo de 

tan especial del batido flagelar. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. La inhibición de algunas de las proteínas que regulan el pHi durante la capacitación repercute en la movilidad 
hiperactivada. Video de células representativa que ilustran la movilidad progresiva no hiperactivada (a), hiperactivada (b, 
arriba) e inmóvil (b, abajo) (dar clic en las imágenes para reproducir el video). (c) Gráfica de puntos que ilustra la proporción 
de células que presentan cualquier tipo de movilidad de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo 
(Veh), medio HTF suplementado con albúmina, pero no con HCO3

- (HTF +albúmina sin HCO3
-), inhibidor del canal CFRT (Inh-172, 5 

µM), antagonista de los transportadores NBC (S0859, 5 µM), y bloqueador del canal Hv1 (Cl-GBI, 200 µM). (d) Proporción 
de hiperactivación de células tratadas en las condiciones antes descritas. Los puntos representan el promedio ± el error 
estándar de la media de al menos 5 experimentos independientes por cada condición. Los datos se analizaron mediante una 
prueba de ANOVA, comparando los niveles de movilidad en presencia del vehículo con respecto a la condición NC-Veh 
(###p<0.001 y ####p<0.0001). O bien, los datos de las condiciones en presencia de los fármacos se compararon con su 
respectivo tiempo en presencia del vehículo (*p<0.05 y *** p<0.001).  

  

(a) (b) 

https://drive.google.com/file/d/1JeJRBFtv14feXR21lvtkMufRTLMWWPCe/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1eZ7B88RC1dXUN_XtxNbQQC78UBqXcrSE/view?usp=sharing
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DISCUSIÓN 

El pHi durante la capacitación y su regulación espaciotemporal 

La alcalinización del pHi durante el proceso de capacitación se considera como un marcador molecular de este 

proceso. Desde 1997 se reportó que el pHi de los espermatozoides humanos aumenta en aproximadamente 0.2 

unidades tras 24 horas de incubación en un medio que promueve el proceso de capacitación in vitro [33]. 

Sorpresivamente, a pesar del avance en el entendimiento de la capacitación, y sobre todo, la aceptación 

generalizada de que el pHi es un marcador de la ocurrencia de este proceso [10,72], hasta el momento del inicio 

de este proyecto  diversos aspectos relacionados con la regulación a nivel molecular del pHi aún se desconocían. 

Especialmente aquellos relacionados con dinámica temporal, la regionalización, y los mecanismos de control de 

este fenómeno.  

Durante el periodo de realización de este trabajo se publicó un estudio en donde se analizó cómo el pHi 

cambia durante la capacitación. Los autores reportaron que el pHi intracelular10 presenta un aumento tan pronto 

como a los 10 min del inicio de la incubación en medio capacitante. Tras 60 min de incubación se alcanza un pico, 

el cual se mantiene relativamente constante hasta completar 240 min de capacitación [86]. Para el momento en 

que fue publicado dicho trabajo, nosotros ya contábamos con las mediciones ilustradas en la figura 3. Si bien 

nuestros resultados coinciden con dicho reporte, en este trabajo se añadió un nuevo nivel de detalle a dicho 

análisis que no se había abordado anteriormente, el cual consistió en la observación de que los cambios de pHi 

intracelular ocurren de manera diferencial en cada región subcelular. A partir de dicho análisis con resolución 

subcelular, se encontró que es en la región de la cabeza y de la pieza principal es donde se observaron los cambios 

de pHi más relevantes, mientras que, sorpresivamente, en la pieza media no se detectaron cambios durante el 

transcurso de la capacitación. El conjunto de estos resultados sugiere que, durante la capacitación de los 

espermatozoides humanos, los mecanismos que gobiernan el balance de la concentración de H+ son reguladores 

de manera tal que existen variaciones no solo a nivel temporal, sino también a nivel subcelular, sugiriendo la 

presencia de mecanismos de regulación altamente polarizados en este tipo celular. 

Retomando la observación que demuestra la aparente ausencia de cambios de fluorescencia de la sonda 

sensible a pH en la región de la pieza media. Es importante mencionar que es en esta zona donde se encuentra 

la gota citoplásmica, así mismo, es el único lugar del espermatozoide en donde se localizan sus mitocondrias (ver 

Fig. 1 para una ilustración detallada de esta región). Debido a la naturaleza de esta región subcelular sumada a 

la estructura química del colorante empleado (BCECF), no es posible descartar la posibilidad de que esta molécula 

se pueda distribuir tanto en el citoplasma de la pieza media como el citoplasma contenido en la gota 

citoplásmica, y posiblemente en el espacio intermembrana (im) y la matriz de la mitocondria (mat). 

 
10 Los autores de dicho trabajo también emplearon el colorante sensible a pH BCECF para evaluar los cambios en el pHi. No 
obstante, no se emplearon mediciones regionalizadas. 

https://doi.org/10.1095/biolreprod56.5.1169
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.05.100
https://doi.org/10.14202/vetworld.2018.852-858
https://doi.org/10.1002/jcp.27337
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Adicionalmente, el pH reportado para estos dos últimos compartimientos (pHim = 7.7 y pHmat = 6.8 

respectivamente [92]) está dentro del intervalo que puede ser detectado por el BCECF dado su pKa = 7.2. No hay 

reportes en donde se evalúe el pH de la gota citoplásmica (pHgc) por lo que se desconoce cuál puede ser su 

contribución a la señal de fluorescencia del BCECF. Por otro lado, en la región de la cabeza también se encuentran 

estructuras intracelulares como lo es el núcleo y el acrosoma (ver Fig. 1). Con respecto a este último, se 

determinó que el pH acrosomal (pHacr) es más bien acido (pHacr ≈ 5.0 [93]11), por lo que la interferencia de esta 

región en las mediciones de fluorescencia del BCECF puede ser descartada. Dada la naturaleza del núcleo, en 

donde los poros nucleares permiten el paso de moléculas de hasta 9 nm de diámetro, es posible que el BCECF 

también pueda ingresar a su interior. Se considera que el pH nuclear (pHnuc) es igual al pH del citoplasma (pHcit) 

ya que los H+ serían capaces de difundir libremente dentro del núcleo [94], aunque existen reportes que en 

células musculares hay un gradiente de H+ entre el citoplasma y el interior nuclear de aproximadamente 0.15 

unidades de pH [95]. Por lo que, en caso de que el BCECF sea capaz de difundir al interior del núcleo del 

espermatozoide, esto generaría una interferencia adicional en las mediciones de la fluorescencia del BCECF. Para 

el caso de los espermatozoides no hay estudios en donde se explore el pHnuc. Por todo esto, en caso de que las 

moléculas de BCECF difundan al interior de estos organelos, esto generaría señales mixtas de fluorescencia, 

causando artefactos experimentales e impediría la correcta interpretación de los resultados. Para poder 

distinguir la señal de fluorescencia del citoplasma con respecto a la de la mitocondria u otros organelos, sería 

necesario contar con aproximaciones experimentales que permitan el análisis con mayor resolución espacial, 

sondas o proteínas fluorescentes12 sensibles al pH con una localización específica hacía un organelo particular. 

Considerando lo expuesto en el párrafo anterior, es pertinente mencionar que, en cualquier intento de 

evaluación del pHi, a menos que se empleen herramientas que permitan discernir entre el pHcit y el pH en el resto 

de los organelos, las mediciones obtenidas corresponderán a la señal mezclada del citoplasma y los organelos 

(especialmente cuando se usen colorantes fluorescentes sin especificidad hacia un organelo particular). En 

adelante, cada vez que se haga referencia al pH intracelular (pHi) se debe de considerar que esto representa el 

balance entre los distintos niveles de fluorescencia detectados con el colorante BCECF, los cuales tienen su origen 

en la regulación diferencial de la concentración de H+ dentro de cada organelo. No obstante, el hecho de que en 

este trabajo fue posible realizar mediciones de fluorescencia de BCECF en tres regiones subcelulares del 

espermatozoide (la cabeza, la pieza media, y la pieza principal), representó una ventaja con respecto a trabajos 

previos, ya que permitió encontrar diferencias significativas en la regulación del pH en cada una de estas 

regiones.  

 
11 Este dato se calculó para espermatozoides de ratón. 
12 El uso de proteínas fluorescentes que puedan ser dirigidas hacia algún organelo es un herramienta que exclusivamente 
puede ser utilizada en modelos animales debido a que no es posible realizar este tipo de edición genética en humanos.  

https://doi.org/10.1085/jgp.201110767
https://doi.org/10.1074/jbc.M111567200
https://doi.org/10.1038/nrm2820
https://doi.org/10.1016/0968-4328(93)90035-Y
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Como ejemplo de esto, en las mediciones del pHi obtenidas con una técnica de citometría que carece de 

resolución espacial, se observó que el pHi incrementó en promedio 0.18 unidades tras la capacitación (Fig. 5). 

No obstante, este aumento no resultó ser estadísticamente significativo. Una posible explicación es que debido 

a que las señales de la cabeza, la pieza media13 y la pieza principal están mezcladas en una sola lectura, esto 

puede minimizar los cambios observados regionalizados reportados en la figura 3.  

Si se considera la tasa de difusión de los H+ en medio acuoso (93x10-6 cm2/s), sería posible suponer que 

el pHi sería equilibrado rápidamente en el interior celular. No obstante, dentro del citoplasma existen 

componentes que, entre otras cosas, reducen la tasa de difusión de los H+ casi 68 veces en medio ácido y neutro 

(1.4x10-6 cm2/s), o 22 veces en medio alcalino (4.1x10-6 cm2/s) [96]. No obstante, esta reducción en la velocidad 

de difusión en los H+, no explicaría el origen de la heterogeneidad observada en los cambios de pHi en cada 

región del espermatozoide durante la capacitación. Una explicación alternativa es que cada región subcelular 

posee un conjunto único de proteínas y mecanismos de amortiguación del pHi que, en su conjunto, generan esta 

regulación diferencial del pH. Con respecto a esto, es altamente probable que la acción de diversas proteínas 

pueda influir en este proceso. Existen reportes que indican que la actividad de ciertos intercambiadores Na+/H+ 

[97,98], de algunas anhidrasas carbónicas [99], e inclusive del canal Hv1 [100] generan cambios muy localizados 

en la concentración de H+, lo que tiene como consecuencia, la formación de micro y nanodominios de pHi 

[65,100]. Aunado a esto, algunas de estas proteínas presentan una distribución diferencial en el espermatozoide 

de humano (ver Fig. 2). Por todo lo anterior, en este estudio se consideró la hipótesis de que la localización 

diferencial de estas proteínas podría explicar, de manera total o parcial, la heterogeneidad observada de los 

niveles de pHi durante la capacitación. A continuación de discuten algunos aspectos en relación con los 

resultados obtenidos considerando esta premisa. 

Regulación a nivel molecular del pHi en los espermatozoides humanos 

El influjo de HCO3
- es necesario para que ocurra la alcalinización del del pHi durante la capacitación: rol de los 

cotransportadores de Na+/HCO3
- (NBC), y del canal de Cl-/HCO3

- (CFTR) 

Como se describió anteriormente, la albúmina y el anión HCO3
- son dos de los componentes que desencadenan 

vías de señalización que permiten promover la capacitación espermática. Previamente, en experimentos 

realizados con espermatozoides de ratón midiendo el pHi mediante la fluorescencia de BCECF, se reportó que la 

adición de 15 mM de HCO3
- al medio no produjo cambios en el pHi [101]. En un trabajo más reciente, nuestro 

grupo de trabajo demostró que la adición de 10 mM de HCO3
- del lado extracelular provocaron un aumento en 

el pHi de espermatozoides de ratón y de humano [102]. De manera interesante, en este trabajo se observó que 

no ocurrieron cambios en el pHi de los espermatozoides incubados en un medio suplementado únicamente con 

 
13 Considerar lo reportado en la figura 3, de que la fluorescencia de BCECF en la pieza media tiende a presentar una 
disminución en vez de un aumentar.  

https://doi.org/10.1016/S0006-3495(92)81953-7
https://doi.org/10.1002/jcp.24293
https://doi.org/10.1152/ajpcell.00280.2010
https://doi.org/10.1074/jbc.M403099200
https://doi.org/10.1085/jgp.201511496
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.12.053
https://doi.org/10.1085/jgp.201511496
https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2007.09.017
https://doi.org/10.3389/fcell.2019.00366
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albúmina, pero no con HCO3
-, ni cuando se incubaron en presencia del inhibidor general del transporte aniónico, 

DIDS (Fig. 6).  

A raíz de estos resultados se planteó indagar el posible rol del transporte de HCO3
- a través de proteínas 

transmembranales sensibles a DIDS. Un trabajo reciente de nuestro grupo puntualizó el papel de los 

cotransportadores de Na+/HCO3
- de la familia SLC4, mejor conocidos como los NBC, como las proteínas 

responsables de inducir un influjo de HCO3
- tras la exposición a un medio capacitante, y cuya actividad es inhibida 

por DIDS [48]. Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que el bloqueo farmacológico con el 

antagonista específico de los NBC, el S0859, produce una disminución del pHi en condiciones no capacitantes. Es 

importante mencionar que durante la eyaculación, los espermatozoides entran contacto con una mayor 

concentración de HCO3
- con respecto al fluido del epidídimo [78,103]. Sin embargo, cuando se realiza el protocolo 

de aislamiento de los espermatozoides del fluido seminal, se utilizó el medio HTF que no promueve la 

capacitación al ser libre de HCO3
- (ni albúmina). De tal manera que, esta disminución en la concentración de este 

anión puede tener como consecuencia una reducción del pHi. Posiblemente, la inhibición de los NBC exacerba la 

acidificación provocada por la remoción del HCO3
- extracelular. Tras la adición de medio capacitante, se 

restauraría la presencia de HCO3
- en el medio, lo que estimularía nuevamente la actividad de los NBC. Sin 

embargo, la presencia del antagonista de los NBC, S0859 no impidió el aumento del pHi estimulado por el medio 

de capacitación. Aunque después de 60 y 240 min de capacitación en presencia de dicho antagonista el nivel de 

pHi fue menor que la condición control, especialmente en la pieza principal. En relación a esto, se sabe que la 

incubación en medio capacitante durante 60 min en presencia del inhibidor de los NBC previene el aumento de 

residuos fosforilados por la PKA [48]. Esto cobra relevancia ya que ambos eventos dependen del ingreso de HCO3
- 

al citoplasma de los espermatozoides. Hasta la fecha, se desconoce la identidad de los transportadores NBC 

presentes en los espermatozoides. Por lo que sería relevante hacer estudios que corroboren su expresión y 

localización. Entre los posibles candidatos que cumplirían con las características de los NBC en espermatozoides 

se encuentran el NBCe1 o el NBCe2 (SLC4A4 y SLC4A5 respectivamente) cuya estequiometria induciría un 

transporte electrogénico de Na+ y HCO3
- [35,53].  En conjunto, estos resultados sugieren que el influjo de HCO3

- 

mediado por la actividad de los cotransportadores NBC es relevante tras varias horas de incubación en medio 

capacitante, sin embargo, parece que otra proteína capaz de transportar HCO3
- y cuya actividad es sensible a 

DIDS sería la responsable de generar el aumento de la concentración de este anión que ocurre en los primeros 

minutos de capacitación. 

Reportes previos indicaron que los espermatozoides humanos incubados durante 300 min en presencia 

de Inh-172, un antagonista del canal de Cl- y HCO3
-, CFTR, previene el aumento de pHi inducido por el medio 

capacitante [59]. Al igual que el tratamiento con S0859, la incubación con el antagonista del canal CFTR, Inh-172, 

también previno el aumento en la fosforilación de residuos de serina y treonina mediado por PKA [59]. Todo esto 

supone que la participación de CFTR en la capacitación, podría estar relacionada con su actividad de transporte 

https://doi.org/10.1074/jbc.RA118.003166
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(17)39295-5/pdf
https://doi.org/10.2164/jandrol.04104
https://doi.org/10.1074/jbc.RA118.003166
https://doi.org/10.1095/biolreprod.111.096826
https://doi.org/10.3389/fphys.2015.00355
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de HCO3
-, convirtiéndolo en un candidato para fungir como la proteína responsable de generar el aumento en la 

concentración de HCO3
- intracelular que ocurre dentro de los primeros minutos de capacitación. Los resultados 

obtenidos en este trabajo corroboraron la observación de que la participación de CFTR en la regulación del pHi 

durante la capacitación cobra relevancia solamente después de 240 min de incubación en condiciones 

capacitantes. Experimentos realizados en espermatozoides de ratón han determinado que la corriente de 

aniónica mediada por el CFTR es más selectiva a Cl- que a HCO3
- [104]. Por otro lado, la evidencia obtenida a 

través de la expresión heteróloga de CFTR sugiere que el canal conduce Cl- al interior celular mientras que el 

HCO3
- es extruido al exterior [105]. La evidencia también indica que esta salida de HCO3

- puede ser mediada por 

el propio canal, o bien, por algún otro transportador. En ese sentido, se sabe que en espermatozoides de ratón, 

los intercambiadores de Cl- y HCO3
- sensibles a DIDS miembros de la familia SLC26, el SLC26A3 y el SLC26A6, 

interactúan directamente con el CFTR [43]. Se postula que la entrada de Cl- a través de CFTR es necesaria para 

que ocurra la entrada de HCO3
- mediada por SLC26A3 o SLC26A6 [43,45]. Esta evidencia se apoya con los 

resultados obtenidos de la incubación de los espermatozoides en medios con bajo contenido de Cl- extracelular, 

en donde no ocurren diversos fenómenos asociados a la capacitación como el aumento de residuos fosforilados 

por PKA [59] o el aumento del pHi inducido por el medio capacitante [45]. Aunque se sabe que estos 

transportadores están presentes en el espermatozoide humano [49], se desconoce si estos interactúan con el 

CFTR. Actualmente no existen antagonistas específicos para estos transportadores lo que dificulta su estudio. 

Por otro lado, la inhibición de CFTR por acción del Inh-172 demostró tener un mayor efecto en la cabeza, lo que 

coincide con la localización de este presunto transportador en la región de la zona ecuatorial de la cabeza 

[58,68,69]. De manera interesante se demostró que un miembro de la familia SLC4, el intercambiador de Cl-

/HCO3
- independiente de Na+, también conocido como intercambiador aniónico 1 (AE1) o SLC4A1, se expresa en 

espermatozoides humanos y su localización coincide con el CFTR en la zona ecuatorial de la cabeza [54]. Cabe 

destacar que la actividad del AE1 también es sensible a DIDS, por lo que es otra proteína que puede estar 

participando en la regulación del pHi. No obstante, es importante mencionar que el Inh-172, también produjo 

(aunque de manera no significativa) una reducción del pHi en la pieza media y en la pieza principal. De manera 

interesante, el canal CFTR y los transportadores también se localizan en la pieza media de los espermatozoides 

humanos [49,58,68,69], aunque estos últimos también se localizan en la pieza principal [49]. Es necesario 

obtener mayor evidencia que permita determinar cuál es la participación del canal CFTR y de los transportadores 

SLC26A3, SLC26A6 y AE1 en la regulación del pHi en espermatozoides de humano, especialmente, sería 

interesante indagar si la localización heterogénea de estos últimos afecta la regulación subcelular del pHi. 
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Posible rol de la albúmina en el incremento de pHi asociado a la capacitación 

Retomando los resultados descritos en la figura 6, se encontró que la incubación en presencia de albúmina 

durante 240 indujo un incremento en el pHi localizado únicamente en la región de la pieza media14 (Fig. 6). 

Durante mucho tiempo se consideró que el papel de la albumina en la regulación molecular de la capacitación 

de los espermatozoides subyacía en su cualidad de ser un aceptor de esteroles. Se considera que la remoción del 

colesterol de la membrana plasmática es un mecanismo de señalización que favorece el proceso de capacitación 

[106]. Cuando los espermatozoides se capacitan en un medio con una elevada concentración de colesterol 

extracelular, se impide el desarrollo de múltiples aspectos asociados a la capacitación [107], incluyendo el 

aumento del pHi [33]. En relación con esto, recientemente nuestro grupo de trabajo demostró que la albúmina 

se une al canal Hv1, lo que induce un aumento en su conductividad. Este efecto de la albúmina sobre Hv1, es 

independiente de la capacidad de la albúmina de unirse al colesterol [108]. La activación de este canal por la 

albúmina podría explicar la observación de que la incubación con albumina en ausencia de HCO3
- induce un 

aumento del pHi en la pieza media, aunque no explicaría por qué no se observa este incremento en la pieza 

principal, ya que, la evidencia actual apunta a que Hv1 se localiza exclusivamente en la pieza principal [64,65]. 

Sin embargo, tras una examinación más profunda de los reportes que sustentan tal afirmación, se vuelve 

evidente que Hv1 también se localiza en la pieza media (ver la segunda figura suplementaria de la referencia 

[65]). En este sentido, nuestro grupo realizó experimentos de inmunolocalización de Hv1 en espermatozoides 

humanos, corroborando que Hv1 no solo se localiza en la pieza principal sino también en pieza media (Olivares-

Urbano, tesis de maestría en proceso). Sin embargo, no queda claro si esta señal corresponde realmente a la 

presencia del canal o es un artefacto de las técnicas empleadas. Adicionalmente, de ser real la observación de 

que Hv1 en se localiza en la pieza media, eso no comprobaría que el efecto de la albúmina en el pHi sea a través 

del canal, ni explicaría la ausencia de efecto en la pieza principal. Se requiere de mayor profundización para 

discernir el papel de la albumina en la regulación del pHi en los espermatozoides humanos. 

Toda esta evidencia indica que tanto la albúmina como el HCO3
-, producen de manera individual cambios 

en el pHi del espermatozoide, no obstante, queda la interrogante de cómo estos estímulos se integran para 

generar el comportamiento observado en presencia de un medio suplementado con ambos compuestos.  

Más allá de su naturaleza iónica, el HCO3
- es fundamental en la regulación del pHi  

Como se mencionó anteriormente, el aumento en el pHi asociada a la capacitación, aparentemente, depende 

del ingreso del HCO3
- al citoplasma a través de transportadores aniónicos sensibles al inhibidor DIDS. Sin 

embargo, el solo aumento de la concentración de HCO3
- no es suficiente para generar un aumento del pHi. Para 

que esto ocurra es necesario que este anión reaccione con los H+ del medio formando H2O y CO2, reacción 

 
14 Al hablar del pHi en la pieza media, es necesario considerar lo discutido con respecto a la distribución del colorante BCECF 
y la heterogeneidad del pH en los organelos del espermatozoide. 
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química que es catalizada por la actividad de enzimas conocidas como anhidrasas carbónicas (CAs) localizadas 

en el citoplasma del espermatozoide. Por esta razón, resulta relevante realizar experimentos que permitan 

determinar el papel de estas enzimas en la regulación del pHi. 

Sin embargo, la importancia del HCO3
- en la fisiología del espermatozoide no solamente se debe a su 

capacidad de reaccionar con los H+, ya que este anión es fundamental para activar a la adenilil ciclasa soluble 

(sAC) [78]. La alta afinidad de la sAC hacía HCO3
- propicia que las concentraciones de AMPc aumenten 

rápidamente tras el inicio de la capacitación. Este segundo mensajero se une a la subunidad regulatoria de la 

proteína cinasa dependiente de AMPc, la PKA(R), lo que propicia la separación de subunidad catalítica, la PKA(C) 

[11]. Este evento tiene como consecuencia la activación de esta cinasa, la cual, en cuestión de un minuto, induce 

la aparición de proteínas fosforiladas en residuos de treonina y serina [80]. De manera interesante, se demostró 

que la incubación por 300 min en medio capacitante en presencia de un antagonista de la PKA, el H89, acidifica 

el pHi de los espermatozoides humanos [59]. Mientras se realizaba este trabajo, se describió que la incubación 

durante 60 min en presencia del antagonista de reciente creación de la sAC, el TDI-10229, impide el aumento del 

pHi inducido por el medio capacitante [109]. En el presente trabajo, se demostró que el KH7, un compuesto que 

también inhibe a la sAC produjo una reducción del pHi. Interesantemente, este efecto inhibitorio ocurrió 

únicamente en la pieza media y pieza principal pero no en la cabeza. El inhibidor de la sAC, el KH7, también 

produjo una acidificación localizada del pHi, aunque en menor magnitud en comparación con el H89 (Fig. 8 y Fig. 

S4).  

A través de experimentos realizados en espermatozoides de ratón, se describió que la producción de 

AMPc ocurre de manera compartimentada. Esto se refiere a que a producción de AMPc en la cabeza se da 

principalmente por la actividad de una adenilil ciclasa transmembranal (tmAC) no identificada, mientras que en 

el flagelo, la producción de este segundo mensajero estaría controlada por la sAC [110]. En este sentido, se 

reportó que el TDI-10229 no afecta la actividad de la tmAC, lo que presumiblemente, tendría un efecto más 

relevante en la concentración de AMPc del flagelo [109]. Con respecto a la localización subcelular de PKA en 

espermatozoides humanos, se demostró que el aumento en la fosforilación de sustratos de PKA ocurre 

mayoritariamente en la pieza principal [80]. Esto abre la siguiente interrogante ¿cuáles son las proteínas que se 

localizan en el flagelo del espermatozoide cuya actividad depende de AMPc y/o que son blanco de PKA que 

efectúan los cambios de pHi asociados a la capacitación? A continuación, se discuten algunas posibilidades. 

Como se mencionó anteriormente, la inhibición del canal CFTR como de los transportadores NBC reducen 

significativamente la fosforilación de blancos de PKA [48,59], presumiblemente porque se reduciría la 

concentración de HCO3
- en el interior celular. Adicionalmente, se sabe que la actividad de CFTR se regula 

positivamente tanto por AMPc como por fosforilación por PKA [111–113]. Todo esto sugiere que existe una 

interrelación entre la actividad de estos transportadores y de PKA que de alguna manera participa en la 

regulación del pHi.  
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Por otro lado, una propuesta alternativa de regulación del pHi involucra el aumento de concentración 

del AMPc. Esto involucra la participación del intercambiador de Na+/H+ exclusivo del espermatozoide, el sNHE, 

el cual posee un dominio de unión a nucleótidos cíclicos. Se reportó que la unión del AMPc a este dominio 

aumenta la actividad del sNHE en espermatozoides de ratón [62]. Durante el periodo de realización de este 

trabajo se describió que el sNHE se expresa en espermatozoides humanos específicamente en la zona del flagelo. 

Adicionalmente, se demostró que mutaciones en el gen que codifica para esta proteína están relacionados con 

problema de fertilidad debido a defectos en la movilidad [63]. Toda esta evidencia sugiere que esta proteína 

podría ser relevante en la capacitación, posiblemente a través de la regulación en del pHi en los espermatozoides 

humanos. Recientemente, en un trabajo en colaboración con el grupo del Dr. Takuya Nishigaki del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM, se describió que en espermatozoides humanos, el pHi no aumenta tras la 

hiperpolarización del potencial de la membrana, el cual es un mecanismo conservado evolutivamente de 

activación del sNHE, al menos para los espermatozoides de ratón [114] y los de erizo de mar [115]15. Actualmente 

se sigue explorando la hipótesis de que, en espermatozoides humanos, la actividad del sNHE se regule por AMPc 

en vez de hiperpolarización.  

El rol del canal Hv1 en el control del pHi intracelular en espermatozoides humanos 

La evidencia obtenida en este trabajo indica que la vía de señalización mediada por el HCO3
-, la sAC y la 

PKA participa en la regulación polarizada del pHi en los espermatozoides humanos. Por esta razón, la o las 

proteínas responsables de efectuar el aumento del pHi, posiblemente se regulan directamente por PKA, o en su 

defecto, por alguna proteína intermediaria blanco de esta cinasa. Adicionalmente, estas proteínas deberían de 

localizarse en el flagelo de los espermatozoides, y su inhibición farmacológica debería de producir un efecto 

similar al de los bloqueadores de la vía de PKA. Una proteína que cumple con la mayoría de estos requisitos es 

el canal de H+, conocido como Hv1. Como se mencionó anteriormente, esta proteína se localiza la pieza principal 

del flagelo de los espermatozoides de humano [64,65], y la corriente iónica conducida a través de este aumenta 

tras la capacitación [64]. En este trabajo reportamos que la inhibición farmacológica de este canal produce una 

acidificación del pHi exclusivamente en la pieza principal de los espermatozoides humanos (Fig. 9).  

Hasta donde se revisó la literatura, esta es la primera vez que se establece la participación de Hv1 en la 

regulación del pHi en el espermatozoide. Aunque al mismo, tiempo abre la interrogante de cómo se regula la 

actividad de este canal durante la capacitación de los espermatozoides humanos. Es particularmente intrigante 

como ocurre la apertura del canal, ya que se sabe que esta ocurre a potenciales despolarizantes [116], mientras 

que el potencial de membrana de los espermatozoides esta hiperpolarizado, especialmente durante la 

 
15 El dominio sensible a voltaje del sNHE de humanos presenta algunas diferencias en su secuencia con respecto a la de 
ratón y de erizo de mar, que podrían ser la causa de esta insensibilidad a voltaje. 
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capacitación16 [117–121]. En este sentido, se sabe que Hv1 es capaz de percibir la presencia de gradientes de H+ 

en la membrana plasmática mediante la acción de residuos situados en el cuarto dominio transmembranal del 

dominio sensor de voltaje [122]. Algo importante sobre esta cualidad del Hv1, es que la dirección del gradiente 

de pH tiene que ser de la siguiente manera 𝑝𝐻𝑒 − 𝑝𝐻𝑖  > 0. Esto implica que mientras mayor sea este gradiente, 

el canal puede abrirse en valores negativos de potencial de membrana [123]. Diferentes estudios demostraron 

que el pHi de espermatozoides humanos se encuentra entre 6.5 y 7.0, cuando estos se incuban en medios con 

un pHe ajustado a 7.4 [33,77,121,124]. En estas condiciones podría existir el gradiente de pH idóneo que permita 

la activación de Hv1 en potenciales negativos. De acuerdo con esta observación, se sabe que el pHi varía 

linealmente en función del pHe [124]. Por otro lado, se encontró que en espermatozoides humanos existe una 

variante de Hv1, llamada Hv1Sper, que sufrió un corte proteolítico de los primeros 69 aminoácidos de su región 

amino terminal [82]. Se demostró que Hv1Sper tiene una alteración en su dependencia al voltaje y al pH para su 

apertura, ya que es capaz de conducir H+ a potenciales menos despolarizados (< 0 mV) aun en ausencia de 

gradiente de pH [82]. Otra posibilidad subyace en que el canal es activado por estímulos mecánicos, y cuando se 

combina dicho estimulo con un gradiente de pH, el canal conduce H+ aún en voltajes negativos (-20 mV) [125]. 

Se desconoce si en espermatozoides de humano los estímulos mecánicos activan al canal, pero cabe destacar 

que el propio batido flagelar podría generar un movimiento tal en la membrana plasmática que podrá ser 

suficiente para activar a Hv1. Adicionalmente, actualmente se establece la posibilidad de que la hiperpolarización 

de la membrana plasmática no es algo que sea estable a través del tiempo, ya que puede variar de un momento 

a otro. En este sentido, existen canales iónicos en el espermatozoide, como el miembro de la familia de 

receptores de potencial transitorio, el TRPV4, cuya apertura produciría una despolarización [126], lo que podría 

ser un mecanismos adicional de regulación de la actividad de Hv1. Se requiere de mayor investigación para 

demostrar estas propuestas, aunque es probable que, durante la capacitación de los espermatozoides humanos, 

múltiples estímulos estén participando simultáneamente en la regulación de la apertura de Hv1. 

Regulación del canal Hv1 mediante modificaciones postraduccionales: fosforilación mediada por las cinasas FER, 

PYK2 y PKC.  

En este trabajo, se exploró la hipótesis de que la actividad de Hv1 podría estar regulada por modificaciones 

postraduccionales mediadas por enzimas (cinasas) cuya actividad se encuentra río abajo de la PKA. Considerando 

lo anterior, se sabe que tras la capacitación de los espermatozoides de mamífero hay un aumento importante 

en la cantidad de proteínas que se fosforilan en residuos de tirosina, y la mayoría de estas proteínas blanco de 

cinasas de tirosina (TKs) se localizan en la pieza principal [73,80]. Adicionalmente, se demostró que la activación 

de las TKs y el subsecuente aumento en la fosforilación de residuos de tirosina, se encuentran río abajo de la 

 
16 Los valores estimados del potencial de membrana en reposo en espermatozoides humanos capacitados varían entre -20 

y -70 mV [117–121].  
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activación de la PKA [80,127,128]. Se sabe que las TKs responsables de este proceso son la cinasas conocidas 

como FERT [73,129], y la PYK2 [84]. Asimismo, se demostró que la inhibición farmacológica de estas TKs previene 

parcialmente la alcalinización intracelular asociada a la capacitación [86]. En este trabajo, se demostró que el 

efeto de la inhibición de estas cinasas se da con mayor magnitud en la pieza principal del flagelo (Fig. 10), esto 

sugiere que la activación de PKA podría estar involucrada en la vía de señalización que conduce a la actividad de 

Hv1. No existen reportes de que el canal se regule mediante fosforilación en tirosinas, sin embargo, un análisis 

de predicción de sitios de fosforilación (usando el algoritmo GPS 5.0 http://gps.biocuckoo.cn) reveló que existe 

una alta probabilidad que el canal sea blanco de fosforilación en la tirosina 134 por la acción de FER. Resta 

determinar de manera experimental si esto realmente ocurre en espermatozoides humanos, y especialmente 

indagar cual sería la consecuencia de esta fosforilación en la actividad del canal y en el pHi. 

Derivado de este mismo análisis, se reveló que el canal Hv1 puede ser blanco de fosforilación por una 

cinasa de residuos de treonina y serina, cómo la PKC. De manera interesante, se encontró que en un modelo de 

células LK35.2 (un hibridoma de linfocitos B murinos) el canal Hv1 se fosforila en el residuo de treonina en la 

posición 29. Siendo la PKC la cinasa responsable de dicha fosforilación. A nivel funcional, esta modificación tiene 

como consecuencia un aumento de la actividad de Hv1 [130]. Aunque no se sabe si esta fosforilación ocurre en 

espermatozoides humanos, se describió que la PKC se expresa en la región ecuatorial de la cabeza y en el flagelo 

en espermatozoides de humano [131,132]. Por otro lado, experimentos realizados con espermatozoides 

porcinos revelaron que la activación de esta cinasa podría estar río abajo de PKA [88]. En este trabajo, se 

demostró que la inhibición de PKC inhibió significativamente el aumento del pHi en la pieza principal, pero no de 

la cabeza (Fig. 10).  

Como se mencionó anteriormente, se desconoce si en los espermatozoides humanos, el canal Hv1 sufre 

algún tipo de fosforilación. Sin embargo, con base en resultados de análisis proteómicos, no se detectó la 

presencia de la fosforilación en la treonina 29 del canal Hv1, ni de algún residuo de tirosina. Solamente se reporta 

la presencia de fosforilación en la treonina y la serina en las posiciones 60 y 63, respectivamente [133,134]. Sin 

embargo, no se descarta la posibilidad de que en algún momento de la capacitación esto pueda tener lugar. 

Aunque los resultados obtenidos son de carácter preliminar, proveen ideas acerca de la complejidad de 

la regulación del pHi en los espermatozoides. Aparentemente en la pieza principal se requiere de la participación 

de múltiples proteínas que de alguna manera convergen en la modulación de la actividad del canal de H+. Es 

necesario realizar mayor experimentación para determinar los elementos faltantes que conectan la vía de PKA 

con la activación de Hv1. Así mismo, resultaría relevante indagar cual es el efecto de las modificaciones 

postraduccionales que putativamente ocurren en el canal, y especialmente cuál es su relevancia dentro del 

contexto de la función espermática. 

https://doi.org/10.1093/molehr/gat033
https://doi.org/10.1242/dev.121.4.1139
https://doi.org/10.1073/pnas.0810971105
https://doi.org/10.1093/molehr/gax062
https://doi.org/10.1242/dev.136499
https://doi.org/10.1093/molehr/gau073
https://doi.org/10.1002/jcp.27337
http://gps.biocuckoo.cn/
doi:10.1074/jbc.C109.082727
https://doi.org/10.1177%2F43.4.7897184
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2016.04.001
https://doi.org/10.1111/andr.12312
https://doi.org/10.1002/pmic.201600233
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2016.04.001


 

 

54  TESIS DOCTORAL | M.C. José Arturo Matamoros Volante 

Regulación del canal Hv1 mediante modificaciones postraduccionales: rol de la acetilación de lisinas 

Reportes previos indicaron la relevancia en el proceso de capacitación de otro tipo de modificación 

postraduccional, la acetilación de lisinas. Dentro de estas evidencias, destaca la observación de que la incubación 

con inhibidores de deacetilasas además de promover un aumento generalizado en la acetilación de proteínas, 

induce un aumento en la actividad de la PKA que es independiente del AMPc [14]. Esto, al involucrar la 

participación de PKA, permitió suponer que quizá este tipo de modificación postraduccional podría, de alguna 

manera, también estar involucrado en la regulación del pHi. En este sentido, los resultados que se obtuvieron en 

esta investigación sugieren que el tratamiento con los inhibidores de deacetilasas induce un aumento en el pHi 

de los espermatozoides humanos incubados en un medio no capacitante (Fig. 12). El caso contrario ocurrió 

cuando los espermatozoides se incubaron en condiciones que promueven la capacitación en presencia de un 

inhibidor general de acetiltransferasas (Fig. 11). Cabe destacar que el efecto de estos tratamientos provocó 

respuestas similares en el pHi de la cabeza y del flagelo. Actualmente se desconoce cuál es la localización 

subcelular de las proteínas que son blanco de acetilación, y tampoco se conoce la identidad ni localización de la 

o las acetiltransferasas involucradas en este proceso. No se descarta la posibilidad que el efecto sobre el pHi se 

deba a que la acetilación de lisinas afecta la actividad de otras proteínas además de PKA.  

 Como se mencionó anteriormente, mediante la información obtenida de análisis proteómicos se reportó 

que el propio canal Hv1 podría ser blanco directo de las acetiltransferasas, ya que aparentemente, la lisina en la 

posición 252 se encuentra acetilación. Interesantemente, se reportó que este tipo de modificación se encuentra 

únicamente en espermatozoides capacitados [90]. En este trabajo se observó que los antagonistas de Hv1 

previnieron el aumento de pHi evocado por el tratamiento con los inhibidores de deacetilasas. Este efecto ocurrió 

con mayor magnitud en la región de la pieza principal (Fig. 12). Actualmente, no existe evidencia que compruebe 

el efecto de este tipo de modificación postraduccional en la actividad de Hv1. Aunque estos datos son de carácter 

preliminar, sugieren que los mecanismos de regulación de la actividad de Hv1 son complejos, y posiblemente, 

más de una vía de señalización converge en este canal. Por esta razón, es relevante investigar con mayor 

profundidad cuál sería la relevancia de la acetilación de lisinas en el proceso de regulación del pHi y de la 

capacitación espermática.  

El pHi alcalino es necesario para que ocurra la hiperactivación  

A lo largo de este trabajo de investigación se describieron y discutieron múltiples resultados que señalan la 

complejidad que existe con relación a la regulación del pHi durante el proceso de capacitación. Sin embargo, 

toda evidencia generó la interrogante ¿cuál es la consecuencia funcional de la alcalinización regionalizada del 

pHi durante la capacitación? Por esta razón, se decidió indagar el efecto en la movilidad espermática de los 

distintos fármacos empleados. Esta decisión se sustenta en las observaciones que indican que la alcalinización 

del pHi es una condición necesaria para que se pueda llevar a cabo el batido flagelar de tipo hiperactivado al 
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menos en espermatozoides bovinos [135]. Los resultados obtenidos indicaron que la inhibición del CFTR, de los 

NBC, y del canal Hv1 afectaron, aunque en diferentes niveles, el desarrollo de la movilidad hiperactivada. Aunque 

no se demostró en este trabajo, la inhibición tanto de la sAC como de la PKA previenen la hiperactivación de la 

movilidad promovida por el medio capacitante [109,136], lo mismo que el tratamiento con DIDS [136]. 

Curiosamente, la magnitud en la reducción de la hiperactivación causada por los fármacos empleados 

asemejó, en cierta medida, el comportamiento inhibitorio observado en los experimentos de medición de pHi 

mediante la fluorescencia del BCECF (ver Figs. 6, 7, y 9). Al hacer un análisis de correlación de los porcentajes de 

hiperactivación en función de la fluorescencia de BCECF (Frel) en la pieza principal (región subcelular donde 

algunos de los compuestos tuvieron un efecto más pronunciado), se observó que ambas variables presentaban 

una correlación fuerte y positiva (coeficiente de correlación de Pearson, r = 0.76, p = 4.2x10-5) (Fig. 14).  

 

Figura 14. Correlación de la hiperactivación en función de la fluorescencia de BCECF (nivel de pHi). Gráfica de puntos que 

ilustra la proporción de células que presentan movilidad hiperactivada en función del nivel de fluorescencia relativizada de 

acuerdo con la ecuación 1. Las células se incubaron con los siguientes tratamientos: vehículo (Veh), medio HTF 

suplementado con albúmina, pero no con HCO3
- (HTF +albúmina sin HCO3

-), inhibidor del canal CFRT (Inh-172, 5 µM), antagonista 

de los transportadores NBC (S0859, 5 µM), y bloqueador del canal Hv1 (Cl-GBI, 200 µM). Los puntos representan el promedio 

± el error estándar de la media de al menos 5 experimentos independientes por cada condición. El tamaño de los puntos 

hace referencia al tipo y al tiempo de incubación empleada. Los datos se analizaron mediante una prueba de correlación de 

Pearson. 

Esta asociación entre los niveles de fluorescencia de BCECF y la hiperactivación sugiere que la presencia 

de un ambiente alcalino, especialmente en la región de la pieza principal, es un necesario para que ocurra la 

hiperactivación de la movilidad. Un posible escenario que explique la asociación de la alcalinización con el 
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desarrollo de este tipo de movilidad requiere la participación del canal multímerico de Ca2+ exclusivo de los 

espermatozoides, CatSper. Mutaciones que afecten la función o el correcto ensamblaje de cualquiera de las 

subunidades que forman este canal, tanto en ratones como en humanos, producen infertilidad masculina debido 

a la imposibilidad de los espermatozoide para llevar a cabo la hiperactivación [23,137]. Desde hace tiempo se 

reportó que la actividad de CatSper es fuertemente aumentada por alcalinización intracelular [138]. 

Recientemente se demostró que, entre las subunidades que conforman a CatSper, la proteína intracelular 

conocida como EFCAB9 funciona como un sensor de Ca2+ y pHi, la cual, al estimularse por una disminución en la 

concentración de H+ (alcalinización), propicia el aumento en la conductancia del canal [139]. El complejo de 

proteínas que conforman a CatSper (incluyendo a EFCAB9) presentan un arreglo estructural formando dos pares 

de bandas paralelas que corren a lo largo de toda la pieza principal [8,139,140]. Con relación a esto, se propone 

que el ambiente alcalino generado por la actividad de Hv1 es un estímulo que induciría el aumento en el Ca2+ por 

acción de CatSper. En ese sentido, se describió que al igual que CatSper, el canal Hv1 presenta una distribución 

ultraestructural formando un solo par de bandas paralelas que también corren por la longitud de pieza principal 

del flagelo [65]. La distribución tan detallada de estas proteínas podría generar nanodominios de pHi alcalino y 

de Ca2+ intracelular, lo que implicaría la existencia de un nivel de regulación de la actividad de estas proteínas no 

solo a nivel micro, sino a nivel nanoscópico.   

CONCLUSIÓN 

En resumen, en este trabajo se demostró que existe un aumento del pH intracelular (pHi) que ocurre dentro de 

los primeros minutos de incubación en condiciones que estimulan la capacitación in vitro, el cual se mantiene 

relativamente constante durante todo el transcurso de la capacitación. Este aumento en el pHi ocurre de manera 

regionalizada ya que se da mayoritariamente en la cabeza y en la pieza principal del espermatozoide, pero no en 

la pieza media. Adicionalmente, la regulación del pH intracelular en los espermatozoides humanos requiere de 

la participación de múltiples proteínas, las cuales, aparentemente, ejercen un efecto en el pHi de tal manera que 

coincide con su localización subcelular en el espermatozoide, lo que sugiere que existe un cierto grado de 

compartimentación en las señales que regulan el pH intracelular. Además, se encontró que la alcalinización 

intracelular asociada a la capacitación es una señal de vital importancia para que el espermatozoide pueda 

desarrollar la movilidad hiperactivada. En conjunto, estos resultados revelan la complejidad y relevancia de la 

dinámica en la regulación del pHi durante la capacitación. Se requiere de mayor investigación para conocer como 

es la comunicación, y la regulación de la señalización entre las regiones del espermatozoide, y como es la relación 

a nivel molecular entre el pHi y la hiperactivación. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Medios de cultivo 

El medio de incubación para los espermatozoides empleado en este trabajo consistió en una modificación del 

medio llamado Human Tubal Fluid (HTF), el cual se compone de (en mM): NaCl 90, KCl 4.7, CaCl2 1.6, MgSO4 1.2, 

KH2PO4 0.314, Glucosa 2.8, piruvato de sodio 3.4, lactato de sodio 48 y HEPES 23.8. A esta formulación se le 

denominó como medio no capacítate (NC). Este medio se suplementó con 25 mM de NaHCO3 y 0.5% (p/v) de 

albúmina sérica de bovino (BSA por sus siglas en inglés). El medio suplementado con estos dos compuestos 

recibió el nombre de medio capacitante (CAP). Ambos medios se ajustaron a un pH de 7.4 con NaOH y la 

osmolaridad se mantuvo alrededor de 330 mOsm Kg-1. 

Obtención de muestras  

Las muestras de semen se obtuvieron de donadores voluntarios previo consentimiento informado. Se incluyeron 

únicamente aquellas muestras que cumplían con las estipulaciones indicadas por la OMS para ser considerados 

como normozoospérmicos [76]. Tras la colecta vía masturbación, se permitió la licuefacción del semen durante 

30 min a 37°C a una atmósfera de 5% CO2/95% aire. Los espermatozoides se separaron del semen mediante 

selección por movilidad usando la técnica de nado ascendente, incubando durante 60 min en medio HTF-NC. Se 

colectó la fracción de células con mayor movilidad, y se descartaron las células y el semen sobrante. 

Incorporación de colorantes fluorescentes 

Se utilizaron espermatozoides purificados incubados en medio NC a una concentración de 10-20x106 células por 

mL. Se les adicionaron 300 nM de BCECF-AM (2',7'-bis-(2-carboxietil)-5-(y-6)-carboxifluoresceina acetoximetil 

éster) durante 15 min a 37°C cubierto de la luz. Posteriormente, el exceso de colorante se lavó por centrifugación 

(300 x g durante 5 min). Las células se resuspendieron nuevamente en medio NC. Previo a la medición, las células 

se concentraron por centrifugación para dejarlas en un volumen de 50 a 100 µL. A esta nueva suspensión, se le 

añadieron 200 nM del colorante de viabilidad ioduro de propidio (PI) durante 5 min.  

Tratamientos farmacológicos 

Para las condiciones que requirieron el uso de antagonistas farmacológicos, se emplearon células incubadas en 

medio NC previamente cargadas con el colorante sensible a cambios en el pHi, BCECF. Inicialmente, se añadió la 

concentración indicada de fármacos a una suspensión de 10-20x106/mL y se incubaron durante 10 min. 

Transcurrido este tiempo, se tomó una alícuota de células tratadas con los distintos fármacos, y se procedió a su 

medición (condición NC + tratamiento). Como control, las células se incubaron en presencia del compuesto 

utilizado para diluir el tratamiento farmacológico empleado, ya sea dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración 

similar a la contenida en la solución con inhibidores (sin rebasar la concentración máxima de 0.05% v/v). Estas 
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condiciones se emplearon cuando se utilizaron los siguientes inhibidores: DIDS, Inh-172, S0859, KH7, H89, Cl-

GBI, PF43396, Gö6976, L002, y TSA. Por otro lado, en otro conjunto de tratamientos (Zn2+y NAM) en los cuales el 

compuesto inhibitorio se diluyo en agua y/o en medio HTF, se utilizaron estos últimos como control. A estas 

condiciones se les denominó Vehículo o Veh).  

A las células restantes, se les añadió el medio suplementado con HCO3
- y albúmina (medio capacitante), 

lo que marcó el inició de la capacitación. Para esta serie de experimentos se evaluó la fluorescencia de las células 

tras 7, 60 y 240 min de incubación en dicho medio capacitante ya sea en presencia o ausencia de los fármacos.  

Los diferentes fármacos empleados en este trabajo fueron: el ácido 4,4′-diisotiocianato estilbeno-2,2′ 

disulfónico (DIDS) a una concentración de 100 µM, la 5-[(4-Carboxifenil)metileno]-2-tioxo-3-[(3-trifluorometil) 

fenil-4-tiazolidinona (Inh-172) concentración 5 µM, la 2- Cloro-N- [[2′- [(Cianoamino)sulfonil] [1,1′-bifenil]-4-

il]metil]-N-[(4-metilfenil)metil]-benzamida (S0859) 5 µM, el ácido 2-(1H-benzimidazol-2-iltio) propanóico 2-[(5-

bromo-2-hidroxifenil)metileno] hidrácido (KH7) concentración 50 µM, la 2-((p-Bromocinamil)amino)etil]-5-

isoquinolinasulfonamida (H89) a una concentración de 30 µM, el polipéptido  

TTYANPIASGRTGRRNAIHN (PKI) a una concentración de 1 µM, el polipéptido miristoilado en la posición 1: 

GRTGRRNAI (S-PKI) 1 µM, el 5-cloro-2-guanidinobenzimidazol (Cl-GBI) 200 µM, ZnCl2 (Zn2+) 200 µM, la N-[2-[[[2-

[(2,3-dihidro-2-oxo-1H-indol-5-il)amino] -5-(trifluorometil)- 4-pirimidinil]amino]metil]fenil]- N-metil Metano 

sulfonamida (PF431356) 10 µM, 12-(2-Cianoetil)-6,7,12,13-tetrahidro-13-metil-5-oxo-5H-indolo(2,3-

a)pirrolo(3,4-c)-carbazol (Gö6976) 1 µM.         

Adquisición de imágenes mediante citometría de flujo basada en imágenes 

Se empleó el citómetro ImageStream MK II (Luminex, USA). La configuración usada para la captura de imágenes 

se describe a continuación. Se utilizó el objetivo de 60x de magnificación con apertura numérica de 0.9, tamaño 

de píxel de 0.3 × 0.3 µm, y campo de visión de aproximadamente 40 × 170 µm. Se empleó el láser de 488 nm a 

una potencia de 20 mW) para la excitación de BCECF, y el de 561 nm (100 mW) para excitar a PI. Se utilizaron los 

filtros de emisión paso banda de 528/65 nm (llamado canal 2 en el software del equipo) para colectar la emisión 

del BCECF, y el filtro de 610/30 nm (denominado canal 4) para colectar la emisión del PI. De igual manera se 

emplearon los leds de iluminación para generar las imágenes de campo claro, las cuales se capturaron en el canal 

1. Previo a la adquisición, las diferentes poblaciones de espermatozoides a evaluar (aproximadamente entre 5 y 

10x106 células por mililitro) se centrifugaron durante 5 min a 300 x g con el fin de incrementar su concentración. 

Durante la adquisición, se establecieron diferentes parámetros para realizar una discriminación preliminar de 

agregados o restos celulares, células que no correspondieras a espermatozoides (ej. células redondas), eventos 

fuera de foco. Por cada condición evaluada, se capturaron un mínimo de 10,000 imágenes evaluada.   
Ir al texto 

principal 

Ir al texto principal 



 

 

59  TESIS DOCTORAL | M.C. José Arturo Matamoros Volante 

Análisis de imágenes 

Los datos obtenidos se analizaron en el software IDEAS (Luminex, USA) versión 6.2. En primera instancia se realizó 

un proceso de discriminación de eventos que no correspondieran a espermatozoides individuales, células fuera 

de foco, y de espermatozoides no viables (positivos a PI).  

Una vez obtenidas las mejores imágenes de espermatozoides individuales, se aplicó la estrategia de 

segmentación que permite realizar el análisis de la fluorescencia de cada región subcelular de los 

espermatozoides: la cabeza, la pieza media y la pieza principal. Para ello, se emplea la función Mask Generator 

del software IDEAS. Con esta función se establece una región de interés considerando las imágenes de campo 

claro (canal 1 y canal 9), esto permite desarrollar lo que se conoce como “máscara” del espermatozoide 

completo. Esto se refiere a una manera en que el software reconoce una zona dentro de la imagen donde se 

encuentras los pixeles con intensidades que sobresalen de las del fondo de la imagen (la célula). Posteriormente 

con estas misma función se genera una máscara que detecta regiones semicirculares dentro de la imagen, lo cual 

es útil para reconocer y generar una máscara para la región de la cabeza. Posteriormente, a la máscara de la 

cabeza se le realiza un proceso de dilatación17 de 13 pixeles. A la máscara del espermatozoide completo se le 

sustrae18 la máscara dilatada de la cabeza lo que da como resultado una máscara de la pieza principal. Por último, 

a la máscara de célula completa se le hizo a sustracción de las máscaras de la cabeza y de la pieza principal, lo 

que da como resultado una máscara utilizada para reconocer la región de la pieza media (en la figura S1d se 

muestran algunos ejemplos de esta segmentación). Finalizado el proceso de generación de máscaras, se realizan 

una serie de discriminaciones que permiten seleccionar solamente aquellas células que fueron segmentadas 

satisfactoriamente. Después de todo este procesamiento, se obtienen entre 1000 y 3000 imágenes adecuadas 

para el análisis.  

Los detalles para realizar la selección de poblaciones se obtuvieron del trabajo previó que desarrollé 

durante mi tesis de maestría. Para mayor información consultar las referencias [73,141]. 

Determinación del pHi absoluto en espermatozoides humanos mediante citometría de flujo de adquisición continua 

Equipo utilizado  

Se empleó el citómetro de flujo BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences). La particularidad de este equipo es que posee 

una bomba peristáltica para crear el flujo que permite hacer las mediciones de las células en suspensión, y a 

diferencia de otros citómetros no hay necesidad de crear un vacío. Esta sencilla diferencia abre la posibilidad de 

 
17 Procesos que implica el crecimiento en n pixeles de todos la zona del borde de una máscara dada. 
18 Durante la generación de máscaras se pueden emplear operaciones Boolenas lo que permite la combinación o sustracción 
de dos o más mascaras individuales para crear nuevas versiones.  
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seguir el curso temporal de los registros de fluorescencia para poder realizar adiciones de compuestos en tiempo 

real sin necesidad de interrumpir el registro (a diferencia de otros equipos de citometría). 

Adquisición de datos mediante la citometría de adquisición continua 

Los registros se realizaron empleando una taza de flujo de 14 μL/min a temperatura ambiente (25°C). Se 

colectaron los datos correspondientes a la dispersión frontal y lateral de la luz (FSC y SSC por sus siglas en inglés 

respectivamente), con los cuales se crearon umbrales para descartar el debris y los agregados celulares. Los 

ajustes de adquisición del citómetro fueron los siguientes: para detectar BCECF se empleó el láser de 488 nm 

como fuente de excitación. Mientras que su emisión se detectó en el canales FL-1 (filtro paso banda de 533/30 

nm). Por otro lado, para el PI se excitó con el mismo láser de 488nm y su emisión se detectó en el canal FL-3 

(filtro paso banda de 590/50 nm). Al igual que con la citometría acoplada a imágenes. Las células no viables 

fueron descartadas si es que presentaban positividad al PI. 

Protocolo de calibración para la determinación de pHi absoluto 

Para obtener valores absolutos del pHi, los espermatozoides incubados ya sea en medio NC o CAP, se cargaron 

con BCECF a una concentración de 250 nM durante 10 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubación las 

muestras teñidas se dividieron en dos partes iguales. A la primera de estar fracciones de células se le hizo un 

registro de la fluorescencia como se indicó anteriormente. Se obtuvo un registro de la fluorescencia basal 

durante 150 s seguido de un registro de la fluorescencia tras la adición de NH4Cl, una base débil que se sabe que 

induce un aumento de pHi en alrededor de 0.4 unidades [74]. Esta adición indujo un aumento de la fluorescencia 

de BCECF indicativo de una alcalinización (Fig. S3a).  

La fracción de células restante que fue previamente cargada con BCECF se incubó durante 15 min en un 

medio de calibración denominado en adelante como H+Cal19, el cual se compone de (en mM): 120 KCl, 25 HEPES, 

1 MgCl2, y 0.01 nigericina, ajustado a pH 6.0 con KOH. La presencia de nigericina, un fármaco que medía el 

intercambio de K+ por H+ permite que el pHi se equilibre con el pH extracelular (pHe). Una vez que se incubaron 

en el medio H+Cal, se hizo el registró de la fluorescencia de BCECF a pH 6.0 durante 120 s. Posteriormente, se 

hicieron adiciones secuenciales (cada 120 s) de soluciones con diferentes concentraciones de KOH. La cantidad 

de equivalentes de OH- que se añadieron a la suspensión de espermatozoides se calcularon para que el pHe 

aumentase 0.25 unidades20. Esto se realizó ocho veces hasta conseguir a un pHe de 8.0 (Fig. S3b). Cuando la 

fluorescencia del BCECF llegó a una fase de meseta tras cada adición de KOH, se obtuvo la mediana de 

fluorescencia de todas las células contenidas en ese lapso. Este valor se transformó a logaritmo base 10 y 

 
19 El nombre H+Cal es un término acuñado para este trabajo y viene del acrónimo que se refiere a un medio de Calibración 
(Cal) de pH (H+).  
20 La cantidad de KOH necesario para provocar el aumento indicado en el pHe fue obtenido mediante la ecuación de 
Henderson-Hasselbach considerando el valor pKa para el HEPES a 25°C (7.55). 
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posteriormente se graficó en función de los valores de pHe alcanzados después de cada adición de KOH (Fig. 

S3c). A estos datos se les hizo un ajuste de un modelo lineal que sirvió para poder interpolar el valor de pHi de la 

condición basal y el tratamiento con NH4Cl (Fig. S3d). Este procesamiento se realizó tanto para condiciones NC 

como en células incubadas en medio CAP. Para más información, ver la referencia [121]. 

Análisis de movilidad asistido por computadora 

Para analizar la movilidad espermática se utilizaron espermatozoides incubados en las mismas condiciones 

evaluadas en los experimentos de análisis de pHi, es decir, espermatozoides incubados ya sea en medio no 

capacitante o medio de capacitación durante 7, 60 y 240 min, en presencia o ausencia de los diferentes fármacos. 

A partir de una suspensión de espermatozoides incubados a una concentración de 1x106 por mL, se colocaron 7 

µL sobre un porta y un cubreobjetos de 18 x 18 mm. Las células se visualizaron con un objetivo de magnificación 

10x (Nikon, Japón), utilizando una iluminación de contraste de fases. La captura de las imágenes se realizó con 

una cámara Basler controlada por el software SCA (MicrOptics, España). Se tomaron 25 imágenes a una 

frecuencia de 50 imágenes por segundo. Al menos 500 espermatozoides se capturaron por cada condición. Para 

determinar si un espermatozoide se encontraba o no hiperactivado, se consideraron los siguientes parámetros: 

la velocidad curvilínea debería ser mayor a los 150 µm/s, la linealidad menor al 50 %, y finalmente, la amplitud 

lateral de la cabeza mayor a 7 µm. 

Análisis de datos e inferencias estadísticas 

Gráficas de densidad de fluorescencia 

Los resultados de la citometría de flujo se analizaron se presentaron como gráficos de densidad plasmando la 

fluorescencia de cada región y de cada tratamiento. Dentro de estas gráficas se ilustró el valor de la mediana de 

fluorescencia para cada donador en cada tratamiento y en cada región (puntos en escala de grises), así como el 

valor promedio de todos los donadores (puntos negros). Para la construcción de estas gráficas, la distribución de 

los datos de fluorescencia se dividió en diferentes intervalos de tamaño variable. Para cada intervalo se calculó 

la densidad de células que caen en dicho intervalo. Para la creación de estas gráficas se utilizaron las paqueterías 

ggridges y ggplot2 [142] perteneciente al lenguaje de programación R (versión 4.0.4) [143]. 

Análisis de promedios de fluorescencia, pHi y movilidad 

Los resultados obtenidos se analizaron calculando el promedio de la fluorescencia relativizada (de acuerdo con 

la ecuación 1), el promedio del pHi absoluto, o el promedio del porcentaje de movilidad total o hiperactivada. 

Dicho promedio se calculó para cada donador y cada tratamiento (además de cada región subcelular cuando 

fuese necesario). Posteriormente, se obtuvo un resultado general de todos las muestras analizados al obtener la 

media de todos los promedios de cada donador, a los que se les añadió una barra que indica el error estándar 
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de la media. Para la creación de estas gráficas se utilizó las paquetería ggplot2 [142] perteneciente al lenguaje 

de programación R. 
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Ajustes de regresión local 

Con el fin de determinar el comportamiento cinético de los cambios de fluorescencia durante la capacitación, a 

los datos de fluorescencia promedio obtenidos como se indicó en la sección anterior, se les aplicó un ajuste de 

regresión local. Este ajuste se realizó considerando una ventana del del 10 al 25 % de los datos. El resultado final 

fue plasmado como curvas negras en las gráficas promedio. Adicionalmente se plasmó el intervalo de confianza 

al 95% de cada ajuste. Este procesamiento se realizó para cada condición y cada región subcelular. Para la 

realización de estos cálculos se utilizó la función geom_smooth(method = “loess”, span = 0.25, se = T o F) de la 

paquetería ggplot2 [142] perteneciente al lenguaje de programación R. 

Obtención de significancia estadística 

Pare establecer a existencia de diferencias estadísticamente significativas, en primer lugar, se determinó si los 

datos obtenidos cumplían con las condiciones de una distribución normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk. 

Para esto se empleó la función shapiro_test () contenida dentro de la paquetería rstatix perteneciente al lenguaje 

de programación R. Una vez establecido o rechazado la normalidad, las diferencias estadísticas fueron obtenidas 

mediante pruebas de ANOVA de un factor o Kruskal-Wallis respectivamente. Para determinar las diferencias 

entre tratamientos se realizó una prueba de comparaciones múltiples con corrección del valor de p mediante el 

método de Holm. En la mayoría de los casos, se consideró como condición control a la población de células 

incubadas en condiciones NC (Frel = 1, de acuerdo con la ecuación 1). Se considero que un valor de significancia 

menor a 0.05 como umbral para establecer las diferencias estadísticamente significativas. En las figuras se utilizó 

a siguiente nomenclatura para indicar el nivel de dicha significancia: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y 

****p<0.0001. Todos los cálculos se realizaron con las funciones anova_test () o kruskal_test() y la función 

adjust_pvalue(method=”holm”) de la paquetería rstatix dentro del lenguaje de programación R. 

Creación de figuras 

Como se mencionó todas las gráficas fueron hechas en el software R. Una vez creadas, estas se exportaron en 

formato .SVG y fueron editadas para su versión final en el software Inkscape 0.91.  
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

Figura Suplementaria 1 

 

Fig. S1. Medición del pH intracelular mediante citometría de flujo basada en imágenes. (a) Diagrama de puntos comparando 
la fluorescencia de BCECF con la de ioduro de propidio (Pl). Según los niveles de fluorescencia, tres poblaciones diferentes 
fueron seleccionadas: PI + (células muertas), PI-/BCECF- (no teñidas o residuos), y Pl-/BCECF+ (vivas y teñidas). (b) Imágenes 
representativas de las diferentes poblaciones mencionadas en (a). (c) Imágenes representativas de espermatozoides 
tratados en presencia (der.) o ausencia de (izq.) de 20 mM de TMA. (d) Imágenes representativas de tres espermatozoides 
visualizados en campo claro antes (original) y después del proceso de segmentación. Las máscaras de cabeza, pieza media 
y pieza principal se ilustran en color verde. La barra negra indica 7 µm. (e) Gráficas de densidad de fluorescencia de BCECF. 
Los datos se normalizaron de acuerdo con la ecuación 1, cada valor de fluorescencia se dividió por entre el valor de la 
mediana de fluorescencia de la condición control (sin TMA). Esto se hizo por cada región subcelular. Datos representativos 
de un donante. Los datos representan al menos 1000 células (n = 4).                              Volver al texto principal 
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Figura Suplementaria 2 

 

Fig. S2. La incubación prolongada en medio no capacitante no provoca cambios en el pHi. (a). Gráficas de densidad de 
fluorescencia de BCECF relativizadas con la condición NC inicial (60 min). Los gráficas están construidas con al menos 1000 
células por donador y por cada condición. (b). Valores promedio de la fluorescencia relativizada de BCECF en condiciones 
NC inicial (60 min) y NC después de 360 min de incubación. Los puntos en escala de grises dentro de los cuadros la mediana 
de fluorescencia de cada donante (n = 5). Los datos representan la media ± SEM.     Volver al texto principal 
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Figura Suplementaria 3 

 

Fig. S3. Medición absoluta del pH intracelular en espermatozoides humanos mediante citometría de flujo de adquisición 
continua. (a) Gráfica de densidad en dos dimensiones (tiempo e intensidad de fluorescencia) que compara los cambios en 
la fluorescencia de BCECF a través del tiempo. La línea negra solida corresponde a la mediana de fluorescencia de la 
población de cada 5 s. Los recuadros de color azul indican la duración de cada uno de los dos tratamientos empleados: basal 
(solo medio HTF duración 150 s), o NH4Cl (20 mM, duración 120 s). (b) Gráfica de densidad en dos dimensiones de una 
población de células incubadas en medio de calibración de pH intracelular (pHi) llamado H+Cal. Se comparan los cambios de 
fluorescencia en función del tiempo. Los cuadros en la parte superior indican la duración de los estímulos de KOH y el pH 
extracelular (pHe) al que se llega de acuerdo con la ecuación de Henderson-Hasselbach. Los recuadros color rosa en (a) y en 
(b) indican las subpoblaciones seleccionadas para hacer los cálculos de pHi absoluto. (c) Gráfica de la mediana de 
fluorescencia transformada al log10 de las subpoblaciones seleccionadas en (a) comparada con los valores de pHe obtenidos 
después de la adición de KOH. La línea punteada indica el ajuste lineal (y = −0.29x − 1.93; R2 = 0.99; p = 7.5 × 10−9). (d) 
Histogramas de densidad de fluorescencia de BCECF de cada una de las subpoblaciones seleccionadas en (a) y en (b). Cada 
color representa un pHe diferente. Los histogramas gris claro y oscuro representan a las poblaciones de espermatozoides 
antes y después de la adición de NH4Cl respectivamente. Los datos representan al menos 5000 células por donador y por 
condición.                Volver al texto principal 
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Figura Suplementaria 4 

 

Fig. S4. Efecto del inhibidor especifico de PKA, el PKI, en el pHi de los espermatozoides humanos. (a) Histogramas de densidad 
de fluorescencia de BCECF de las células incubadas con los diferentes tratamientos: vehículo (Veh), inhibidor permeable de 
PKA (S-PKI, 1µM), o el inhibidor impermeable de PKA (PKI, 1µM). La información de la fluorescencia de BCECF se relativizó 
con respecto a la condición no capacitante incubadas con vehículo (NC-Veh) de acuerdo con la ecuación 1 (El promedio de 
la población NC-Veh (1.00) se representa con la línea punteada). Cada histograma contiene la información de al menos 1000 
células por donador. (b) Valores promedio de la fluorescencia relativizada de BCECF. Los puntos de colores indican el 
promedio ± error estándar de la media. Las líneas curveadas en (b) corresponden al ajuste de un modelo de regresión local. 
Para las gráficas en (a) y (b) los puntos en escala de grises indican la mediana de la fluorescencia de cada donante (n = 5). 
Se realizaron pruebas de Krustall-Wallis seguidas de comparaciones múltiples de cada tratamiento con respecto al vehículo 
del tiempo 240 min. * p<0.05 (c) Imágenes representativas de espermatozoides teñidos con BCECF e incubados con los 
diferentes tratamientos empleados.               Volver al texto principal 
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Figura Suplementaria 5 

 

Fig. S5. Efecto del C-GBI en la viabilidad y a fluorescencia de BCECF diluido en medio. (a) Gráfica de puntos que muestra el 
porcentaje de células negativas a la marca de ioduro de propidio (PI) como un indicio de su viabilidad. Las células se 
incubaron en presencia de diferentes concentraciones del antagonista de Hv1, el 5-Cloro-Guanidinobenzimidazol (Cl-GBI) 
durante 240 min en medio no capacitante. Los puntos grises representan el porcentaje de viabilidad de cuatro donadores 
independientes. Las líneas negras horizontales y verticales representan el promedio ± el error estándar de la media 
respectivamente. Se realizó una prueba de ANOVA seguidas de comparaciones múltiples para detectar diferencias 
estadísticamente significativas. **p<0.01 y ****p<0.0001 (b) Análisis temporal de la intensidad de fluorescencia de BCECF 
libre, es decir, solamente el colorante disuelto en medio NC. Se observa la razón de la fluorescencia obtenida al dividir la 
emisión producto de la excitación a 488 nm (pH dependiente) entre la emisión generada por la excitación a 440 nm (pH 
independiente). Tras 30 s de medición se hizo la adición de vehículo (DMSO) o diferentes concentraciones de Cl-GBI. A los 
150 s de medición se realizó la adición de 5 mM de HCl para inducir una acidificación del medio. Los valores en las flechas 
indican el pH del medio (medido con un potenciómetro convencional) antes y después de la adición de HCl. Datos 
representativos de uno de cuatro experimentos independientes.                         Volver al texto principal 
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PRODUCTIVIDAD 

Publicaciones en revistas especializadas 

La publicación de los principales resultados de esta tesis se publicó en el año 2020. Desde ese entonces, al mes 

de julio de 2022, dicho artículo se ha citado un total de 21 veces (de acuerdo con Google Scholar), indicando la 

relevancia del trabajo en el campo. 

• Matamoros-Volante, A.; Treviño, C. L. (2020). Capacitation-associated alkalization in human sperm is 

differentially controlled at the subcellular level. J. Cell Sci. https://doi.org/10.1242/jcs.238816 

Por otro lado, parte de los resultados de esta tesis aunado a trabajo realizado en colaboración con integrantes 

del laboratorio permitieron la publicación adicional de dos artículos 

• Matamoros-Volante, A.; Castillo-Viveros, V.; Torres-Rodríguez, P.; Treviño, M. B.; Treviño, C. L. (2021). Time-

lapse flow cytometry: A robust tool to assess physiological parameters related to the fertilizing capability of 

human sperm. Int. J. Mol. Sci. https://doi.org/10.3390/ijms22010093  

• Hernández-Garduño, S.; Chavez, J.C.; Matamoros-Volante, A.; Sánchez-Guevara, Y.; Torres, P.; Treviño, C.L.; 

Nishigaki, T. (2022). Hyperpolarization induces cytosolic alkalization of mouse sperm flagellum probably 

through sperm Na+/H+ exchanger. Reproduction. https://doi.org/10.1530/REP-22-0101 

Adicionalmente, trabajos realizados en colaboración abordando temáticas independientes tuvieron como 

resultado tres artículos de investigación. 

• Espadas-Álvarez, H.; Martínez-Rendón, J.; Larre, I.; Matamoros-Volante, A.; Romero-García, T.; Rosenbaum, 

T.; Rueda, A.; García-Villegas, R. (2020). TRPV4 activity regulates nuclear Ca2+ and transcriptional functions 

of β-catenin in a renal epithelial cell model. J. Cell. Physiol. https://doi.org/10.1002/jcp.30096. 

• Moreno-Irusta, A.; Domingues, E.; Marín, C.; Matamoros-Volante, A.; Lucchesi, O.; Thomes,C.; Treviño, C.L.; 

Buffone, M.; Lascano, R.; Giojalas, L. (2020). Reactive oxygen species are involved in the signaling of equine 

sperm chemotaxis. Reproduction. https:/doi.org/10.1530/REP-14-0260 

• Moreno-Irusta, A.; Kembro, J.M.; Domínguez, E.M.; Matamoros-Volante, A.; Gallea, M.N.; Molina, R.; 

Guidobaldi, H.A.; Treviño, C.L.; Figueras, M.J.; Babini, A.; et al. (2019). Sperm physiology varies according to 

ultradian and infradian rhythms. Sci. Rep.  
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Participación en congresos internacionales 

Algunos resultados obtenidos en este trabajo se presentaron en dos congresos internacionales: 

• 6th International Workshop in Molecular Andrology, septiembre 2019, Giessen, Alemania. Presentación de 

póster. 

• EMBO|FEBS Lecture Course “Ion channels and Transporters: from molecular to human” mayo 2022, Sicilia, 

Italia. Presentación oral y póster. 

Participación en congresos nacionales 

Adicionalmente, parte de los resultados de este trabajo se presentaron en un congreso nacional: 

• XXXII Congreso Nacional de Bioquímica, noviembre de 2018, Ixtapa Zihuatanejo, México. Presentación oral.  

En el contexto de este congreso obtuve la mención honorífica en el concurso “Socios Fundadores” organizado 

por la Sociedad Mexicana de Bioquímica. 

Nuevos proyectos de investigación  

Finalmente, algunas de las observaciones derivadas en esta tesis sentaron las bases ya sea teóricas o 

metodológicas para el establecimiento de nuevos proyectos de investigación que están desarrollándose en el 

laboratorio. Estos se incluyen como parte de la tesis de maestría de tres estudiantes de maestría y una estudiante 

de licenciatura. 

• Mariana Olivares (Tesis de Maestría). En su tesis, Mariana está intentando averiguar el papel de la oxidasa de 

NADPH (NOX5) en la capacitación de los espermatozoides humanos, especialmente si su actividad tiene 

relación con la función de Hv1. También está aplicando los desarrollos técnicos relacionados con la citometría 

de flujo acoplada a imágenes, así como de la citometría de adquisición continua. 

• Daniel Pérez (Tesis de Maestría). En su tesis, Daniel está realizando mediciones de potencial de membrana y 

de Ca2+ intracelular, haciendo uso de la citometría de adquisición continua.  

• Emmanuel Rodríguez (Tesis de Maestría). Utilizando la herramienta de citometría de flujo acoplada a 

imágenes, Emmanuel está haciendo análisis simultáneos de los cambios de pHi, potencial de membrana y 

Ca2+ intracelular durante la capacitación de espermatozoides humanos. 

• Maritza Soriano (Tesis de Licenciatura). En su tesis, Maritza hará uso de la citometría de adquisición continua 

para evaluar pHi, potencial de membrana y Ca2+ intracelular de muestras de espermatozoides de pacientes 

bajo tratamiento de fertilidad (en una colaboración con una clínica la clínica de reproducción asistida 

CITMER).  
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