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RESUMEN  
 

El intercambiador Na+/H+ específico del espermatozoide (sNHE) es una proteína 

indispensable para la fertilidad de los mamíferos. Sin embargo, el mecanismo que subyace 

a su regulación es poco conocido. Estudios en el espermatozoide de erizo de mar indican 

que la hiperpolarización del potencial de membrana (Vm) regula de forma positiva la 

actividad del sNHE. Por consiguiente, en este trabajo exploramos la actividad del sNHE en 

dos especies de mamíferos: humano y ratón, por medio de la obtención de imágenes 

fluorescentes que permitieron detectar cambios en el pH intracelular (pHi) con el colorante 

SNARF-5F. Nuestras observaciones muestran que, la hiperpolarización del potencial de 

membrana inducida por  

el ionóforo de K+ valinomicina, alcalinizan el pHi del flagelo de los espermatozoides de 

ratones silvestres, pero no el de las células de ratones nulos del sNHE (sNHE-/-). Por otra 

parte, el incremento del pHi se inhibió cuando se utilizó un medio con altas concentraciones 

de K+ (40 mM). Estos resultados apoyan la idea de que el sNHE de los espermatozoides 

de ratón es activado por hiperpolarización del potencial de membrana, de manera similar a 

lo reportado para los espermatozoides de erizo de mar. Además, observamos diferentes 

tipos de cinéticas derivadas de la alcalinización del pHi inducido por valinomicina, 

incluyendo algunas células que no respondieron al incremento de pHi (30% del total). 

Nuestro análisis cuantitativo de las determinaciones de pHi reveló que las células que no 

respondieron al estímulo tenían un pHi de reposo superior a 7.5, lo cual sugiere que la 

actividad del sNHE de ratón depende del pHi de reposo. Por otra parte, la valinomicina no 

indujo un aumento del pHi de los espermatozoides de humano, en las regiones de la cabeza 

y el f lagelo, independientemente de su pHi en el estado de reposo. Nuestros hallazgos 

sugieren que la regulación de la actividad del sNHE es distinta entre las especies de 

mamíferos. 
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ABSTRACT 
 

The sperm-specific Na+/H+ (sNHE) is essential for male fertility in mammals. Nevertheless, 

it is still unknown how mammalian sNHE is regulated. Evidence obtained from sea urchin 

sNHE indicates that hyperpolarization of plasma membrane potential (Vm), which is a 

hallmark of mammalian capacitation, positively regulates the sNHE. Therefore, we explored 

the activity of sNHE in mouse and human sperm by fluorescence imaging of intracellular pH 

(pHi) with a ratiometric dye, SNARF-5F. A valinomycin-induced Vm hyperpolarization 

elevated sperm flagellar pHi from WT mice but not in sNHE-null mice (sNHE-/-). Moreover, 

this pHi increase was inhibited in a high K+ (40 mM) medium. These results support the idea 

that mouse sNHE is activated by Vm hyperpolarization. Interestingly, we observed different 

types of kinetics derived from valinomycin-induced alkalization, including some (30%) 

without any pHi changes. Our quantitative pHi determinations revealed that unresponsive 

cells had a high resting pHi (>7.5), suggesting that the activity of mouse sNHE is regulated 

by the resting pHi. On the other hand, valinomycin did not increase the pHi of human sperm 

in the head or the flagellum, regardless of their resting pHi values. Our findings suggest that 

the regulatory mechanisms of mammalian sNHEs are distinct depending on the species.  
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1. INTRODUCCIÓN  

 

La función principal del espermatozoide es fecundar al ovocito, sin embargo, los 

espermatozoides recién eyaculados son incapaces de cumplir con este propósito. Para que 

los espermatozoides de mamíferos sean capaces de fecundar es necesario que 

experimenten un proceso de maduración denominado capacitación, que ocurre en el tracto 

genital femenino (Austin et al., 1951; Chang 1951). La capacitación involucra una serie de 

cambios bioquímicos, que incluyen: cambios en la permeabilidad del ión K+, la alcalinización 

del pH intracelular (pHi), la fosforilación de proteínas y el incremento del calcio intracelular 

(Visconti et al., 1995; Zeng et al., 1995; Zeng et al., 1996; Muñoz-Garay et al., 2001; 

Breitbart et al., 2003; Chávez et al., 2014). Algunas investigaciones indican que la 

hiperpolarización del Vm es uno de los eventos más importantes que ocurren durante la 

capacitación (Zeng et al., 1995; Arnoult et al., 1999; López-González et al., 2014; Baro et 

al., 2019; Molina et al., 2020). En el caso de los espermatozoides de ratón, se sabe que la 

hiperpolarización del Vm es mediada por el canal de potasio específico del espermatozoide 

SLO3 (Navarro et al., 2007; Santi et al., 2010; Chávez et al., 2013). Este evento es 

fundamental para producir un aumento en la concentración del Ca2+ intracelular mediante 

CatSper (Chávez et al., 2014), un canal de calcio esencial que modula la movilidad de tipo 

hiperactivada en el espermatozoide (Navarro et al., 2007; Santi et al., 2010; Zeng et al., 

2011; Chávez et al., 2014). La caracterización electrofisiológica de CatSper indica que su 

actividad es modulada por la despolarización del Vm y no así por la hiperpolarización del 

Vm (Kirichok et al., 2006). Lo anterior, genera controversia respecto al papel que 

desempeña la hiperpolarización en la consecuente entrada de Ca2+ intracelular. Por otra 

parte, se sabe que CatSper también puede ser fuertemente activado por la alcalinización 

del pHi (Kirichok et al., 2006). En este sentido, resulta importante dilucidar de qué manera 

la hiperpolarización del Vm y la alcalinización del pHi, se correlacionan con la activación de 

CatSper.   

Por lo menos en el espermatozoide de ratón sNHE es considerado un buen 

candidato para la regulación del pHi. De hecho, su ausencia produce infertilidad masculina 

por defectos en la movilidad espermática (Wang et al., 2003; Cavarocchi et al., 2021). El 

intercambiador Na+/H+ específico del espermatozoide es miembro de una gran familia de 

acarreadores de soluto (SLC), codificados por el gen Slc9c1, el cual se expresa en la pieza 

principal del flagelo del espermatozoide (Wang et al., 2003; Windler et al., 2018). 

Comparado con otros miembros de la familia (Slc9a y Slc9b), sNHE (Slc9c) posee dos 
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dominios regulatorios: un dominio sensor a voltaje (VSD, voltage sensor domain, por sus 

siglas en inglés), localizado en el segmento 4 transmembranal y un dominio de unión a 

nucleótidos cíclicos (CNBD, cyclic nucleotide-binding-domain, por sus siglas en inglés) 

localizado en la región carboxilo terminal de la proteína (Wang et al., 2003; Quill et al., 

2006). En otras especies como el espermatozoide de erizo de mar, se ha demostrado que 

sNHE es activado por la hiperpolarización del potencial de membrana. Comprobándose que 

la presencia de algunos residuos de aminoácidos cargados positivamente en el segmento 

transmembranal 4 del VSD resultan esenciales para detectar cambios en el voltaje de la 

membrana.  Adicionalmente, se ha corroborado que la concentración citoplasmática del 

AMPc también activa a sNHE a través del CNBD (Windler et al., 2018). Sin embargo, el 

mecanismo de la activación del sNHE en los mamíferos, permanece desconocido hasta 

ahora, principalmente debido a la dificultad de la expresión heteróloga de sNHE (Nishigaki 

et al., 2014; Windler et al., 2018; Romero & Nishigaki 2019). 

En el espermatozoide de ratón se demostró que la hiperpolarización del Vm evocada 

con el ionóforo de K+ valinomicina, genera un incremento del pHi (Chávez et al., 2014). Una 

hipótesis sugiere que este cambio del pHi podría ser mediado por la actividad del sNHE, de 

manera similar a lo descrito para los espermatozoides de erizo de mar. En contraste, un 

reporte realizado en espermatozoides de humano en suspensión marcados con el mismo 

indicador fluorescente (BCECF) mostró que la hiperpolarización del Vm no produce 

cambios del pHi (Linares-Hernández et al., 1998; Fraire-Zamora & González-Martínez 

2004). Sin embargo, un trabajo reciente en espermatozoides de humano establece que el 

sNHE es esencial para la fertilidad de esta especie (Cavarocchi et al., 2021). Por lo tanto, 

es crucial estudiar a mayor detalle la activación y función del sNHE en los mamíferos. En 

esta investigación empleamos un sistema de imágenes fluorescentes de doble emisión con 

el colorante SNARF-5F, una metodología que recientemente establecimos en nuestro 

laboratorio (Chávez et al., 2020) y que nos permite monitorear cuantitativamente cambios 

del pHi en los espermatozoides de ratón y humano.  
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2. ANTECEDENTES  

 

2.1 Regulación de la movilidad del espermatozoide  
 

La movilidad es una función fundamental del espermatozoide (Darszon et al., 2020), 

importante para determinar el éxito reproductivo entre las distintas especies de mamíferos. 

Durante la maduración espermática, el espermatozoide experimenta una serie de cambios 

bioquímicos y fisiológicos que lo habilitan para fecundar al ovocito, los cuales 

colectivamente reciben el nombre de capacitación. Estos cambios incluyen a la reacción 

acrosomal y a la hiperactivación espermática (Suárez, 2008).  

En términos de movilidad, el f lagelo del espermatozoide es el apéndice encargado de 

generar este movimiento, el cual se caracteriza por presentarse en forma de un latigueo 

coordinado (Gadêlha et al., 2020). El mecanismo del batido flagelar, se produce por el 

deslizamiento de las proteínas dineínas ATPasas, entre los dobletes de microtúbulos 

externos que componen al axonema (9 dobletes de microtúbulos que rodean a un par 

central) (Okagaki & Kamiya, 1986; Yagui et al., 2005; Darszon et al., 2020).   

Usualmente los espermatozoides recuperados del oviducto presentan un batido 

flagelar vigoroso conocido como movilidad hiperactivada, la cual se caracteriza por ser 

asimétrica de gran amplitud y de baja frecuencia (Suárez, 2008). La movilidad hiperactivada 

cumple cuatro grandes funciones para la fecundación 1) mantener la movilidad progresiva 

en un medio viscoso 2) promover el desprendimiento de los espermatozoides de los 

reservorios en el oviducto 3) permitir el nado en contra del flujo uterino (reotaxis) y 4)  

penetrar la zona pelúcida del ovocito (Figura 1) (Nishigaki et al., 2014).  

 Diversas investigaciones establecen que este tipo de movilidad depende de las 

concentraciones de calcio intracelular ([Ca2+]i) (Brokaw 1987; Suárez et al., 2003; Dasrzon 

et al 2011; Nishigaki et al., 2014; Darszon et al., 2020).  Es por este motivo que durante la 

capacitación el espermatozoide experimenta elevaciones del [Ca2+]i, superiores a los 400 

nM (Suárez et al., 2003; Darszon et al., 2020).  

 

 

 

 

 

 



 

14 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 El canal CatSper y la movilidad del espermatozoide 
 

Una de las principales entidades moleculares que regula el movimiento del batido flagelar 

es el canal de Ca2+ específico del espermatozoide, CatSper (por sus siglas en inglés) (Quill 

et al., 2001; Ren et al., 2001), el cual se ha descrito como un canal complejo 

estructuralmente. El canal CatSper está conformado por cuatro subunidades proteicas que 

conforman al poro (CatSper 1-4) y otras 6 proteínas asociadas (CatSperβ, CatSperγ, 

CatSperδ, CatSperε, CatSperζ y EFCAB9) (Qi et al., 2006; Wang et al., 2021; Clapham & 

Raymond, 2021). Resultados recientes de crio-microscopía electrónica sugieren la 

presencia de nuevos componentes del canal iónico en ratón: el transportador de aniones, 

SLCO6C1 y la proteína transmembranal TMEM249; por lo cual se ha denominado 

“CatSpermasoma” (Linn et al., 2021). La activación de CatSper responde a la alcalinización 

del pH intracelular (pHi) y probablemente a otros factores presentes en el tracto 

reproductivo femenino. Por otra parte, se ha descrito que CatSper es un canal dependiente 

Figura 1. Funciones de la movilidad hiperactivada en la fecundación. A) en medio experimental 

normal (baja viscosidad), los espermatozoides recién eyaculados (movilidad activada) presentan un 
movimiento flagelar simétrico, de alta frecuencia y de poca amplitud. En contraste con la movilidad 

hiperactivada en la cual se observa un batido flagelar asimétrico, de baja frecuencia, pero de gran 

amplitud. b) Funciones de la hiperactivación. i) dirección y fuerza impulsora generada en un medio 

viscoso, ii) desprendimiento de los reservorios en el oviducto, iii) nado en contra del flujo del fluido 
(reotaxis) iv) penetración a través de las células de cumulus del ovocito. Modificada de Nishigaki et al., 

2014. 
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del voltaje, que responde a la despolarización del potencial de membrana. Sin embargo, 

esta vía de activación es descrita como débil (Kirichok et al., 2006; Clapham & Raymond, 

2021).  

En el 2001, dos grupos independientes describieron que CatSper es un canal 

esencial para la regulación de la hiperactivación espermática (Quill et al., 2001; Ren et al., 

2001; Darszon et al., 2020), de hecho, su ausencia causa infertilidad, por defectos en la 

movilidad de los espermatozoides (Ren et al., 2001). A pesar de la importancia que 

desempeña CatSper en la fisiología del espermatozoide, aun no se ha podido completar la 

caracterización de su funcionamiento, debido principalmente a la dificultad de su expresión 

heteróloga (Darszon et al., 2020). Por consiguiente, muchos trabajos se han enfocado a 

dilucidar las vías de regulación que podrían estar implicadas en el incremento del calcio 

intracelular del espermatozoide.  

En el 2014, Chávez y colaboradores describieron que la hiperpolarización del Vm 

de los espermatozoides no capacitados es crucial para producir el incremento en las 

concentraciones del calcio intracelular. De hecho, la hiperpolarización de Vm se considera 

vital para los espermatozoides de esta especie (Zeng et al., 1995; Hernández-González et 

al., 2006; De La Vega-Beltran et al., 2012; Baro et al., 2019), debido a que los 

espermatozoides que no hiperpolarizan su Vm no presentan la reacción acrosomal 

(Schreiber et al., 1998; Santi et al., 2010; Yang et al., 2011; Chávez et al., 2014; Baro et al., 

2019). El mecanismo que produce la hiperpolarización del Vm involucra la apertura de 

canales de potasio específicos del espermatozoide, SLO3 (Santi et al., 2010; Yang et al., 

2011; Chávez et al., 2014; Baro et al., 2019), los cuales se activan por despolarización del 

potencial de membrana y por la alcalinización del pHi (Schreiber et al., 1998; Chávez et al., 

2014).   

A pesar de la interconexión que existe entre el fenómeno de hiperpolarización del 

potencial de membrana y el incremento en las concentraciones de calcio intracelular, aún 

no se tiene claro el mecanismo que vincula la función de los canales SLO3 y CatSper.  Sin 

embargo, se ha propuesto la participación del intercambiador Na+/H+ específico del 

espermatozoide (sNHE), como un intermediario que podría asociar la función de ambos 

canales iónicos (Chávez et al., 2014). Recientemente se describió que el sNHE de erizo de 

mar responde a la hiperpolarización del potencial membrana, condición que repercute en la 

alcalinización del pHi de los espermatozoides de esta especie (Windler et al., 2018). 

Interesantemente este aumento del pHi podría ser importante para favorecer la vía de 

activación de CatSper.   
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2.3 El intercambiador Na+/H+ específico del espermatozoide (sNHE) como 

modulador de la actividad de CatSper 
 

Se ha propuesto que el pHi cumple un rol importante en la movilidad de los espermatozoides 

de vertebrados e invertebrados. En particular los intercambiadores Na+/H+ (NHE´s, por sus 

siglas en inglés) regulan el pHi de los espermatozoides de diversas especies (Schackmann 

et al., 1986; García et al., 1999; Woo et al., 2002; Wang et al., 2007). Generalmente, los 

NHE´s son proteínas integrales de membrana que catalizan el intercambio Na+/H+ a través 

de las bicapas lipídicas (Chen et al., 2016). La familia de los NHE´s está codificada por los 

genes SLC9 que componen diferentes isoformas agrupadas en 3 diferentes subfamilias: 

(SLC9A, SLC9B y SLC9C), muchas de las cuales se distribuyen de manera ubicua en 

diversos organismos (Fuster et al., 2013; Yeste et al., 2021). En el espermatozoide se 

expresan varias isoformas de NHEs; NHE1, NHE5 y NHE8 (SLC9A1, 5, 8) y las isoformas 

NHA1, NHA2 (SLC9AB1-2) y sNHE (SLC9C1), que han sido identif icadas en la pieza 

principal del flagelo (Wang et al., 2013; Fuster et al., 2013; Chen et al., 2016; Oberheide et 

al., 2017; Yeste et al., 2021).   

El sNHE es una proteína de paso múltiple, con 14 segmentos transmembranales 

predichos (Figura 2). Los primeros 10 segmentos transmembranales del sNHE están 

bastante conservados con respecto a los intercambiadores Na+/H+ de procariotas y 

eucariotas (Brett et al., 2005; Quill et al., 2006). Estos segmentos, median la entrada de Na+ 

por la salida de H+. A diferencia de otros NHE´s, el sNHE, tiene 4 segmentos 

transmembranales extra (segmentos 11-14), que componen al dominio sensor a voltaje 

(VSD, por sus siglas en inglés). Dichos segmentos comúnmente han sido descritos en los 

canales iónicos dependientes de voltaje, como CatSper. Como una característica 

importante del VSD, el cuarto segmento transmembranal (S4, que corresponde al S14 del 

sNHE de ratón) conserva de 3-7 aminoácidos con carga positiva (R o K) por cada tres 

aminoácidos hidrofóbicos que conforman la alfa hélice que cruza la membrana plasmática. 

En la región carboxilo terminal (región citoplasmática del sNHE), está presente un dominio 

no conservado de aproximadamente 700 residuos de aminoácidos de longitud que contiene 

un dominio de unión a nucleótidos cíclicos (CNBD, por sus siglas en inglés) (Quill et al., 
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2006). El sNHE se localiza en la pieza principal del espermatozoide, de manera similar a 

CatSper (Wang et al., 2003). 

 

En 1984, Lee reportó que el espermatozoide de erizo de mar posee un NHE atípico activado 

por cambios de potencial de membrana. De hecho, muy recientemente Windler y 

colaboradores demostraron que el sNHE de erizo de mar expresado en células CHO 

responde al estímulo de hiperpolarización del Vm. Interesantemente, la función del VSD del 

sNHE de esta especie depende de la composición de los aminoácidos que conforman al 

segmento 4, debido a que la sustitución del aminoácido arginina (R) por glutamina (Q) 

resulta en un corrimiento del voltaje medio (V½) de activación de la corriente de compuerta 

hacia voltajes de membrana más negativos (de −94.7 ± 2.9 a -117.9 ± 7.1mV). Por otra 

parte, el V½ de activación de la corriente de compuerta se hace más positivo (-74.4 ± 6.4 

mV), en presencia de 1 mM de AMPc, comparado con el V½ de activación en ausencia de 

AMPc (−94.7 ± 2.9) (Windler et al., 2018). Esto indica que el CNBD del sNHE, desempeña 

un rol importante en la activación del intercambiador Na+/H+ específico del espermatozoide.   

En los mamíferos la expresión heteróloga del sNHE no ha sido del todo exitosa, por 

lo que no se ha realizado la caracterización biofísica fina como el caso del sNHE del erizo 

de mar. Sin embargo, el genotipo nulo en ratón presume que el sNHE es fundamental para 

Figura 2. Modelo del intercambiador Na+/H+ específico del espermatozoide (sNHE). Se observa la región 

amino terminal con 10 hélices transmembranales sombreadas en gris, homólogas a la que presentan la 
mayoría de los NHEs. La hipotética asociación de loops entre las hélices 2 y 3, 6 y 7 y 8; está basada en las 

secuencias de los intercambiadores NHE1 y NHE3. Las 4 hélices transmembranales con aparente homología al 

dominio putativo sensor a voltaje (VSD) presente en canales iónicos regulados por voltaje. Los signos + en el 

segmento 4 representan las cargas positivas en la hélice dependiente de voltaje. En la región carboxilo 
terminal existe un motivo putativo de unión a nucleótidos cíclicos (CNBD). Los números subrayados indican la 

posición de aminoácidos de acuerdo con la secuencia primaria del sNHE de ratón. Modificado de Quill et al., 

2006.  
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la fertilidad de esta especie, ya que los espermatozoides que carecen de dicho 

intercambiador presentan defectos en la movilidad y en los niveles de AMPc (Wang et al., 

2003, Wang et al., 2007). El incremento del pHi con cloruro de amonio (NH4Cl) 

particularmente recupera la movilidad de los espermatozoides sNHE-/-. Interesantemente, 

la adición de análogos permeables de AMPc puede recuperar eficientemente la movilidad 

de los espermatozoides afectados por la ausencia del sNHE (Wang et al., 2003).  

La adenilato ciclasa soluble (sAC por sus siglas en ingles), es una enzima que 

sintetiza AMPc, importante en el proceso de capacitación del espermatozoide.  En 2007, se 

demostró claramente que la expresión del sNHE es fundamental para que la sAC se 

exprese; debido a que los espermatozoides sNHE-/- expresan solamente una isoforma 

trunca de la sAC (Wang et al., 2007).  

Por otro lado, en espermatozoide de erizo de mar se demostró tanto mediante 

experimentos de quimiotaxis como con registros electrofisiológicos usando la técnica de 

fijación de voltaje en microáreas de membrana patch clamp, que la activación de CatSper 

es regulada por la alcalinización del pHi (Seifert et al., 2014; Loyo-Celis et al. 2021). En este 

sentido, recientemente se comprobó que el sNHE contribuye fuertemente al incremento del 

pHi durante el proceso de quimiotaxis del espermatozoide de esta especie por medio de un 

análisis de expresión de sNHE en células CHO (Windler et al., 2018). Esta evidencia sugiere 

que en el espermatozoide de erizo de mar hay un acoplamiento funcional entre CatSper y 

el sNHE.    

  El acoplamiento funcional entre el sNHE y la sAC en mamíferos y entre el sNHE y 

CatSper en erizo de mar sugieren una relación estrecha entre las tres proteínas del 

espermatozoide. Por otro lado, a pesar de que CatSper es esencial en la fisiología de los 

espermatozoides de mamíferos, existen varios grupos de animales que no conservan 

CatSper en su genoma (Cai & Clapham, 2008). Romero y Nishigaki realizaron un análisis 

de genética comparativa para describir la correlación entre la pérdida y la conservación de 

las tres proteínas, a partir del cual describieron un patrón de co-evolución entre ellas en 

Metazoarios (Figura 3A) (Darszon et al., 2020; Romero and Nishigaki 2019). El mismo 

análisis sugiere que el sNHE (con el sensor de voltaje) se encuentra solamente en 

Metazoarios, aunque CatSper y la sAC están en otros organismos fuera de los Metazoarios. 

El patrón de co-evolución del sNHE, la sAC y CatSper sugiere que son proteínas 

prototípicas que regulan el batido flagelar de los espermatozoides de metazoarios (Figura 

3B).   
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Figura 3. Relación funcional entre CatSper, el sNHE y la sACs en la hiperactivación espermática. (A) 

distribución de los genes que codifican para CatSper, el sNHE y la sAC entre diferentes grupos 
taxonómicos de Metazoarios. (B) Modelo propuesto que involucra a los elementos de regulación de 

CatSper en metazoos. En donde la sACs produce AMPc, lo cual activa a la PKA y al sNHE. El 

intercambiador específico del espermatozoide genera la alcalinización del pHi del espermatozoide 

que en conjunto con la actividad de la PKA, promueve la actividad de CatSper para el incremento de 

la [Ca2+]i, resultando en la hiperactivación del espermatozoide. Modificada de Darszon et al., 2020.  
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Hasta ahora, las investigaciones indican que la actividad de CatSper es regulada por  el 

potencial de membrana y por alcalinización del pHi, siendo este último el que adquiere 

mayor relevancia sobre su modulación (Kirichock., 2006). Sin embargo, la activación 

polimodal de CatSper implica otras vías de señalización que dependen de la fosforilación 

de proteínas por PKA (Visconti et al., 1995; Orta et al., 2018). Por tal motivo es probable 

que la presencia de sNHE en el ratón implique dos roles importantes en la activación de 

CatSper: 1) que depende de la alcalinización del pHi y 2) la que depende del metabolismo 

del AMPc (Figura 3B).  

 

2.4 La regulación del pHi en los espermatozoides de ratón y humano 

 

La regulación de la concentración interna de H+ es fundamental para el control de muchas 

reacciones bioquímicas y funciones del espermatozoide. Por lo tanto, el equilibrio del pHi y 

pH extracelular (pHe), requiere de mecanismos dinámicos en términos de producción, 

eliminación, transporte y amortiguación de la concentración de H+ (Nishigaki et al., 2014). 

En el espermatozoide este proceso es sumamente complejo e involucra gradientes de pH 

que transcurren desde que el espermatozoide se almacena en el testículo y hasta que 

culmina su paso por el tracto reproductor femenino (Mishra et al., 2018). En principio, los 

espermatozoides que entran en contacto con el f luido seminal incrementan su pHi, 

condición que favorece el inicio del batido flagelar (Chávez et al., 2019). Posteriormente 

durante su tránsito por el tracto reproductivo femenino los espermatozoides se exponen a 

un ambiente alcalino y al HCO3- (Nishigaki et al., 2014). Por consiguiente, los 

transportadores de HCO3- y H+ son considerados clave en el proceso de capacitación e 

hiperactivación del espermatozoide (Chávez et al., 2014).  Varios de estos transportadores 

han sido descritos en los espermatozoides de mamíferos incluyendo a los intercambiadores 

Na+/H+ (Garcia y Meizel, 1999; Wang et al., 2003; Chávez et al., 2014), los 

cotransportadores Na+/HCO3- (Zeng et al., 1996), que utilizan el gradiente de Na+ para 

producir la alcalinización del pHi (Demarco et al., 2003) y el intercambiador Cl-/HCO3- 

(Chávez et al., 2012).   

Por otra parte, se han descrito otros mecanismos para la salida de H+ que influyen 

notablemente en el control del pHi, entre los cuales podemos mencionar al canal de 

protones dependiente de voltaje Hv1 (HVCN1), por sus siglas en inglés y al sNHE, quienes 

aparentemente desempeñan funciones distintas en la regulación del pHi entre las especies 

de mamíferos (Figura 4).  
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En el espermatozoide de humano se ha establecido que la regulación del pHi se rige 

principalmente a través del canal Hv1, debido a que los espermatozoides de humano 

presentan corrientes importantes de H+ (Lishko et al., 2010).  De hecho, la actividad de Hv1 

se incrementa durante el proceso de capacitación, principalmente a nivel de la pieza 

principal del flagelo del espermatozoide (Matamoros y Treviño, 2019). Curiosamente, en los 

espermatozoides de ratón, no se observan corrientes de H+ (Lishko et al., 2010).   

A pesar de que la evidencia sugiere que el sNHE de humano no funge un rol 

importante en la regulación del pHi, recientemente los resultados de un análisis de 

pacientes infértiles mostraron que las mutaciones en el gen SLC9C1 de humano repercuten 

en la disminución de la movilidad de los espermatozoides de esta especie (Cavarochi et al., 

2019). Este nuevo reporte sugiere que la función del sNHE en el espermatozoide de 

humano es indispensable para regular los procesos de movilidad importantes como el 

fenómeno de hiperactivación espermática.  

 

 

 

Figura 4. Modelo de la vía de regulación de CatSper en ratón y humano.  En el espermatozoide de ratón se 

observa la participación de sNHE como entidad que produce el fenómeno de alcalinización del pHi, importante 

para la activación de CatSper. Por otra parte, se observa que en caso del espermatozoide de humano la 

alcalinización del pHi involucra la participación del canal Hv1, la cual activa positivamente la función de CatSper.  
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3. HIPOTESIS 
 

La determinación del pHi absoluto regulado por cambios del potencial de membrana en los 

espermatozoides de ratón y humano podrá permitir describir el mecanismo de activación 

del sNHE para ambas especies.  

 

4. OBJETIVO GENERAL 
 

Investigar el efecto de la hiperpolarización del potencial de membrana sobre la regulación 

de la actividad del sNHE de ratón y humano evaluando el pH intracelular.  

 

4.1 Objetivos particulares 
 

1. Determinar si los espermatozoides de ratón (silvestres y nulos del sNHE) incrementan su 

pHi ante el estímulo de hiperpolarización del potencial de membrana.  

 

2. Analizar si los espermatozoides de humano incrementan su pHi ante el estímulo de 

hiperpolarización del potencial de membrana.  

 

3. Establecer si la alcalinización del pHi ocurre de manera diferencial en la cabeza y en el 

f lagelo (pieza media) de los espermatozoides de ratón y humano. 

 

4. Clasificar los diferentes tipos de alcalinización del pHi de acuerdo a sus características 

cinéticas.   

 

5. Examinar si la regulación del pHi a través de la actividad del sNHE depende del valor de 

pHi absoluto en los espermatozoides de ambas especies. 

 

6.  Analizar las secuencias de aminoácidos que componen al segmento 4 del VSD del 

sNHE, para describir particularidades asociadas a la dependencia de voltaje.   
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Reactivos 
 

Los reactivos químicos se obtuvieron de las siguientes fuentes. El colorante SNARF-5F AM 

(ácido 5-(y-6)-carboxílico, éster acetoximetílico), DiSC-3(5) (yoduro de 3,3'-

Dipropiltiadicarbocianina y el ácido pluronico F-127 fueron suministrados por ThermoFisher. 

La albumina de suero bovino (BSA) fue suministrada por US Biological.  El desacoplador de 

potencial de membrana CCCP (Cianocarbonil-m-cloro-fenilhidrazona), la valinomicina, la 

monensina A, el dimetil sulfóxido (DMSO), la concanavalina A y todos los demás reactivos 

fueron provistos por Sigma-Aldrich. El cloruro de amonio fue suministrado por Merck.   

 

5.2 Genotipificación de ratones nulos de sNHE 
 

Todos los procedimientos con ratones fueron aprobados por el comité de bioética del 

Instituto de Biotecnología de la UNAM. Los ratones (C57BL/6J) de tipo silvestre (sNHE +/+) 

y nulos del sNHE (sNHE -/-) generados por el grupo del Dr. Garbers (Wang et al., 2003), 

fueron suministrados por el Laboratorio de Jackson (ME, EU). Los genotipos se 

determinaron según el protocolo de PCR propuesto por el laboratorio de Jackson con 

algunas modificaciones. Los cebadores utilizados en la determinación del genotipo por PCR 

fueron sintetizados en la Unidad de Síntesis del IBt de la UNAM. El cebador sentido fue 5′-

GAA GGG CTC AGG GAT GTG TA-3′ para ambos genotipos (silvestre y mutante) y como 

cebadores anti-sentido se usaron 5′-GGC AAC ATT AAA GAT AAT CAC TGG-3′ (para 

silvestre) y 5′-GCC AGA GGC CAC TTG TGT AG-3′ (para mutante). Para amplif icar los 

fragmentos de ADN (298 pb para el genotipo silvestre y 353 pb para el genotipo mutante) 

se utilizó la enzima Taq ADN polimerasa (Amplificasa) (BioTecMol, México).  

 

5.3 Muestra biológica  

5.3.1 Espermatozoides de ratón 
 

Los espermatozoides se obtuvieron por disección de las caudas de epidídimos de ratones 

sNHE +/+ y ratones sNHE -/- de 3 a 4 meses de edad. Una vez aislados los epidídimos, se 

realizaron pequeños cortes en el tejido para realizar la técnica de nado de espermatozoides 

hacia afuera (swim out). Los epidídimos se colocaron en tubos cónicos con 1 ml de medio 
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Toyoda Yokoyama Hoshi (TYH) no capacitante compuesto por: NaCl 119 mM, KCl 4.7 mM, 

KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, glucosa 5.56 mM, CaCl2 1.71 mM, piruvato de sodio 0.51 

mM, Hepes 20 mM. El medio capacitante fue enriquecido con 15 mM de HC03- y 5 mg/ml 

de BSA. Ambos medios fueron ajustados a un pH de 7.4 con NaOH. Los espermatozoides 

capacitados y no capacitados se incubaron durante 10 minutos a 37°C. Finalizando el 

periodo de incubación se seleccionó la fracción superior del tubo (500 µl). Los 

espermatozoides capacitados continuaron por 30 minutos más el periodo de incubación a 

37°C, para cumplir con el tiempo de capacitación (40 minutos). Una vez finalizado el tiempo 

de incubación para cada condición (capacitante y no capacitante), se contabilizó el número 

de espermatozoides con una cámara de Makler (Irvine Scientif ic, USA), ajustando la 

concentración a 10 x 106 células/ml.  

Para los tratamientos experimentales se utilizaron dos medios con diferente concentración 

de KCl: medio TYH con 4.7 mM de KCl (nombrado K4.7) y medio TYH con 40 mM de KCl 

(nombrado K40). El medio K40 requirió un ajuste al contenido de 40 mM de KCl por la 

reducción equivalente de la concentración de NaCl, el pH se ajustó a 7.4 con NaOH.  

 

5.3.2 Espermatozoides de humano 
 

Los espermatozoides se obtuvieron del eyaculado de donadores sanos (quienes firmaron 

previamente un formato de consentimiento), siguiendo los criterios establecidos por la 

Organización Mundial de la Salud (WHO, 2022), para el uso de muestras espermáticas. El 

protocolo para obtención de las muestras fue aprobado por el comité de bioética del IBt-

UNAM. El semen se incubó durante 30 minutos a 37°C, en atmósfera de 5% de CO2 y 100% 

de humedad relativa para permitir su licuefacción. Una vez finalizado este periodo se 

seleccionó la fracción superior del tubo (300 µl) mediante la técnica de nado hacia arriba 

(swim up) por un periodo de 1 hora a 37°C, en el medio Human Tubal Fluid (HTF), 

compuesto por (en mM): NaCl 90.7, KCl 5, KH2PO4 0.31, MgSO4 1.2, glucosa 2.78, CaCl2 

1.6, piruvato de sodio 3.38, lactato de sodio 60, Hepes 23.8, con un pH de 7.4 ajustado con 

NaOH.  

 

 

 

 



 

25 
 

5.4 Imágenes de pH intracelular  
 

Los espermatozoides móviles de humano y ratón (10 × 106 células/ml) se incubaron con el 

colorante de doble emisión (ʎemi= 575/640 nm) sensible a pH SNARF 5F-AM (nombrado 

SNARF 5F), a una concentración de 20 µM, adicionado con plurónico F-127 al 0.05% en 

medio HTF o TYH, según sea el caso, por 40 minutos a una temperatura de 37°C en 

oscuridad. Los espermatozoides recuperados fueron pegados a cubreobjetos tratados con 

Concanavalina (1 mg/ml) por dos minutos, para propiciar el pegado de la cabeza y el f lagelo 

del espermatozoide. Los espermatozoides que no se unieron al cubreobjetos se retiraron 

lavando con 200 µl de medio HTF o TYH según fuera el caso.  

Los cambios de pHi fueron evaluados empleando 1 μM del ionóforo de K+ valinomicina para 

inducir la hiperpolarización del potencial de membrana. Adicionalmente empleamos 

monensina A, un ionóforo que permite el intercambio Na+/H+, con la finalidad de probar que 

este mecanismo permanece funcional en las células espermáticas analizadas. Durante los 

ensayos empleamos 20 μM cloruro de amonio (NH4Cl) para inducir la alcalinización del pHi 

de manera independiente al control positivo por el gradiente de Na+. Todos los compuestos 

fueron añadidos gentilmente por goteo con una micropipeta. En todas las figuras definimos 

el tiempo de adición de valinomicina o monensina como tiempo 0 (0 segundos).  

Las imágenes de célula única se adquirieron usando un microscopio de epifluorescencia 

Olympus IX71 acoplado a un LED como fuente de iluminación, equipado con un objetivo de 

inmersión PlanApo N60x/1.42 (Chávez et al., 2020). Los espermatozoides cargados con el 

colorante SNARF-5F fueron excitados con un LED verde (530 nm) con un filtro ET 530/30X, 

acoplado a un controlador de LED (optoLED, Cairn Research, Kent, UK). Para adquirir la 

doble emisión fluorescente del colorante SNARF-5F (575/640 nm) usamos un divisor de 

imagen OptoSplit II (Cairn Research), que nos permitió obtener las dos longitudes de onda 

con un filtro de banda ancha ET 575/50 M para colectar la emisión del canal de 575 nm 

(referido como canal 1) y otro filtro de banda ancha 640/20 M para colectar la emisión del 

canal de 640 nm (nombrado canal 2), combinando con un espejo dicroico DC 620Ip 

(Chroma Technology, USA).  

Las células fueron excitadas con pulsos de iluminación durante 10 ms (milisegundos) y las  

imágenes fueron capturadas cada 50 ms (2 fps) por al menos 10 minutos. La secuencia de 

imágenes fluorescentes se obtuvo con el software Andor iQ versión 2.9.1 (Oxford 

Instruments, Bristol, UK), y las imágenes digitales se almacenaron en formato TIFF. 
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5.5 Análisis de imágenes  
 

Las imágenes fueron procesadas y analizadas con el software Fiji de ImageJ (versión 1.53c, 

NIH, USA). Las regiones de interés fueron dibujadas de forma manual para cada región del 

espermatozoide cabeza y flagelo (pieza media), seleccionando la misma área para los 

canales 1 y 2. Adicionalmente se creó una región de interés para el fondo de la imagen. Los 

valores de fluorescencia de las células y del fondo fueron exportados a Microsoft Excel 

(Microsoft, USA), en donde, la intensidad de fluorescencia media se obtuvo por la 

substracción del valor del fondo de la imagen.  Para transformar los datos de fluorescencia 

a valores de pHi absolutos, usamos las siguientes ecuaciones de pHi:  pH= (RF640/F575 + 

7.52) /1.32 para los espermatozoides de ratón y (RF640/F575 + 6.96) /1.22 para los 

espermatozoides de humano.  

En donde, RF640/RF575, representan la división de los valores de fluorescencia del canal 

2 sobre el valor de la fluorescencia del canal 1 (RF640/F575) . Estas ecuaciones se 

obtuvieron por la calibración del colorante para ambas especies, con un medio compuesto 

por 10 μM de nigericina (ionóforo del intercambio K+/H+) y alto en K+ (120 mM) a distintos 

valores de pH (Chávez et al., 2019). Los valores de RF640/F575 tienen una correlación 

lineal con distintos valores de pH que van de 6.0 a 8.0 (R2 = 0.98 para ratón y R2 = 0.99 

para humano).  

Estas ecuaciones fueron previamente descritas por Chávez y colaboradores (2020), a 

través de la calibración del colorante SNARF-5F en espermatozoides de humano y ratón. 

El protocolo de Chávez y colaboradores se basó en el uso de un ionóforo del intercambio 

K+/H+ (nigericina) a una concentración de 10 μM y un medio alto en K+ (120 mM) a distintos 

valores del pH. Considerando que el desarrollo de este proyecto de investigación se realizó 

con el mismo equipo de microscopia y la misma configuración utilizada por Chávez y 

colaboradores (2020), (excitación LED, filtros de emisión, espejo dicroico, objetivos y 

microscopio), en este trabajo aplicamos las ecuaciones descritas para la obtención de los 

valores absolutos de pHi. 
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5.6 Valores del pHi basal y el pHi pico  
 

El pHi basal de cada región, se determinó como un promedio de los valores de pH durante 

30 segundos (60 puntos) antes de la adición de valinomicina o monensima A (de -35 s a -5 

segundos en cada experimento). El valor máximo (pico del pHi) fue determinado 

considerando 3 casos: (1) un promedio de los valores de pHi por al menos 10 s (± 5 s) 

alrededor del valor máximo (pico aparente) después de la adición de valinomicina y antes 

de los 240 segundos. (2) un promedio de los valores del pH que va de los 205 a 235 

segundos después de la adición de valinomicina o monensina A (justo antes de la adición 

de NH4Cl), cuando el pHi aumento gradualmente sin mostrar un pico aparente, antes de los 

240 segundos (pico convencional) y (3) un promedio de los valores de pH de los 205 a los 

235 segundos después de la adición de valinomicina o monensina A (justo antes de la 

adición de NH4Cl) cuando el pHi no excedió el valor de pHi basal (pico opuesto). En muchos 

casos los valores de los picos del pHi del caso 3 (pico opuesto) exhibieron valores más 

bajos que sus valores de pHi basal.   

La cuantif icación del incremento del pHi inducido por valinomicina ΔpHi, fue calculado por 

sustracción del pHi basal del valor del pico del pHi  (pHi(pico) – pHi (basal)). Considerando 

como un ΔpHi positivo (la inducción del incremento de pHi por valinomicina), cuando el valor 

del ΔpHi fue más grande que una desviación estándar (ruido) del pHi basal. Por otra parte, 

consideramos a las células como no responsivas al tratamiento de valinomicina cuando su 

ΔpHi no fue superior al valor de 0 y cuando no mostraron un ΔpHi positivo (valores de ΔpHi 

negativos). 

 

5.7 Clasificación del incremento de pHi inducido por valinomicina 
 

Definimos 3 categorías de respuesta positiva al tratamiento de valinomicina (ΔpHi positivo), 

a partir de los siguientes criterios: Grupo 1, aquellos valores de pHi que a los 60 segundos 

(después de la adición de valinomicina) fueron superiores a la mitad del valor máximo (1/2 

máximo ΔpHi + pHi basal) y Grupo 2, aquellos valores que fueron inferiores que la mitad 

del valor máximo. El Grupo 1 se dividió en dos subgrupos: Grupo 1A, células que tuvieron 

valores de pHi superiores a la mitad del valor máximo de pHi (240 segundos después de la 

adición de valinomicina, justo antes de la adición de NH4Cl) y Grupo 1B aquellos valores de 

pHi que fueron inferiores a la mitad del valor máximo de pHi.  
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A pesar de la variedad de las respuestas celulares, cada grupo fue catalogado con base en 

las siguientes características: Grupo 1A “sostenido”, Grupo 1B “transitorio” y Grupo 2 

“gradual”. En todos los casos corroboramos la normalidad de los datos aplicando la prueba 

estadística de Shapiro-Wilk. El análisis de las diferencias estadísticas se corroboró con las 

pruebas estadísticas de Kruskal-Wallis y Wilcoxon (estadística no paramétrica). Algunas 

pruebas estadísticas fueron seguidas de un análisis post hoc con la prueba de Dunn (los 

detalles son descritos en cada pie de figura). Los valores de P <0.05 son considerados 

como estadísticamente significativos. El análisis estadístico se realizó con el software de R 

Studio (https://www.R-project.org/), adicionalmente utilizamos la biblioteca de ggplot2 

(Wickham, 2009) para graficar los datos. La versión final de las figuras se preparó usando 

el software de Inkscape 0.92 (Inkscape.org 2007).   

 

5.8 Análisis de la movilidad de los espermatozoides de ratón   
 

Se evaluó el rescate de la movilidad de los espermatozoides de ratones sNHE +/+, bajo la 

presencia de valinomicina. Para ello incubamos a los espermatozoides en un medio TYH 

control y un medio TYH suplementado con 100 mM de acetato de sodio (AcNa). Este último 

se empleó para disminuir la movilidad de los espermatozoides. Posteriormente se evaluó el 

porcentaje de espermatozoides móviles e hiperactivados por medio del sistema CASA 

(Análisis del Semen Asistido por Computadora). Para determinar si la hiperpolarización del 

Vm favorecía la recuperación de la movilidad se adiciono 1 µM de valinomicina (ionóforo de 

K+). Como controles positivos de la alcalinización del pHi se incluyó la adición de 1 µM de 

monensina y 10 mM NH4Cl.  

 

5.9 Evaluación del potencial de membrana (Vm) de los espermatozoides  
 

Los espermatozoides móviles de humano y ratón (6-7x106 células/ml) se incubaron con el 

colorante DiSC-3 (5) (yoduro de 3,3'-Dipropiltiadicarbocianina) (λex 620 nm; λem 670 nm) 

a una concentración de 1 µM durante 10 minutos. Para desacoplar el potencial de 

membrana mitocondrial se utilizó cianocarbonil-m-cloro-fenilhidrazona (CCCP) a una 

concentración de 500nM. La calibración se realizó utilizando 1 µM del ionóforo de K+ 

valinomicina, seguido de adiciones subsecuentes de diferentes concentraciones de KCl 

(1.3, 2.5, 5, 10 mM). Los cambios del potencial de membrana fueron monitoreados a través 

del espectrofluorometró Ocean Optics USB4000, operado por el sistema Spectra Suite 

https://www.r-project.org/
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(Ocean Optics, Inc., USA). En cada evaluación se mantuvo control de temperatura (37°C) 

y agitación constante de cada cubeta evaluada.  

El potencial de membrana de los espermatozoides se obtuvo a través de interpolar los 

valores de potencial teóricos contra las unidades arbitrarias de fluorescencia de los trazos 

obtenidos. El potencial de equilibrio para el ión K+ (Ek) fue calculado con la ecuación de 

Nernst asumiendo que la concentración de [K+]i corresponde a 120 mM.  

 

5.10 Análisis bioinformático  
 

Para determinar la variabilidad de las secuencias del dominio sensor a voltaje (DSV) del 

sNHE, buscamos y comparamos las secuencias proteicas de 73 especies de mamíferos 

incluyendo al Homo sapiens (humano), Mus musculus (ratón) y Strongylocentratus 

purpuratus (erizo de mar), disponibles en el National Center for Biotechnology Information 

(NCBI, USA). El alineamiento múltiple se ejecutó con el programa en línea ClustalW (EMBL. 

UK), siguiendo los parámetros predeterminados.  
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6. RESULTADOS 
 

6.1 La hiperpolarización del Vm alcaliniza el pHi del flagelo de los 

espermatozoides de ratón mediante la actividad de sNHE 

 

Por lo menos en el espermatozoide de ratón hay un reporte que demuestra que la 

valinomicina produce un aumento del pHi (Chávez et al., 2014). Una propuesta es que este 

evento es mediado por la actividad del sNHE, como previamente se describió para el 

espermatozoide de erizo de mar (Lee et al., 1984; Windler et al., 2018). Con la finalidad de 

corroborar esta hipótesis, analizamos espermatozoides de ratones sNHE +/+ y ratones sNHE 

-/- usando un sistema de imágenes de doble emisión, para lo cual utilizamos el colorante de 

razón sensible a pH SNARF 5F. En contraste con los colorantes de pH de una sola longitud 

de emisión, este sistema disminuye las distorsiones en la fluorescencia de emisión, 

ocasionada por artefactos de ruido, lo cual provee una ventaja significativa sobre la 

determinación del valor de pHi absoluto del espermatozoide (Chávez et al., 2020).  Por otra 

parte, llevamos a cabo un análisis subcelular del espermatozoide, en donde describimos 

las diferencias del incremento del pHi entre la región del flagelo (pieza media) y la cabeza. 

Esto con la finalidad de describir espacialmente probables diferencias sobre los cambios 

del pHi. En la Figura 5 se muestran imágenes representativas de espermatozoides de ratón 

en las cuales se observan ligeros cambios sobre la intensidad de fluorescencia. Sin 

embargo, al realizar el análisis cuantitativo para determinar el valor de pHi absoluto 

observamos que el ionóforo de K+ valinomicina, induce la alcalinización del pHi del flagelo 

de los espermatozoides de ratones silvestres y no así de la cabeza (Figuras 6A y 6B). La 

comparación entre las medias del ΔpHi de los espermatozoides sNHE +/+ y sNHE -/-, mostró 

que solo los flagelos de los espermatozoides de ratones silvestres alcalinizaron 

significativamente su pHi después de la adición de valinomicina. En contraste con los 

espermatozoides de ratones nulos del sNHE (Figuras 6B y 6C) que no alcalinizaron su pHi. 

Lo anterior, apoya la hipótesis de que la hiperpolarización del Vm activa al sNHE y eleva el 

pHi del espermatozoide.  

Para probar nuestra hipótesis, despolarizamos a los espermatozoides diluyéndolos en 

en medio TYH con alta concentración de K+ (KCl 40 mM). En este medio el potencial de 

equilibrio del ión K+ debería estar en –35 mV, por lo tanto, valinomicina no debería inducir 

la hiperpolarización del Em. En estas condiciones, no observamos un aumento significativo 

del pHi en el f lagelo de los espermatozoides silvestres (Figuras 6B y 6C). Este resultado 



 

31 
 

apoya la hipótesis de que la hiperpolarización del Vm induce la actividad de sNHE y no así 

el tratamiento de valinomicina.  

Figura 5. Imágenes de la fluorescencia de los espermatozoides de ratones sNHE +/+ y sNHE -/- después del 

estímulo de hiperpolarización del Vm. (A). Imágenes representativas de espermatozoides sNHE +/+ en medio 

TYH con 4.7 mM de KCl (sNHE +/+ K4.7). (B). Espermatozoides sNHE +/+ incubados en medio TYH con 40 mM 

de KCl (sNHE+/+ K40). (C). Espermatozoides sNHE -/- incubados en medio TYH con 4.7 mM de KCl (sNHE -/- K4.7). 
Las imágenes se obtuvieron antes de la adición (Basal, paneles de la izquierda), después de la adición de 

valinomicina (Val, paneles centrales) y después de la alcalinización con cloruro de amonio (NH4Cl 20 mM, 

paneles de la derecha). La escala de la derecha representa la intensidad de la fluorescencia. La barra inferior 

en cada imagen corresponde a una escala igual a 10 µm.  
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6.2 La valinomicina induce la alcalinización del pHi del flagelo de los 

espermatozoides de ratón con diferentes tipos de cinéticas  
 

Durante nuestro análisis, encontramos que la hiperpolarización del Vm induce diferentes 

patrones de alcalinización del pHi del flagelo del espermatozoide (Figura Suplementaria 1). 

Por lo anterior, clasificamos los diferentes tipos de patrones de acuerdo con la velocidad y 

duración del incremento del pHi (Figura 7A): 1) Grupo 1A sostenido, 2) Grupo 1B transitorio, 

3) Grupo 2 gradual y 4) no responsivos. Posteriormente analizamos la basal y el pico 

Figura 6.  La hiperpolarización del Vm alcaliniza el pHi de los flagelos de los espermatozoides de ratón activando al sNHE.  Se 

muestran los registros promedio del pHi de la cabeza (A) y el flagelo (B) de los espermatozoides de ratones silvestres (sNHE  +/+) 
incubados en medio TYH con 4.7 mM de KCl (sNHE +/+ K4.7, líneas rojas), medio TYH con 40 mM de KCl (sNHE +/+ K40, líneas azules) o 

espermatozoides nulos de sNHE (sNHE -/-) en medio TYH con 4.7 mM de KCl (sNHE -/- K4.7, líneas negras). Las flechas indican la adición 

del compuesto: 1 μM de valinomicina (Val) y 20 mM de cloruro de amonio (NH4Cl). El sombreado gris de cada trazo representa el ± 

S.E.M de cada tratamiento. (C) Comparación de los cambios de pHi, ΔpHi (pHi(pico) – pHi (basal)) después de la adición de valinomicina 
de los espermatozoides sNHE +/+ K4.7 (círculos rojos), sNHE +/+ K40 (cuadrados azules) y sNHE -/- K4.7 (triángulos negros). La línea 

punteada indica valores de Δ= 0 y el sombreado gris representa la ± S.D del ruido presente en el pHi basal. Los asteriscos indican 

diferencias estadísticas ****P < 0.0001, según la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Se analizaron 9 ratones sNHE +/+ para el 

tratamiento K 4.7 (98 células), 6 ratones sNHE +/+ para el tratamiento K40 (38 células) y 6 ratones sNHE -/- para el tratamiento K4.7 (61 

células).     
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(máxima respuesta) del pHi de las células que responden al estímulo de hiperpolarización 

del Vm. En este análisis encontramos que los espermatozoides exhiben diferentes valores 

de pHi basal. Por lo tanto, los cambios de pHi son relativamente pequeños, excepto para el 

grupo 2 que mostró una diferencia significativa entre el pHi basal y el pico. En contraste, 

cuando se compararon los valores de ΔpHi de los 3 grupos clasificados, se observó que el 

incremento del pHi por la hiperpolarización del Vm era significativo para los 3 grupos 

comparados (Figura 7C).     

Figura 7. La alcalinización del pHi en los flagelos de espermatozoides sNHE  +/+ presenta diferentes cinéticas. (A) Registros de la 

fluorescencia promedio de pHi de los flagelos de espermatozoides de ratón sNHE +/+ K4.7. Categorizados de acuerdo con el tipo de 

respuesta que presentaron después de la adición de 1 μM valinomicina, tiempo 0 (punta de flecha sólida). Categorías: Grupo 1A  (tipo 
sostenido), grupo 1B (tipo transitorio), grupo 2 (tipo gradual), células que no responden y células control negativo incubado con medio 

TYH K4.7. Las líneas verticales (60 s) indican el V1/2 de la máxima respuesta alcanzada después de la adición de valinomicina. Las líneas 

continuas indican el pHi promedio de las células para cada tipo de respuesta, y las líneas grises desaparecidas representan el ± S.E.M. Se 

adicionó 20 mM de NH4Cl a los 240 s (punta de flecha). También se indica la frecuencia de aparición de cada tipo de respuesta. (B) Media 
comparativa del pHi antes (basal) y después (pico) del estímulo de valinomicina o medio TYH. Las barras verticales indican ± S.E.M. según 

la prueba estadística de Wilcoxon. (C) Comparación de los valores ΔpHi (pHi (pico) – pHi(basal)) para cada tipo de respuesta. Los asteriscos 

indican diferencias estadísticas **P < 0.05, ****P < 0.00001, ns indica que no hay diferencia estadísticamente significativa según la prueba 
de Wilcoxon. Se analizaron las células de 6 ratones (18 células) para el control negativo con TYH (18 célul as) y de 9 ratones para el 

tratamiento de valinomicina (98 células). Grupo 1A (23 células), grupo 1B (21 células), grupo 2 (25 células) y espermatozoide s que no 

responden (29 células). 
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Interesantemente nuestro análisis del pHi basal mostró que los flagelos que no responden 

al estímulo de valinomicina, presentan un pHi basal más alto (7.52 ± 0.04) en comparación 

con el pHi basal de los espermatozoides que si respondieron al estímulo 7.04 ± 0.05 (p < 

0.00001) (Figura 8).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, encontramos que el pHi basal de los espermatozoides de ratones 

sNHE -/- también presenta variaciones: 1) espermatozoides sNHE -/- con un pHi alcalino 

(7.78 ± 0.05, p < 0.00001) (Figuras 8 y 9) espermatozoides sNHE -/- con un pHi <7.5 (Figura 

5). Es importante mencionar que en ninguna de las poblaciones celulares de 

espermatozoides sNHE -/- se observó el incremento del pHi producido por la 

hiperpolarización del Vm.  

En nuestro análisis también confirmamos que la adición del ionóforo del intercambio 

Na+/H+ monensina A, favorece el incremento del pHi en la cabeza y en el f lagelo, este 

resultado indica que los gradientes iónicos de Na+/H+ permanecen normales para ambos 

genotipos de espermatozoides (Figura10).   

Figura 8. El pHi basal alcalino afecta la capacidad de respuesta de los flagelos sNHE +/+ ante el estímulo de 

hiperpolarización del Vm. Se muestran las medias de pHi basal de las cabezas y los flagelos de ratones sNHE +/+ y 

ratones sNHE -/-. Las células se clasificaron en aquellas que responden y que no responden al est ímulo. Las barras 
verticales indican ± SE.M. Los asteriscos indican diferencias estadísticas entre las medias *P < 0.02, **P < 0.002, 

***P < 0.0001 y ****P < 0.00001 , respectivamente, según la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de un análisis pos 

hoc mediante la prueba de Dunn. 
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Figura 9. Los espermatozoides de los ratones sNHE -/- no se alcalinizan por hiperpolarización independientemente 

del valor del pHi basal (< 7.5). Trazos representativos del pHi de los flagelos de ratones sNHE-/- (A) flagelos con un 

pHi basal <7,5 y (B) flagelos con pHi basal >7,5. Las flechas indicaron el momento de adición de: 1 µM de valinomicina 

(Val) y 20 mM de cloruro de amonio (NH4Cl). 

Figura 10. El ionóforo monensina induce la alcalinización del pHi de los espermatozoides de ratón y sNHE +/+ y sNHE -/-. Registros 

del pHi promedio de las cabezas (A) y los flagelos (B) de los espermatozoides sNHE +/+ (rojo) o sNHE -/- (negro). Las líneas sombreadas 
de cada trazo representan ± SD. de los trazos promedio. Las flechas indican la adición del estímulo: monensina (Mon) y NH 4Cl. (C) Se 

muestra la comparación de las medias del pHi basal y del pico. Las barras verticales indican ± S.E.M. Los asteriscos indican diferencias 

estadísticas ***p < 0,0009, ****p < 0,00001  respectivamente, según la prueba de Wilcoxon. (D) Comparación de los ΔpHi (pHi (pico) - 
pHi (basal)). La línea punteada indica valores delta 0 y el sombreado gris representa el ± SD del ruido del pHi basal. Los asterisc os 

indican diferencias estadísticas ***p < 0,0002 y ****p < 0,0001  respectivamente, según la prueba de Wilcoxon. Estos resultados se 

obtuvieron después de analizar 50 células de al menos 9 ratones sNHE +/+ y 28 células de al menos 6 ratones sNHE -/-.  
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6.3 La hiperpolarización del Vm no induce cambios del pHi en los 

espermatozoides de humano 
 

Los espermatozoides de humano también expresan el gen ortólogo SLC9C1 que se ha 

demostrado que es esencial para la fertilidad masculina (Cavarocchi et al., 2021). En el 

espermatozoide de humano el gen parálogo SLC9C2 también se expresa 

(https://www.proteinatlas.org/). Sin embargo, aún no se tiene clara su relevancia fisiológica 

en el espermatozoide de esta especie. Durante nuestras determinaciones del pHi no 

observamos el incremento del pHi de los espermatozoides de humano por el estímulo de 

hiperpolarización del potencial de membrana en las regiones de cabeza y flagelo (Figuras 

11 y 12).   

 

Figura 11. La hiperpolarización del Vm no induce la alcalinización del pHi en espermatozoides de humano. Trazos que representan el 

promedio del pHi de las cabezas (A) y los flagelos (B). La flecha con asterisco indica el estímulo: valinomicina (líneas roja s), monensina 
(líneas azules) o medio HTF (líneas negras). Las líneas sombreadas representan el ± S.E.M. de cada trazo. (C) Se muestran las medias del 

pHi antes (basal) y después (pico) del estímulo: Valinomicina círculos rojos, Monensina círculos azules y HTF (círculos negro s). Las barras 

verticales indicar ±S.E.M. Los asteriscos indican diferencias estadísticas entre las medias ***P < 0.0005, ****P < 0.0001, 

respectivamente, según la prueba estadística de Wilcoxon. (D) Comparación de los cambios del ΔpHi (pHi (pico) – pHi(basal)). La línea 
punteada indica valores delta 0 y el sombreado gris representa el ±S.D. del ruido del pHi basal. Los asteriscos indican difer encias 

estadísticas ****P < 0.0001 respectivamente, según estadística de Wilcoxon. Estos resultados se obtuvieron de an alizar para cada 

tratamiento: TYH (54 células), Mon (63 células) y Val (53 células), de al menos seis donadores.  

https://www.proteinatlas.org/
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Figura 12. Imágenes de fluorescencia SNARF-5F de espermatozoides de humano después de la adición de 

diferentes compuestos. Imágenes representativas de espermatozoides de humano. (A) medio HTF, (B) 1 μM 
de monensina (Mon), (C) 1 μM de valinomicina (Val). Las imágenes se obtuvieron antes de la adición (Basal, 

paneles de la izquierda), después de los estímulos (paneles centrales) y después de la adición de 20 mM de 

cloruro de amonio (NH4Cl, paneles de la derecha). Los dos canales de emisión para el colorante SNARF 5F-
AM: 640 nm (rojo) y 575 nm (amarillo). Las escalas de intensidad de fluorescencia se representan con la barra 

de pseudocolor. En cada imagen la barra abajo a la derecha equivale a 10 µm.  
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Adicionalmente incluimos como control positivo a monensina A, con la finalidad de 

corroborar la funcionalidad del gradiente de Na+/H+. Nuestros resultados muestran (Figura 

11) que la exposición de los espermatozoides de humano a monensina A, aumentó el pHi 

tanto en la cabeza como en el f lagelo, lo cual indica que el gradiente es funcional bajo las 

condiciones experimentales que utilizamos. A partir de estos resultados consideramos que 

es probable que la actividad de los sNHE´s de humano (productos de los genes SLC9C1 y 

SLC9C2) presente una regulación distinta en comparación con la vía de activación voltaje 

dependiente que presentan los intercambiadores sNHE de los espermatozoides de erizo de 

mar y de ratón.  

 

6.4 La dependencia del voltaje del VSD del sNHE de humano podría ser 

diferente a la que presentan los espermatozoides de erizo de mar y ratón. 
 

A través de un análisis bioinformático, comparamos las secuencias de aminoácidos que 

conforman al VSD del sNHE de los espermatozoides de erizo de mar, ratón y humano 

(Figura 13). Los resultados de este análisis muestran que el S4 del VSD del sNHE de erizo 

de mar está compuesto por 5 residuos de aminoácidos con carga positiva ininterrumpidos, 

es decir una arginina (R) o una lisina (K) cada 3 aminoácidos hidrofóbicos que conforman 

la alfa hélice de la membrana plasmática (RRRRK, respectivamente). Por otra parte, el S4 

del VSD del espermatozoide de ratón presenta 4 aminoácidos con carga positiva 

ininterrumpidos (RRRK). Interesantemente encontramos que en el caso del S4 del VSD de 

humano este patrón de continuidad está interrumpido por la presencia de una glutamina (Q) 

y una prolina (P), para ambas proteínas de humano SLC9CL1 y SLC9C2 (QRRK, RRPK, 

respectivamente). Estas diferencias entre la composición de aminoácidos cargados que 

componen al S4 de humano y ratón podrían ser clave para la función del VSD del sNHE de 

ambas especies.  

Por otra parte, también comparamos las secuencias de aminoácidos que conforman 

al VSD del sNHE de los espermatozoides de otras especies de mamíferos (73 especies 

totales) a través de un análisis bioinformático más extenso (Figura suplementaria 2). En 

donde describimos dos grandes grupos de animales que mantiene similitudes en la 

conformación de aminoácidos que componen al S4 del VSD del sNHE. Los clasificamos en 

dos categorías: especies tipo ratón y especies tipo humano. Consideramos que esta 

observación podría ser importante para describir la activación y función del sNHE en otras 

especies de mamíferos. 
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Figura 13. Comparación de los 4 segmentos transmembranales del VSD del sNHE de erizo de mar, ratón y humano.  Se 

ilustra la secuencia de aminoácidos de los segmentos transmembrana predichos del VSD (S1 -S4) del sNHE (SLC9C1 de tres 
especies y SLC9C2 de humano). Las secuencias de aminoácidos de cada segmento se clasificaron según sus propiedades 

químicas: ácidas (carga negativa, sombra gris oscura), básicas (carga positiva, sombra gris), hidrofóbicas no polares (sombra 

gris media) y polares sin carga (sombra gris clara). El segmento transmembrana 4 del VSD del sNHE humano muestra un 

número menor de aminoácidos cargados positivamente que podrían alterar la sensibilidad del VSD al voltaje. 
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7. DISCUSIÓN  

 

7.1 La hiperpolarización del Vm en la fisiología del sNHE  
 

Es ampliamente conocido que la hiperpolarización del Vm es un evento clave en la 

capacitación de los espermatozoides de mamíferos. De hecho, dicha hiperpolarización se 

ha correlacionado con eventos fisiológicos de gran relevancia para el espermatozoide 

como: el incremento en las concentraciones de calcio intracelular y la reacción acrosomal 

(Arnoult et al., 1999; Ren et al., 2001; De La Vega-Beltran et al., 2012; Zeng et al., 2017; 

Balestrini et al., 2020). Diversas investigaciones sugieren que la ocurrencia de este 

fenómeno también se encuentra correlacionado con la regulación de la movilidad de los 

espermatozoides de algunos invertebrados marinos como el erizo de mar, la ascidiacea y 

el pez salmón (Boitano & Omoto 1991; Harumi et al., 1992; Izumi et al., 1999). Estudios 

sobre la coevolución de sNHE y otras proteínas de relevancia fisiológica para el 

espermatozoide señalan que estas especies y los mamíferos expresan el gen que codifica 

para el sNHE (SLC9C1) (Romero & Nishigaki 2019; Darszon et al., 2020). En contraste con 

algunas especies como el pez cebra, la rana africana, la mosca de la fruta y los nemátodos 

que no conservan el gen que codifica para el sNHE, en las que además se ha descrito que 

la hiperpolarización del Vm no resulta relevante para la movilidad hiperactivada (Inoda & 

Morisawa 1987; Takai & Masaaki 1995).  

Desde los 80s, se reportó que el espermatozoide de erizo de mar posee un NHE 

atípico, activado por la hiperpolarización del Vm (Lee 1984, 1985). En 2018 los resultados 

de experimentos de patch clamp en células ovario de hámster chino (CHO, por sus siglas 

en inglés) expresando el sNHE, confirmaron que dicho transportador corresponde al NHE 

atípico (Windler et al., 2018). En este reporte se demostró que los dos dominios regulatorios 

(VSD y CNBD) del sNHE, son importantes para la regulación positiva del intercambiador, 

mediada por la hiperpolarización del Vm y por la unión de AMPc (Windler et al., 2018). 

Debido a lo anterior, consideramos importante evaluar si el sNHE de mamíferos se regula 

de manera similar al sNHE de erizo de mar. Bajo este contexto nuestro estudio se enfocó 

en determinar la vía de activación del sNHE de mamíferos.  
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7.2 La hiperpolarización del Vm induce la actividad del sNHE en los 

espermatozoides de ratón 
 

Para determinar que la hiperpolarización del Vm induce la alcalinización del pHi de los 

espermatozoides de ratón a través de la actividad del sNHE. Primero determinamos si la 

hiperpolarización del potencial de Vm favorecía la movilidad de los espermatozoides de 

ratones sNHE +/+ (Figura suplementaria 3). Este experimento, se planteó en términos de 

recuperación de la movilidad, en donde los espermatozoides previamente acidificados con 

100 mM de acetato de sodio (Wang et al. 2003), disminuyeron porcentualmente su 

movilidad. Bajo estos términos la adición de 1 µM de valinomicina, recupero parcialmente 

la movilidad de los espermatozoides, de manera similar a los espermatozoides incubados 

con los tratamientos de monensina y NH4Cl (Figura suplementaria 3). Debido a que es bien 

conocido que el batido flagelar es regulado a través de la actividad de las proteínas motoras 

dineínas ATPasas, las cuales son altamente pH dependientes (Christen et al., 1993), estos 

resultados sugieren que valinomicina incrementó el pHi de los espermatozoides de ratón 

de manera semejante a los tratamientos de alcalinización del pH que utilizamos para este 

experimento.    

Para demostrar que valinomicina induce la alcalinización del pHi, empleamos un 

sistema de imágenes utilizando un indicador fluorescente (de razón) del pHi, con la finalidad 

de minimizar los artefactos asociados al movimiento celular, alteraciones en el plano focal 

y la incorporación intracelular del colorante (Chávez et al., 2020). Esta técnica nos permitió 

determinar el pHi absoluto de dos regiones del espermatozoide: la cabeza y la pieza media 

del flagelo. Nuestras observaciones muestran que la hiperpolarización del Vm producida 

por el ionóforo de K+, valinomicina, eleva el pHi del flagelo de los espermatozoides de 

ratones sNHE +/+, pero no de los ratones sNHE -/- (Figura 6). Para excluir la posibilidad de 

que valinomicina por sí misma indujera un cambio del pHi independientemente de la 

hiperpolarización del Vm, los espermatozoides se incubaron en un medio con alto potasio 

(40 mM KCl). Como esperábamos, el incremento del pHi inducido por valinomicina, se 

inhibió bajo esta condición experimental (Figura 6). Estos resultados sugieren que el sNHE 

de ratón es modulado de manera positiva por la hiperpolarización del Vm y no así por la 

valinomicina. 

Aunque la función del CNBD del sNHE de ratón sigue siendo poco clara, es probable 

que la función del VSD de dicho intercambiador se regule de manera similar al sNHE de 

erizo de mar. De hecho, nosotros observamos la corriente de activación del VSD del sNHE 
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de ratón expresado en células HEK293 a un potencial hiperpolarizado (hallazgos no 

publicados). Este resultado apoya la probable similitud en la regulación de la actividad del 

sNHE en espermatozoides de ratón y de erizo de mar.  

En el 2014 Chávez y colaboradores reportaron que la valinomicina inducia la 

alcalinización del pHi en la cabeza de los espermatozoides de ratón (Chávez et al., 2014). 

Sin embargo, nosotros observamos que este evento ocurrió solo en el f lagelo del 

espermatozoide. En este sentido nuestros resultados con SNARF-5F coinciden con la 

localización de sNHE a nivel de la pieza principal del flagelo del espermatozoide (Wang et 

al., 2003). Aunque no podemos concluir a que se debe la discrepancia entre nuestros 

resultados con los obtenidos por Chávez y colaboradores en el 2014, consideramos que es 

posible que la sensibilidad del colorante BCECF sea mayor en comparación con el colorante 

SNAR-5F. De hecho, la concentración utilizada para la incorporación del colorante SNARF-

5F (20 µM), es mayor en comparación con la concentración del colorante BCECF (0.5 µM) 

empleado por Chávez y colaboradores en el 2014. Por otra parte, no descartamos la 

posibilidad de que el colorante SNARF-5F produzca un efecto de amortiguación del pHi de 

las células evaluadas en esta investigación.  

Durante nuestro análisis, observamos distintos patrones y cinéticas del aumento del 

pHi inducido por la hiperpolarización del Vm en los flagelos de los espermatozoides de ratón 

(Figura 7 y Figura suplementaria 1). Es importante destacar que el 29% de los 

espermatozoides sNHE +/+, no mostró aumento del pHi. Esta observación coincide con lo 

reportado por Chávez y colaboradores en 2014, en donde se analizó el pHi de 

espermatozoides de ratón con el colorante BCECF. Las observaciones de estos 

investigadores indican que el 50% de los espermatozoides no se alcalinizan por la adición 

de valinomicina (Chávez et al., 2014). Nuestro análisis detallado de los valores del pHi en 

reposo reveló que las células que mantienen un pHi alto no son capaces de alcalinizar su 

pHi en respuesta al estímulo de hiperpolarización (Figura 4). Este resultado sugiere que la 

actividad del sNHE de ratón se ve afectada por el pHi del estado de reposo, es decir, el 

sNHE no cataliza el intercambio de Na+/H+ cuando el pHi basal es superior a 7.5. De hecho, 

para la mayoría de los NHE´s somáticos la concentración citoplasmática de protones es 

crucial para favorecer el intercambio de Na+/H+ (Mahnensmith & Aronson 1985; Pedersen 

& Consejo 2019). Se ha propuesto que intracelularmente los protones se unen a un sitio 

alostérico de los intercambiadores para promover la actividad catalítica (Reshkin et al., 

2000; Cardone et al., 2005). Por lo tanto, es probable que en los espermatozoides de ratón 
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que presentan un pHi basal alcalino, se encuentre reducida la actividad catalítica del sNHE 

para la salida de protones.  

Inesperadamente, observamos que el pHi basal de los espermatozoides de ratón 

sNHE-/- fue significativamente mayor que el de los espermatozoides silvestres (Figura 8). 

Se ha reportado que los espermatozoides nulos de NHE2, compensan la falta de su 

actividad para mantener la homeostasis del pHi en células somáticas (Guan et al., 2006). 

Por lo tanto, es probable que otros transportadores de protones, incluidos otros NHE, estén 

sobre regulados en su función en los espermatozoides de ratones nulos de sNHE. En el 

espermatozoide de ratón se han descrito al menos seis isoformas de NHEs: NHE1, NHE5, 

NHE8, sNHE, NHA1 y NHA2 (Woo et al., 2002; Wang et al., 2003; Liu et al., 2010; Martins 

et al., 2014; Chen et al., 2016; Oberheide et al., 2017; Muzzachi et al., 2018; Kang et al., 

2021; Yeste et al., 2021). Sin embargo, solo el NHA1 se localiza en la pieza principal del 

flagelo del espermatozoide (Chen et al., 2016). Recientemente se describió en ratón, que 

la zona pelúcida provoca un aumento rápido del pHi mediado por el NHA1, que requiere de 

AMPc sintetizado por la adenilato ciclasa soluble (ACs) y un Vm suficientemente negativo 

establecido por el canal de K+ específico del espermatozoide, Slo3 (Balbach et al., 2020). 

Sin embargo, se desconoce si este proceso está relacionado con la función del sNHE.  

En nuestro estudio corroboramos que los espermatozoides nulos de sNHE que 

mantienen un pHi basal bajo, no responden al estímulo de hiperpolarización del Vm para 

favorecer la alcalinización de su pHi (Figura 9). Sin embargo, el hecho de que los 

espermatozoides sNHE-/- generalmente mantengan un pHi alto en el estado de reposo 

(Figura 8) impide la comprensión completa sobre la relevancia del sNHE en la regulación 

del pHi espermático. Es decir, todavía hay posibilidad de que otra proteína como NHA1 

pueda ser responsable del aumento del pHi inducido por valinomicina o de que exista un 

mecanismo del control del pHi acoplado a la función de sNHE.  

Por otra parte, se sabe que la expresión de la sAC está alterada en ratones sNHE -

/- (Wang et al. 2007). Sabiendo que la cascada de señalización dependiente de AMPc es 

esencial en la fisiología de los espermatozoides de mamíferos (Esposito et al., 2004; Nolan 

et al., 2004; Hess et al., 2005), debe considerarse que a nivel celular pueden existir múltiples 

alteraciones metabólicas que contribuyan a los valores de pHi basal altos que encontramos 

en los espermatozoides de los ratones nulos del sNHE. Adicionalmente determinamos que 

el valor del Vm de los espermatozoides de ratones sNHE-/- es más negativo (-59 mV) que 

el de los espermatozoides de ratones sNHE +/+ (-47 mV), asumiendo que no hay alguna 

alteración en la concentración de K+ intracelular (Figura Suplementaria 4). Esta diferencia 
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es una de las varias alteraciones que observamos en los espermatozoides de ratones nulos 

de sNHE.    

Teniendo en cuenta que los espermatozoides sNHE -/- poseen alteraciones metabólicas 

importantes, consideramos que es necesario establecer un sistema de expresión 

heterólogo eficiente de esta proteína. De hecho, en nuestro laboratorio recientemente, 

adquirimos un plásmido que codifica para el sNHE completo de ratón con la inserción de 

un intrón, que reduce los problemas de toxicidad que conlleva la expresión de esta proteína 

en bacterias (Arcos-Hernández et al., 2022). El uso de este plásmido podría ayudar a 

establecer un sistema de análisis relevante para el estudio del sNHE de ratón.  

 

7.3 La hiperpolarización del Vm de los espermatozoides de humano no 

induce la actividad del sNHE 
En contraste con lo observado en los espermatozoides de ratón, la hiperpolarización del 

Vm no indujo el incremento del pHi en los espermatozoides de humano. Sin embargo, 

debido a que las muestras de humano fueron obtenidas de eyaculados en presencia de 

líquido seminal, es necesario considerar que la comparación entre los resultados de ambas 

especies pudo verse influenciada por la previa exposición al bicarbonato (Okamura et al., 

1985), las prostaglandinas (Jeschke et al., 2021) y activadores de la función de la sACs 

(Chen et al., 2000), así como de CatSper (Lishko et al., 2011). Es importante mencionar 

que nuestras determinaciones buscaron igualar las características no capacitantes que se 

tienen en los espermatozoides de ratón obtenidos del epidídimo, utilizando un medio libre 

de bicarbonato.  

Los resultados de estudios recientes en espermatozoides de humano sugieren que, 

mutaciones en el gen SLC9C1 producen infertilidad masculina, principalmente por defectos 

en la movilidad de los espermatozoides (Zhang  et al., 2017; Cavarocchi et al., 2021). Este 

hallazgo podría indicar que en el humano el sNHE desempeña un rol importante para la 

fertilidad de esta especie.  Sin embargo, es importante definir si la función de sNHE en el 

humano contribuye a la actividad catalítica del intercambio Na+/H+ o si por el contrario su 

función está asociada al metabolismo de la sACs como se ha descrito para los 

espermatozoides de ratón (Wang et al., 2017).  

Respecto a la hiperpolarización del potencial de Vm en los espermatozoides de 

humano, si bien se ha descrito que es esencial para el proceso de capacitación espermática 

(Baro et al 2019; Puga-Molina et al., 2020), aún no está claro el papel que desempeña este 

fenómeno en el espermatozoide de humano. Por lo tanto, es importante describir su 
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relevancia fisiológica en las vías de señalización importantes para la fertilidad de esta 

especie. 

Por otra parte, en el espermatozoide de humano, se propone que el canal de 

protones activado por voltaje (Hv1), es el principal candidato que favorece la alcalinización 

del pHi del flagelo. De hecho, algunas investigaciones sugieren que su actividad se 

incrementa durante el proceso de capacitación del espermatozoide de esta especie (Lishko 

et al., 2010; Matamoros-Volante & Treviño 2020). El canal Hv1 está conformado por un 

homodímero, que mantiene 2 poros que regulan la salida de protones a través de la 

membrana plasmática, además posee 4 segmentos transmembranales que 

estructuralmente conforman al dominio sensor a voltaje. Su actividad se ha estudiado a 

través de la despolarización del potencial de membrana y en ambientes de pHi ácido, 

condiciones que por lo menos en el espermatozoide de humano producen grandes 

corrientes de H+ (100 pA/pF a +100 mV) y que en el caso de los espermatozoides de ratón 

se ven reflejadas en pequeñas corrientes de H+ (<10 pA/pF) (Lishko et al., 2010). De manera 

interesante los espermatozoides de ratones nulos de Hv1 no son infértiles (Ramsey et al., 

2009; Lishko et al., 2010). Estos apoyan la teoría de que el pHi de los espermatozoides de 

ambas especies se regula de manera distinta (Lishko et al., 2010; Nishigaki et al., 2014).  

 

7.4 La dependencia del voltaje del VSD del sNHE de humano podría ser 

diferente a la que presentan los espermatozoides de erizo de mar y ratón 
En el desarrollo de este trabajo comparamos el S4 del VSD de sNHE de erizo de mar, de 

ratón y de humano. Esta comparación nos permitió describir que el S4 del VSD de humano 

presenta una reducción en el número de aminoácidos con carga positiva, regularmente 

presentes en los canales activados por voltaje. De hecho, en comparación con los VSD`s 

de erizo de mar y de ratón, el VSD de humano presenta sustituciones de los aminoácidos 

arginina (R) y lisina (K) por una prolina (P) o glutamina (Q) para los genes SLC9C1 y 

SLC9C2 respectivamente (Figuras 13 y Suplementaria 2). Nosotros consideramos que esta 

sustitución de aminoácidos con carga positiva podría repercutir en la sensibilidad al voltaje 

que mantiene el VSD de humano. De hecho, la evidencia sugiere que la sustitución de una 

arginina por una glutamina en el S4 del VSD del sNHE de erizo de mar, cambia el V½ de 

activación de la corriente de compuerta de este intercambiador a voltajes de 

hiperpolarización más negativos (Windler et al., 2018). Para confirmar esta hipótesis es 

necesaria la caracterización biofísica del VSD del sNHE a través de un sistema de expresión 

heterólogo efectivo. 
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8. CONCLUSIONES  
 

Mostramos que la hiperpolarización del Vm producida por el ionóforo de K+ valinomicina, 

induce la alcalinización del pHi del flagelo de los espermatozoides de ratones silvestres. 

Además, determinamos que este fenómeno depende exclusivamente del gradiente de K+ y 

no así de la adición de valinomicina, ya que al incrementar las concentraciones de K+ 

externo (40 mM KCl) observamos que la alcalinización del pHi de los espermatozoides 

silvestres se inhibe. Este resultado apoya la idea de que la hiperpolarización del Vm produce 

una alcalinización del espermatozoide que podría contribuir a los múltiples procesos de 

regulación del pHi de esta especie. 

 

Por otra parte, demostramos que, la alcalinización del pHi depende de la presencia del 

sNHE, ya que los espermatozoides de ratones nulos de sNHE, no se alcalinizaron, 

independientemente del valor del pHi basal. Nuestros resultados sugieren que la 

hiperpolarización del espermatozoide regula al sNHE, lo cual podría contribuir a la 

activación de CatSper, como ocurre en el caso de los espermatozoides de erizo de mar.  

 

El análisis del pHi de los espermatozoides, reveló que su alcalinización depende del valor 

de pHi basal, ya que las células que no se alcalinizaron presentaron un pHi basal superior 

a 7.5. El pHi basal que presentaron los espermatozoides de ratones que si respondieron al 

estímulo fue en promedio, de 7.04 ± 0.05. Por otra parte, demostramos que el pHi basal de 

los espermatozoides de ratones nulos de sNHE es más elevado en el estado de reposo 

7.78 ± 0.05, lo cual sugiere que existen otro mecanismo, aparte del sNHE, que desempeña 

un papel relevante como regulador del pHi de los espermatozoides de esta especie.  

 

Nuestros resultados demuestran que la hiperpolarización del Vm no induce la alcalinización 

del pHi de los espermatozoides de humano, lo cual sugiere que el mecanismo de regulación 

y activación de la función de sNHE es distinto al que presentan los espermatozoides de 

ratón y erizo de mar. 

 

 

 

 

 



 

47 
 

9. PERSPECTIVAS 
 

Es necesario determinar si la activación del sNHE de ratón puede ser regulada por la 

presencia de nucleótidos cíclicos (uso de análogos permeables), como se observó en el 

caso de los espermatozoides de erizo de mar. Por consiguiente, se requiere establecer un 

sistema de expresión heterólogo del sNHE de ratón para completar la caracterización 

funcional de este intercambiador. 

 

Un resultado preliminar con espermatozoides sNHE +/+ capacitados (medio TYH con 15 mM 

de bicarbonato) sugiere que el incremento del pHi inducido por la hiperpolarización del Vm 

presenta un nivel de alcalinización aparentemente mayor al observado en un medio no 

capacitante (Figura suplementaria 5). Si bien estos resultados apuntan a la descripción de 

la actividad del intercambiador a través de la vía de señalización regulada por sAC, se 

requieren un mayor número de observaciones que permitan describir este fenómeno en 

espermatozoides capacitados. 

 

Dado que el valor de pHi basal de los espermatozoides nulos de sNHE es elevado, es 

necesario determinar si la ausencia del sNHE induce la sobre regulación funcional de otros 

intercambiadores como NHA1, por ejemplo.  

 

Debido a que el estímulo de hiperpolarización del Vm no indujo un aumento del pHi de los 

espermatozoides de humano, se requiere determinar si el sNHE de humano contribuye a la 

regulación del pHi de los espermatozoides de esta especie, por tal motivo es necesario 

establecer un sistema de expresión heterólogo efectivo para caracterizar su función.  

 

Es necesario determinar si la sensibilidad al voltaje del VSD del sNHE depende de la 

composición de los aminoácidos con carga positiva que forman al S4, para ello sería 

importante analizar otras especies de espermatozoides con características semejantes al 

VSD de tipo humano (cobayo) y de tipo ratón (bovinos, ovinos, porcinos) considerando que 

en el caso de ratón existe la ausencia de una lisina (K) que si presentan otra clase de 

mamíferos.    
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11. FIGURAS SUPLEMENTARIAS  
 

 

Figura Suplementaria 1. Respuestas individuales del pHi de los flagelos del sNHE +/+ después del estímulo de hiperpolarización del Vm.  En el tiempo 0 del registro se adiciono 1 

μM de valinomicina (primera línea). Después de los 240 s, se agregó NH4Cl (segunda línea). Las células se clasificaron en grupos de 3 tipos: Grupo 1A, denominado "sostenido", 

Grupo 1B, denominado "transitorio", y Grupo 2, denominado “gradual”. El número de células clasificadas en cada grupo: Group1A  (23 células), Group1B (21 células), Group2 (25 
células) y células que no responden (29 células). Estos resultados se obtuvieron analizándolos espermatozoides de 9 ratones sNHE+/+
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Figura Suplementaria 2. Alineamiento comparativo de los aminoácidos que componen a los segmentos del VSD de 

sNHE. Se muestran los 4 segmentos del VSD de 73 especies de mamíferos. Los aminoácidos con carga positiva 

(básicos) marcados con color azul y los aminoácidos con carga negativa (ácidos) en color rojo.  
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Figura Suplementaria 3. La hiperpolarización del Vm rescata la movilidad de espermatozoides sNHE +/+. (A) Porcentaje 

de espermatozoides móviles. Los espermatozoides fueron previamente acidificados con acetato de sodio (100 mM), lo 

cual redujo la tasa de espermatozoides móviles. La adición de 1 µM de valinomicina, monensina y 10 mM NH4Cl, rescato 

el porcentaje de espermatozoides móviles. (B) Porcentaje de espermatozoides hiperactivados después de la adición de 

los tratamientos. Solo los espermatozoides incubados con NH4Cl incrementaron la tasa de hiperactividad. Los asteriscos 

indican diferencias estadísticas **** ****p ≤ 0.0001, ***p ≤ 0.0004, *** p ≤ 0.0003, * p ≤ 0.0128, de acuerdo con la 

prueba de una vía ANOVA, seguida de una prueba de Tukey.  Las barras indican el error estándar de la media ±SD. Las 

líneas negras indican los grupos que mostraron diferencias estadísticas. Se analizaron 3 ratones (100 células por ratón).  
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Figura Suplementaria 4. Determinación del potencial de membrana (Vm) en población de los espermatozoides de 

ratones sNHE +/+, sNHE -/- y humano. Evaluación del potencial del Vm de los espermatozoides de ratones (A) sNHE 
+/+, (B) sNHE -/- y (C) humano. El panel de la izquierda muestra un trazo representativo indicando las adiciones de 

valinomicina y KCl. El panel de la derecha indica el resultado del cálculo del potencial de Vm por cada valor 

experimental de fluorescencia usando la ecuación de Nerst. El potencial de reposo es resul tado del valor de 

fluorescencia inicial que se interpola según la ecuación de la recta y= mx +b. Para este análisis se usaron 3 ratones 

por cada genotipo con un promedio de 10X106 células por evaluación y 3 donadores con un promedio de 12X106 

células por cada evaluación.  
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Figura Suplementaria 5. La hiperpolarización del Vm alcaliniza los flagelos de los espermatozoides capacitados de 

ratones sNHE +/+ a través de la actividad de sNHE. Se muestran los registros promedio del pHi de la cabeza (A) y el 

flagelo (B) de los espermatozoides de ratones silvestres (sNHE +/+) capacitados. Las flechas indicaron el momento de 

adición de: 1 µM de valinomicina (Val) y 20 mM de cloruro de amonio (NH 4Cl) y 3 mM de ácido clorhídrico (HCl).  El 

sombreado gris de cada trazo representa el ± S.E.M de cada tratamiento. Estos resultados se obtuvieron de analizar 

54 células de 5 ratones sNHE +/+. 
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